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Introduction


DÉCEMBRE 1969, je suis étudiant en deuxième année de médecine et je dois accomplir des stages à l’hôpital. Au sein de la toute jeune faculté de médecine Necker, je suis affecté dans un service de pédiatrie de l’hôpital des Enfants malades. Là, tout au bout d’une aile du bâtiment portant le nom d’un illustre pédiatre, Robert Debré, se trouve une salle d’hospitalisation singulière. Elle accueille un petit nombre de jeunes patients dans des chambres individuelles – un privilège à l’époque. Un jeune chef de clinique fringant, tout juste revenu d’un séjour aux États-Unis, en est le responsable. Il s’appelle Claude Griscelli, il est en train de créer l’embryon d’une unité spécialisée dans la prise en charge d’enfants particulièrement fragiles parce qu’ils ne savent pas lutter contre les maladies infectieuses. C’était il y a longtemps, mais je me souviens de Soumeya. Lors de notre première rencontre, elle a 12 ans. Bien qu’hospitalisée comme les autres enfants qui se trouvent là, elle n’est pas en pyjama. Elle tient à s’habiller pour se rendre à l’école du service où officie depuis peu une institutrice de l’Éducation nationale. Vaille que vaille, Soumeya essaie de maintenir une vie aussi proche que possible de ce qu’elle devrait être à son âge, n’était sa maladie. Bien sûr, elle tousse beaucoup, elle est pâle, fatiguée et sans entrain, mais elle sourit timidement quand je l’approche. Elle manque d’immunoglobulines, des substances présentes dans le sang et les tissus nécessaires pour combattre les infections. Sa maladie est grave, l’enfant le perçoit, la répétition des infections l’oblige à des hospitalisations multiples. L’équipe médicale sait qu’elle souffre d’une déficience immunitaire héréditaire – il y a d’autres cas dans sa famille, et de telles maladies ont été décrites depuis une quinzaine d’années. Claude Griscelli ne connaît pas la cause exacte de sa maladie. Faute de meilleur traitement, il doit se contenter de soigner les infections avec des antibiotiques, tout en prescrivant des injections intramusculaires d’immunoglobulines provenant du plasma de donneurs de sang. Celles-ci sont douloureuses mais améliorent un peu ses défenses. L’équipe soignante sait aussi qu’en l’état l’espérance et la qualité de vie de l’enfant sont limitées. Soumeya fait face avec un courage, une dignité qui forcent l’admiration du jeune étudiant que je suis. Comme souvent chez les enfants atteints de maladies chroniques, elle a mûri vite et comprend tout à demi-mot. À l’hôpital, elle est prise en charge dans ce service dédié, accompagnée par une petite équipe dynamique et attentionnée qui essaie de rendre son séjour le plus gai possible. Cette façon de pratiquer la médecine et les soins est encore rare à cette époque : elle me séduit et me convient par son humanité. Mais aussi je pressens, comme l’a déjà bien compris Claude Griscelli, que la médecine de ces déficiences immunitaires ne pourra progresser que par l’apport de la science. C’est ainsi que par le hasard d’un stage et d’une rencontre s’est dessinée mon orientation professionnelle : concilier médecine et recherche au bénéfice des patients, en particulier des enfants tels que Soumeya qui tentent envers et contre tout de continuer à mener la vie qui devrait être la leur, et dont le courage m’édifie. La formation nécessaire allait être longue. De plus, elle était peu balisée à l’époque : par où commencer ? À l’évidence, il faudrait d’abord apprendre la médecine et acquérir des bases scientifiques à la faculté des sciences.

