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Les débuts de CRISPR
en thérapie génique

Depuis I'apparition de la technique CRISPR-Cas9, qui s’est
répandue comme une trainée de poudre dans les labo-
ratoires de recherche, son emploi en thérapie génique a
souvent été évoqué [1]. Lentreprise Editas, une des plus
actives dans ce secteur, s'intéresse notamment a "amau-
rose congénitale de Leber!, & d’autres pathologies réti-
niennes, mais aussi a la mucoviscidose. Bien d’autres start-
up (CRISPR Therapeutics, Caribou Biosciences, Intellia) et au
moins une Big Pharma (Novartis) se positionnent également
dans ce domaine, souvent pour des applications concernant
le cancer. £n effet, bien que la thérapie génique soit souvent
envisagée principalement dans le contexte des maladies
génétiques, la majeure partie des essais cliniques en cours
est en réalité centrée sur le traitement du cancer (Figure 1).
Parmi ces essais, beaucoup concernent le prélévement de
lymphocytes T du patient, leur modification pour les rendre
plus actifs ou plus spécifiques, et leur multiplication au
laboratoire avant réintroduction chez le malade [2]. Cest
dans ce domaine que vont se dérouler les premiers essais
cliniques utilisant la méthode CRISPR-Cas9. Uefficacité et
la précision de cette méthode constituent en effet un avan-
tage certain pour les interventions « chirurgicales » prévues
sur ces cellules T puisqu’il s’agit d’introduire un changement
tres précis dans leur ADN, et si possible de modifier ainsi la
majorité d’entre elles.

Le projet américain

Dirigé par €dward Stadtmauer a I'université de Penn-
sylvanie, il vise une amélioration du systéme déja utilisé
avec un certain succés par cette équipe. Dans un travail
publié 'an dernier [3], ces chercheurs avaient, grice a
un vecteur de type lentivirus, introduit dans des cellules T
provenant des malades les séquences codant un récepteur
T & haute affinité dirigé contre un antigene appelé Ny-
£50-1 et fréquemment exprimé par les cellules tumorales (il

! amaurose congénitale de Leber est une dystrophie et/ou une dysplasie réti-
nienne congénitale précoce. Elle constitue I'une des principales causes de cécité
chez I’enfant. €lle est retrouvée chez environ 10 a 20 % des enfants aveugles et
représenterait 5 % des dystrophies rétiniennes.
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s'agissait alors de méla-
nome). Les résultats
obtenus étaient encourageants, avec une persistance des
cellules T modifiées durant plusieurs semaines aprés leur
injection chez les malades, une réponse clinique nette (aug-
mentation de la durée de survie sans progression?) et une
toxicité modérée®. Le nouveau projet a pour but d’améliorer
Iefficacité et la durée du traitement, en bloquant le princi-
pal mécanisme par lequel la tumeur « se défend » contre le
systéme immunitaire de son hote.

Rappelons que I'immuno-oncologie, aprées avoir connu des
fortunes diverses au cours des derniéres décennies, est
actuellement en plein boom grace a une meilleure compré-
hension des mécanismes par lesquels les tumeurs inhibent
la réponse immunitaire, a I'identification des molécules
de surface impliquées et a la mise au point d’anticorps
monoclonaux qui, en bloquant ces molécules, suppriment
I'inhibition, et permettent alors aux cellules T de I'organisme
de s’attaquer a la tumeur [4]. Un des systémes les plus
importants de ce point de vue est le couple formé par la
protéine PD-1 (programmed cell death-1) exprimée sur les
lymphocytes T et son ligand PD-L1 exprimé sur les cellules
tumorales ou dans 'environnement immédiat de la tumeur.
Linteraction entre PD1 et PD-L1 inactive le lymphocyte T et
favorise donc le développement de la tumeur. Un anticorps
monoclonal dirigé contre PD-1, comme le Nivolumab (nom
commercial Opdivo) peut rétablir la réponse immunitaire
(Figure 2) et a donné des résultats spectaculaires pour

? Par rapport @ la durée habituelle : ce n’était pas un essai clinique comparatif en
bonne et due forme.