 

AVRIL 1975, j’ai achevé mes études de médecine, souvent décevantes dans leur composante théorique, car faisant plus appel à la mémoire qu’à la compréhension, et bien éloignées de tout contact avec la recherche. J’ai commencé mon internat et je poursuis mon projet de formation scientifique. Celui-ci me conduit à suivre le cours d’immunologie de l’Institut Pasteur, passage obligé à l’époque (et encore aujourd’hui) pour se former à cette discipline scientifique. Suivre ce cours impliquait d’interrompre les stages d’internat en demandant une mise en disponibilité temporaire, disposition que j’eus le plus grand mal à obtenir de l’administration hospitalière – une illustration de l’incompréhension, qui n’a pas toujours complètement disparu, à l’égard de la formation par la recherche des jeunes médecins (l’obstacle que représentait alors l’obtention d’une disponibilité a été heureusement levé depuis par l’instauration de l’« année de recherche des internes »). Ce cours d’immunologie fut une révélation. Il nous permettait de côtoyer, pour la première fois dans mon cas, nombre de chercheurs français et étrangers dont certains excellaient dans leur capacité à transmettre leur passion et à se rendre disponibles pour répondre à nos questions. Je me souviens à ce titre avec gratitude – mais il faudrait encore en citer d’autres – d’un François Kourilsky ou d’un Michel Fougereau. Ce fut aussi le temps de la première approche du travail à la « paillasse », un exercice requérant beaucoup d’humilité. Nos enseignants nous encourageaient dans le même temps à suivre des séminaires et des conférences scientifiques pour compléter notre formation. Incitation salutaire, car, cette année-là, l’une d’entre elles, organisée à Necker, réunissait les plus grands immunologistes de la planète sous l’égide de Jean Hamburger. Une génération brillante de chercheurs, Baruj Benacerraf, Hugh McDevitt, Michael Sela discutaient devant nous des dernières avancées concernant la façon dont les cellules du système immunitaire, les lymphocytes T – responsables de l’immunité cellulaire –, reconnaissaient ou non des substances étrangères, les antigènes. C’était passionnant. Peu après, j’assistai à un séminaire au Collège de France de Marc Feldmann, un jeune chercheur d’origine australienne travaillant depuis peu à Londres. Il exposa ses travaux sur la façon dont d’autres cellules du système immunitaire, les monocytes macrophages, favorisent l’induction d’une réponse immunitaire. Je fus fasciné par son exposé et je finis par lui écrire, quelques années plus tard, en vue d’effectuer dans son laboratoire un stage de recherche. J’acquis auprès de lui une expérience irremplaçable. Sous la houlette bienveillante de Peter Beverley, un chercheur britannique, grand amateur de cricket mais surtout doté d’un pragmatisme et d’une intelligence remarquables, j’essayais de mieux comprendre comment les lymphocytes T communiquent avec les lymphocytes B pour que ces dernières cellules produisent des anticorps. Cette recherche, comme beaucoup d’autres en immunologie à cette époque (vers 1980), devait alors se contenter de décrire les phénomènes, faute de connaître leurs bases moléculaires. Cependant, le laboratoire situé dans les locaux relativement désuets de l’University College, au sein du département de zoologie, était un lieu de passage obligé d’un grand nombre de chercheurs étrangers en visite à Londres. Quel plaisir de suivre leurs séminaires et d’avoir l’occasion de discuter avec eux, qui de plus paraissaient s’intéresser à mes travaux. Certains d’entre eux venaient mettre à mal quelques constructions théoriques visant à expliquer, de façon astucieuse mais avec des bases expérimentales faibles, l’organisation du système immunitaire selon la théorie du « réseau idiotypique » proposé par Niels Jerne. Lors du cours d’immunologie auquel j’avais assisté à l’Institut Pasteur, ce dernier avait exposé sa théorie avec brio, mais sans nous dissimuler le mépris que nous autres, pauvres étudiants, ne pouvions manquer de lui inspirer, incapables que nous étions de comprendre ses concepts sophistiqués. Une petite revanche rafraîchissante. J’eus l’occasion de rencontrer Bob Williamson, un généticien britannique qui nous exposa les premiers fruits des recherches génétiques chez l’homme visant à identifier les mutations des gènes responsables des maladies héréditaires. C’était le tout début d’un travail méthodique de cartographie du génome dont on connaît les aboutissements fructueux ultérieurs. J’y voyais les prémices permettant d’établir à terme des liens entre immunologie et génétique : c’était indispensable pour enfin comprendre pourquoi Soumeya manquait d’immunoglobulines comme tant d’autres enfants atteints de déficiences immunitaires, et pour trouver le moyen de les soigner.