® La description est sommaire, afin de ne pas alourdir le texte, et je passe sur
diverses subtilités qui sont secondaires par rapport au message de cette chronique.
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Indications Addressed by Gen Therapy Clinical Trials

Cancer diseases 64.4% (n = 1517)
@ Monogenic diseases 10% (n = 235)
@ Infectious diseases 7.6% (n = 179)
@ Cardiovascular diseases 7.5% (n = 177)
@ Neurological diseases 1.8% (n = 43)
@ Ocular diseases 1.8% (n = 34)
@ Inflammatory diseases 0.6% (n = 14)
@ Other diseases 2.3% (n = 54)
@ Gene marking 2.1% (n = 50)
@ Healthy volunteers 2.2% (n = 53)

The Journal of Gene Medicine, © John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figure 1. Essais de thérapie génique par catégorie (http://www.abedia.com/wiley/).

le mélanome métastatique : pour certains patients, une survie prolongée
(plusieurs années), peut-étre méme une guérison, alors que ce cancer est
habituellement fatal a bréve échéance. industrie pharmaceutique teste
actuellement de nombreux inhibiteurs (anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-CTLA-4
[cytotoxic T-lymphocyte associated protein 41, etc.) sur de nombreux types
de cancers, avec des résultats souvent prometteurs.

Le projet de Stadtmauer se propose d’améliorer le systeme T-NY-€SO-1
en inactivant, dans ces lymphocytes, le géne codant la protéine PD-1: on
peut espérer qu’alors les cellules T introduites resteront actives bien plus
longtemps, et que leur effet sera donc renforcé. C'est cette inactivation
qui doit étre réalisée par le systeme CRISPR-Cas9, en introduisant, dans les
cellules déja modifiées pour exprimer NY-€SO-1, les composants du systéme
CRISPR-Cas9 avec un ARN guide (ARNg) ciblé sur I'exon 1 du géne PD-1.
Apreés coupure de ’ADN en ce point par la nucléase Cas9, la réparation se
fera par jonction non homologue (NHER, non-homologous end joining),
inactivant ainsi le gene PD-1. €n fait les auteurs comptent aussi introduire
deux autres ARNg destinés a inactiver les génes des chaines alpha et béta
des récepteurs T préexistants dans la cellule, de maniere a ce que le seul
récepteur T exprimé soit celui qui est dirigé contre NY-€50-1°. Ils prévoient
de traiter ainsi des malades présentant un sarcome, un myélome récidivant
ou un mélanome, le but de ce premier essai étant de tester la faisabilité
pratique de ces manipulations et la sécurité pour les patients.

Voila donc un projet tres ambitieux du point de vue technique puisqu’il
repose sur une quadruple modification génique de cellules prélevées sur
le patient, suivie de leur controle et de leur amplification in vitro puis de
leur réintroduction. £t toutes ces manipulations devront étre répétées pour
chaque malade puisqu’il faut le traiter avec ses propres cellules. Notons
que cela fait fort peu de temps que I'on sait utiliser le systeme CRISPR-
Cas9 pour des lymphocytes T: les premieres démonstrations datent d’un
an a peine [5, 6]. Comme Pefficacité de la correction du génome (genome
editing) n'est pas de 100 %, et que les trois modifications introduites sont

* CTLA-4 est un régulateur négatif de la réponse T. Il entre en compétition avec le co-récepteur activateur
(D28, vis-a-vis de CD80 et CD86.

5 €n fait, contre un peptide dérivé de la protéine NY-£S0-1 présentée dans le contexte HLA-A2 (human
leukocyte antigens) de la cellule. On ne peut donc utiliser cette approche que sur des patients possédant
cet alléle, qui est heureusement tres fréquent.
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indépendantes, il est probable que la proportion de cellules
T portant 'ensemble des changements désirés sera faible®.
Il faudra bien, d’autre part, vérifier 'absence de modifi-
cations survenues ailleurs dans le génome (off-target).
Le projet a été examiné par le comité RAC (Recombinant
DNA Advisory Committee) des NIH (National Institutes of
Health), qui est I'instance compétente aux Etats-Unis pour
les essais de thérapie génique ; aprés un débat que 'on peut
consulter in extenso sur internet [7], il a été approuvé a
P’unanimité moins une abstention. Il reste @ obtenir I"accord
du comité de I’Université et celui de la FDA (Federal Drug
Administration), le traitement étant considéré comme un
nouveau médicament, mais a priori I'accord du RAC est le
plus important et devrait entrainer 'adhésion des autres
instances. Il est donc probable que cet essai puisse débuter
d’ici la fin de Pannée 2016.

La surprise chinoise

Mais voila que, le 21 juillet 2016, un communiqué émanant
de I'université du Sichuan annongait le début imminent (en
aoiit) d’un essai a priori comparable [8]. Déja approuvé
par le comité d’éthique de I'hdpital (West China Hospital)
dépendant de cette université, il est présenté comme un
essai de phase | visant a vérifier la sécurité du traitement
mais aussi @ évaluer son efficacité et le taux de réponse. Il
sera pratiqué sur les patients atteints de cancer du poumon
avancé (NSCLC, non-small cell lung cancer), et comportera
le prélevement de lymphocytes T périphériques, leur modi-
fication par CRISPR-Cas9 afin d’inactiver le gene PD-1, et
leur multiplication avant réintroduction chez le malade.
Avant injection des cellules T modifiées, les patients seront,
comme d’ailleurs dans le projet américain, traités par
chimiothérapie pour réduire leur population de cellules T;
ils recevront de plus de Iinterleukine 2 apreés I'injection afin
d’aider a la multiplication des cellules T introduites. Une
entreprise locale appelée Chengdu MedGenCell se chargera
des contrdles sur les cellules avant injection. Lessai propre-
ment dit est prévu pour durer six mois, les résultats finaux
étant attendus pour début 2018. Il est diiment enregistré
dans la base de données américaine Clinical Trials [9]. Cet
essai apparait moins sophistiqué que le précédent, puisqu’il
se borne a inactiver le géne PD-1 dans les lymphocytes T
« tout venant », sans chercher a les cibler sur un antigene
exprimé dans la tumeur : par ailleurs il s’adresse a un type
de cancer (NSCLC) pour lequel les immunothérapies nont
jusquici pas montré une trés forte efficacité (au contraire
du mélanome). Cela dit, il ne semble pas absurde de com-
mencer par un protocole relativement simple (inactivation

¢ Si ’efficacité de chaque changement était de 30 % (ce qui est déja un tres bon
chiffre), moins de 3 % des cellules seraient triplement modifiées
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Figure 2. Schéma (trés simplifié) de Iinactivation
d’une cellule T (a gauche) via interaction entre
PD-1 (programmed cell death 1) et son ligand (PD-
L1) exprimé sur la cellule tumorale, et de sa réacti-
vation (a droite) grdce a un anticorps anti-PD-1 ou
anti-PD-L1. Le récepteur des cellules T reconnait
en fait un peptide dérivé de I’antigéne tumoral et
présenté par une molécule HLA (ou CMH, complexe
majeur d’histocompatibilité) (non représentée) (©

image de Smartpatients.com, Creative Commons).
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du seul géne PD-1) afin d’explorer cette voie ; le cancer du
poumon est bien plus fréquent que le mélanome métas-
tatique, et pour cet essai le typage HLA du patient n’a pas
d’importance — autant de facteurs qui doivent permettre
un recrutement rapide. €n revanche, les cellules T modifiées
n'étant pas ciblées sur la tumeur (contrairement & I'essai
américain), elles risquent de s’attaquer a d’autres tissus et
de provoquer des effets auto-immuns séveres [10].

Recherche médicale et géopolitique

A propos de cet essai chinois, dont I'annonce a pris le monde
scientifique par surprise [8], on ne peut que noter la célérité
et la simplicité des procédures d’approbation : il a appa-
remment suffi de "accord d’un comité local, celui de I’hopi-
tal au sein duquel est réalisé Iessai. On peut Iégitimement
se demander si cet examen a été réalisé avec toute I'indé-
pendance et la rigueur souhaitées, d’autant plus que I'on
peut craindre des effets secondaires liés a des problémes
d’auto-immunité. Il est clair que des facteurs extrascien-
tifiques ont joué: la Chine cherche a apparaitre comme
une nation pionniére pour les applications de la technique
CRISPR. Elle se prévaut déja d’avoir obtenu les premiers
primates modifiés par CRISPR [11] et bien siir — nous nous
en sommes déja fait I"’écho — les premiers embryons humains
(non viables) ayant subi une telle opération [12] : I'espoir
de faire aussi la démonstration de la premiére application
thérapeutique de la technique a sans doute joué un rdle
dans cette affaire, d’autant plus que la culture chinoise en
matiére d’éthique de la recherche est assez différente de la
notre [13]. Espérons simplement que les malades partici-
pant a Iessai n’en feront pas les frais... ¢

SUMMARY

First use of CRISPR for gene therapy

Two clinical trials using CRISPR technology to engineer
the T cells of cancer patients by inactivating the gene
for immune checkpoint molecule PD-1 are (almost)
underway, one in the USA and the other in China. The less
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sophisticated Chinese trial seems slated to begin first, in part because

of very speedy approval ; it may however trigger autoimmune reactions

that could be very serious. ¢

LIENS D’INTERET

L'auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet article.

NOTE AJOUTEE AUX EPREUVES

Derniére minute : le 15 novembre, les responsables de I’essai chinois [8]
ont indiqué avoir traité leur premier patient le 28 octobre. Cette com-
munication inhabituelle confirme bien les enjeux politiques de cet essai.
Nature 15 novembre 2016 (http://www.nature.com/news/crispr-gene-
editing-tested-in-a-person-for-the-first-time-1.20988).
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