Quelle ne fut pas ma surprise également, lors de ce séjour londonien décidément fructueux, de voir arriver un jour au laboratoire Maxime Seligmann, un immunologiste clinicien de l’hôpital Saint-Louis chez qui j’avais terminé mon internat un an plus tôt. Il faisait partie d’un groupe de chercheurs qui venaient évaluer le laboratoire où je travaillais. Maxime, comme nous l’appelions, était une grande figure de l’immunologie en France et l’un des rares à chercher à comprendre les mécanismes des maladies du système immunitaire. Ses contributions dans le domaine des maladies auto-immunes, le lupus en particulier, et de certains cancers rares des lymphocytes lui valaient à juste titre une large renommée. Il fut un de ceux qui m’ont inspiré, et je me souviens en particulier des visites régulières qu’il faisait le samedi matin dans l’unité de Claude Griscelli à l’hôpital des Enfants malades où étaient hospitalisés les enfants atteints de déficience immunitaires et où je fus interne après avoir été stagiaire. Lors des rencontres du samedi matin étaient discutés des cas particulièrement difficiles. Pour le jeune interne que j’étais, ces débats étaient fort instructifs. Ils reflétaient cette tentative incessante malgré ses limites d’éclairer les questions médicales par les dernières avancées de la science. Je percevais, je crois, la chance qui était la mienne d’être exposé et de partager ces discussions, parfois nourries des quelques piques que Claude Griscelli et Maxime Seligmann, deux chercheurs aux ego bien affirmés, se lançaient l’un à l’autre.

Je rentrai de Londres à la fin de 1981, après un séjour de deux ans riches de stimulation intellectuelle intense et d’apprentissage expérimental parfois laborieux, trop rapidement écoulé, hélas. Je fus nommé chef de clinique dans l’unité d’immunologie pédiatrique de l’hôpital des Enfants malades dirigée par Claude Griscelli et, en parallèle, j’essayai de monter ma propre équipe de recherche au sein de ce qui était alors un modeste laboratoire de l’Inserm également animé par Claude Griscelli. Le laboratoire était situé au rez-de-chaussée du bâtiment Robert-Debré qui hébergeait au premier étage l’unité clinique. Cette disposition un brin archaïque au regard des conceptions actuelles offrait un immense avantage en nous permettant d’aller de l’un à l’autre de façon aisée. C’est ainsi que, pendant mes nuits de garde au service clinique, je continuais mes expériences au rez-de-chaussée… Une pratique guère recommandable de nos jours ! Cette anecdote illustre à mes yeux l’importance de l’unité de lieu, atout clé d’une recherche médicale efficiente – j’y reviendrai. Ainsi commença l’aventure collective de la découverte des bases génétiques et moléculaires des déficiences immunitaires et de leurs traitements.







Chapitre I

Des enfants immunodéprimés à la thérapie génique



Des patients vulnérables aux infections au concept de déficiences immunitaires héréditaires

Les maladies infectieuses sont pour la plupart d’entre nous des souvenirs d’enfance : un peu de fièvre, un rhume ou des boutons – quelques jours glanés loin de l’école – et plus tard des épisodes de « grippe » l’hiver. Pour quelques-uns, ces maladies habitent leur vie, la transforment et parfois l’abrègent. Ces tourments peuvent prendre différentes formes : épisodes répétitifs de bronchite, d’infection pulmonaire, de sinusite, on parle d’infections récurrentes, infections aiguës foudroyantes : on peut en guérir, ou succomber. Il arrive que ces infections affectent de très jeunes nourrissons dès les premiers jours de vie, mais elles surviennent aussi plus tard, y compris à l’âge adulte. Le médecin cherche à les caractériser – sites de l’infection : peau, poumons, méninges, intestin, etc. –, à apprécier leur niveau de gravité, bien sûr, et il évalue l’efficacité des traitements mis en œuvre. Parfois, il observe l’accumulation des lésions, notamment des poumons ou du foie, qui s’accentuent avec le temps. Il remarque que, chez certains patients, principalement de jeunes enfants, ces infections sont de tout type et particulièrement menaçantes par leur répétition, voire leur concomitance. À l’inverse, d’autres patients souffrent d’infections de types peu variés, voire causées par un microbe unique dont le patient ne peut se débarrasser. Parfois, ce risque ne prévaut que pendant une période déterminée de la vie, comme la petite enfance. Tous ces patients – environ six mille en France actuellement – ont en commun une déficience primitive du système immunitaire qui les rend vulnérables à des agents infectieux. Depuis les années 1950, ces déficiences ont fait l’objet de nombreuses études cherchant à préciser tant les microbes mis en cause que la faille du système immunitaire. On a ainsi découvert que la survenue d’infections par des bactéries pathogènes comme le staphylocoque doré, sous forme d’abcès de la peau, des poumons ou du foie, était la conséquence d’un défaut de destruction de ces bactéries par les polynucléaires neutrophiles, ces globules blancs qui circulent dans le sang. La répétition d’infections bronchopulmonaires provoquée par le pneumocoque ou par la bactérie Haemophilus influenzae avait pour cause un défaut de production des anticorps (immunoglobulines). Le caractère persistant ou la récurrence d’infections provoquées par certains virus (herpès, cytomégalovirus, virus d’Epstein-Barr) indiquent un défaut de l’immunité dite cellulaire liée à une autre catégorie de globules blancs : les lymphocytes. À côté d’infections par des microbes pathogènes capables de provoquer une maladie même chez une personne « immunocompétente », c’est-à-dire dont le système immunitaire est fonctionnel, il existe des micro-organismes responsables d’infections uniquement chez les personnes dont le système immunitaire est affaibli. On parle d’infections opportunistes. Leur survenue est donc révélatrice d’un déficit du système immunitaire. En voici quelques exemples. Les mycobactéries sont une classe de bactéries dont deux membres sont pathogènes : le bacille de la tuberculose, le bacille de Koch (BK) et le bacille de la lèpre. Bien d’autres mycobactéries présentes dans l’air ou dans l’eau, par exemple, ne provoquent qu’exceptionnellement une infection, qui peut alors persister et se disséminer dans tout le corps chez des personnes qui y sont susceptibles. Pire encore, le bacille de Calmette et Guérin (BCG), utilisé pour protéger par inoculation contre les formes graves de tuberculose chez l’enfant et qui consiste en une forme atténuée du BK obtenue par cultures prolongées au laboratoire de la bactérie, est responsable d’infections graves chez un petit nombre de personnes dont le système immunitaire ne peut venir à bout de ce bacille. Ces infections font suspecter un défaut grave de l’immunité cellulaire. Beaucoup de champignons sont opportunistes. C’est le cas de Pneumocystis jiroveci qui, comme son nom le suggère, provoque des pneumonies graves chez les patients immunodéprimés. Au début des années 1980, la reconnaissance de cette infection chez de jeunes adultes fut l’élément déclencheur qui a conduit à reconnaître le syndrome d’immunodéficience acquise (sida). D’autres champignons comme les Aspergillus causent des abcès, en particulier des poumons, chez les patients dont les polynucléaires neutrophiles sont défaillants. Des parasites peuvent aussi être opportunistes comme Cryptosporidium parvum, ils sont la cause de gastro-entérites sévères, mais aussi d’infections chroniques des voies biliaires et du foie lorsque l’immunité cellulaire est prise en défaut. Les livres de médecine spécialisés établissent une longue liste de tels microbes. Ce constat appelle des remarques importantes. Des susceptibilités distinctes à l’infection par tel ou tel microbe indiquent qu’il existe une spécialisation des moyens de défense portés par le système immunitaire. Cette spécialisation peut être territoriale (la peau, les muqueuses, etc.) ou concerner la nature et les caractéristiques des défenses mises en jeu. Nous y reviendrons, car cette notion s’est avérée fructueuse pour identifier la nature des effecteurs des réponses immunitaires impliqués face à tel ou tel type de microbe. La science de l’interaction entre hôte et micro-organisme, à la frontière entre microbiologie et immunologie, est en effet la mieux placée pour comprendre, combattre et prévenir les maladies infectieuses. Tous les microbes ne sont pas pathogènes : bien au contraire, l’immense majorité d’entre eux (bactéries, virus, champignons) nous ignorent parce qu’ils ne trouvent pas de moyen d’entrer dans notre corps. Une fraction également plus importante que celle des microbes pathogènes vit en bonne intelligence avec notre corps, au niveau de la peau, de la sphère bucco-pharyngée, dans le côlon ou dans le vagin. Ces bactéries, champignons et virus colonisent ces espaces ou leurs revêtements sans envahir notre organisme. Leur ensemble constitue des microbiotes, ensemble de micro-organismes en équilibre avec notre système immunitaire au profit commun des microbes et de l’hôte. On parle de symbiose. Leurs désordres sont associés à de nombreuses pathologies.

L’excès d’infections caractérise par définition les déficiences immunitaires. Beaucoup de ces déficits sont secondaires et transitoires, induits par les chimiothérapies ou des traitements immunosuppresseurs, d’autres sont durables (effet de la malnutrition) ou provoquées par le virus d’immunodéficience humaine (VIH). Une minorité est d’origine génétique donc non spontanément réversible. Ce sont les déficits immunitaires primitifs ou héréditaires (DIH). Ils sont l’un des pôles de cet ouvrage : ils ont occupé une partie importante de ma carrière, et, dans ce premier chapitre, je fais le récit de ce moment fondateur. On en trouvera une explication plus large dans la suite de l’ouvrage, où est présenté l’éventail des travaux de recherche menés à Necker-Enfants malades sur les déficits immunitaires héréditaires, précédé des éléments scientifiques concernant le système immunitaire et la génétique qui éclairent les mécanismes biologiques concernés.




Une brève histoire de la découverte des déficiences immunitaires héréditaires (DIH),
de la clinique à l’immunologie et à la génétique

Comprendre ces maladies est un enjeu de taille susceptible de faire progresser la médecine des DIH mais aussi des maladies infectieuses : pourquoi tel défaut du système immunitaire provoque-t-il un risque d’infection par tel groupe de bactéries et/ou de virus et dans tel ou tel organe ? Les histoires familiales fréquentes de maladies similaires pointent vers l’hérédité : une hérédité mendélienne liée à des anomalies (mutations) d’un seul gène selon des modes de transmission connus, nous le verrons. Cette notion d’hérédité ouvre la porte de l’identification des gènes et des mutations responsables de ces maladies, une avancée à la fois diagnostique et cognitive.

La première description d’une déficience immunitaire remonte sans doute à 1922. Des patients atteints d’infections bactériennes très graves sont dépourvus de polynucléaires neutrophiles dans leur sang. Traditionnellement, on a néanmoins coutume de considérer comme « première » l’observation en 1952 par le médecin militaire américain O. C. Bruton d’un homme atteint d’infections pulmonaires répétées associées à une absence de gammaglobulines. Cette découverte fut rendue possible par la mise au point peu auparavant d’une méthode d’analyse des protéines du plasma par électrophorèse. Les protéines du plasma migrent dans un champ électrique en plusieurs pics : l’albumine, puis les pics α, β et γ en fonction de leurs charges. Les gamma (γ) globulines correspondent à la principale classe d’immunoglobulines : les IgG.

O. C. Bruton parle d’agammaglobulinémie. On s’aperçoit alors que cette maladie affecte les garçons et se transmet par les mères qui sont vectrices et non malades, on parle de transmission héréditaire récessive liée au chromosome X. Cette observation est importante à deux titres : d’une part, c’est la première fois que l’on relie une déficience immunitaire à une anomalie protéique – ce qui en permet le diagnostic par le test de l’électrophorèse des protéines du plasma sanguin ; d’autre part, cette découverte offre d’emblée une perspective de traitement. En effet, quelques années au préalable, E. J. Cohn a commencé à fractionner les protéines du plasma. La fraction contenant les immunoglobulines peut être isolée à partir du plasma de donneurs de sang et injectée par voie intramusculaire au patient dépourvu d’immunoglobulines. Cet apport en protéines manquantes sera promis à un bel avenir : il constitue depuis lors le traitement de tous les patients déficients en immunoglobulines. La préparation des immunoglobulines s’est raffinée, elle a été sécurisée pour éviter le risque de transmission d’agents infectieux. Dès 1960, des préparations d’immunoglobulines peuvent être injectées en plus grande quantité par voie intraveineuse et en 1980 par voie sous-cutanée. Entre-temps, autour des années 1960, d’autres formes de déficiences en immunoglobulines – plus partielles – sont décrites chez des enfants et des adultes. En 1958, des pédiatres suisses décrivent chez un nourrisson ce qu’ils dénomment une agammaglobulinémie de type suisse, en fait une déficience beaucoup plus sévère du système immunitaire caractérisée par une défaillance non seulement de la production d’immunoglobulines, mais aussi de l’immunité cellulaire. Nous reviendrons plus tard sur cette maladie, renommée ultérieurement déficit immunitaire combiné sévère. Les enfants affectés sont ceux qu’on a souvent appelés les « bébés-bulles », car leur survie exigeait un isolement du milieu extérieur par une enveloppe plastique transparente : la bulle. C’est ainsi qu’en 1977, comme interne, je fis la connaissance de Guillaume, un nourrisson placé en bulle dès sa naissance du fait de la récurrence précoce d’infections qui avaient conduit, mais trop tard pour un traitement, au diagnostic de déficit immunitaire combiné sévère chez un frère. Je suivis les efforts à la recherche d’un donneur de moelle osseuse capable de lui transmettre des globules blancs indemnes de sa maladie génétique. La chance voulut que sa tante maternelle soit suffisamment « compatible » (je reviendrai sur cette notion) pour donner un peu de sa moelle osseuse. Pendant de longs mois, nous suivions les hauts et les bas du décompte de ses globules blancs – en particulier des lymphocytes T –, avant qu’il soit décidé que ceux-ci étaient en nombre suffisant pour laisser Guillaume vivre hors de sa bulle, une forme symbolique de seconde naissance pour sa famille… et pour l’équipe soignante ! Happy end prometteur, puisque Guillaume, quarante-six ans plus tard, est un heureux père de famille, toujours prêt à donner un peu de son sang pour tester quelques nouvelles idées et à donner de son temps pour les autres patients atteints de DIH à travers l’association de patients concernés (IRIS), un partenaire essentiel pour aider ces familles durement éprouvées et faire connaître ces maladies. Un parcours exemplaire, malheureusement rare à cette époque.

Bien d’autres déficiences du système immunitaire vont être ensuite décrites, concernant les différents types de globules blancs – les lymphocytes ou les cellules phagocytaires et parfois les deux. Des tests diagnostiques fondés sur l’étude des caractéristiques des globules blancs et des protéines du plasma ont permis progressivement de mieux les définir. Cependant, jusqu’en 1984, alors que l’on comptait plus d’une cinquantaine de ces déficiences (de transmission autosomique récessive, dominante ou « liée à l’X », c’est-à-dire à un gène présent sur le chromosome X [voir glossaire]), dans aucun de ces cas on ne connaissait une cause moléculaire précise liée à une mutation d’un gène. Autrement dit, on pouvait décrire d’une manière relativement précise les caractéristiques de la déficience, le « phénotype », mais pas l’anomalie génétique correspondante, le « génotype ». En effet, on ne disposait pas à cette époque des outils nécessaires à son étude. Cette situation allait rapidement être bouleversée par les progrès de la biologie moléculaire. Dès 1976, on avait rapporté la première mutation d’un gène de maladie héréditaire, le gène de la chaîne β de l’hémoglobine. Cette mutation rendait compte d’une forme grave d’anémie : l’anémie falciforme ou drépanocytose. L’anomalie protéique avait été identifiée dans les années 1950 par Pauling et Ingram, la lésion génétique après le clonage du gène codant la chaîne β de l’hémoglobine, par T. Maniatis. Ces prouesses montraient que les avancées de la biochimie et de la biologie moléculaire permettaient désormais de s’attaquer à cette énigme : quel gène était responsable, du fait de ces mutations, d’une déficience immunitaire, et par quel mécanisme ?

Une véritable enquête policière à répéter pour autant de maladies en cause : une perspective aussi enthousiasmante que dantesque. C’est néanmoins à cette tâche que de nombreux laboratoires dans le monde, dont le nôtre, se sont attelés au début des années 1980. On trouvera plus loin un exposé plus détaillé de ces recherches. Dans l’immédiat, et pour souligner les enjeux qui ont motivé ma carrière de médecin et de chercheur, je voudrais commencer par évoquer l’aventure de la mise au point d’une thérapie génique d’une de ces formes sévères de déficiences immunitaires, aventure qui a attiré une certaine attention.




Des « bébés-bulles » aux premiers pas de la thérapie génique

Dans les années 1950, des pédiatres suisses, Glanzmann et Riniker, relatent le cas de jeunes enfants qui succombent précocement du fait d’une déficience profonde de leur immunité dont témoignent une agammaglobulinémie et un manque de lymphocytes dans le sang. Dix ans plus tard environ, on établit que ce défaut de lymphocytes correspondait avant tout à une absence de lymphocytes T, donc d’immunité cellulaire. Cette pathologie fut dénommée « déficit immunitaire combiné sévère » : DICS (SCID en anglais). Les DICS étaient plus souvent observés chez des garçons, avec, dans certains cas, des antécédents familiaux évocateurs d’une transmission récessive liée à l’X. Robert Good, célèbre immunologiste américain, réussit le premier en 1968 à corriger le DICS d’un garçon par allogreffe de la moelle osseuse d’un frère qui partageait les mêmes groupes tissulaires HLA. Ce patient est toujours en vie plus de cinquante-cinq ans plus tard. Ce premier succès d’une allogreffe de moelle osseuse apporta une information essentielle : la maladie est la conséquence d’une anomalie propre aux cellules qui donnent naissance aux lymphocytes T et qui sont situées dans la moelle osseuse. Restait à en identifier la cause.

En France, Claude Griscelli, au retour d’un stage postdoctoral aux États-Unis, créa en 1969 à l’hôpital Necker-Enfants malades la première unité spécialisée dans la prise en charge des enfants atteints de déficiences immunitaires. Bien vite, il fut confronté à des cas de jeunes enfants très gravement infectés, qui s’avéraient être atteints d’une forme de DICS. Claude Griscelli eut l’idée, pour les protéger des infections pendant la durée du traitement, de mettre ces enfants ultrafragiles à l’abri dans des enceintes stériles en plastique transparent, qu’on a appelées des « bulles », d’où le vocable de « bébés-bulles » popularisé dans les médias. Les enfants demeuraient donc dans ces enceintes le temps du traitement par allogreffe de moelle osseuse, soit à l’époque environ six mois. Aujourd’hui, ces bulles ont été remplacées par des chambres stériles d’emploi plus simple. Le premier succès d’une greffe de moelle à Paris remonte à 1972. En 1977, j’ai participé comme interne à la réalisation de telles greffes comme celle du petit garçon nommé Guillaume, que j’ai évoqué en introduction. Mais, trop souvent à l’époque, ces traitements échouaient parce que la maladie était reconnue trop tard ou parce que l’enfant malade ne disposait pas d’un donneur de moelle osseuse compatible dans sa famille, compatibilité nécessaire pour éviter une réaction immunologique fatale des lymphocytes du donneur dirigée contre le receveur.

Dans les années 1980, avec l’aide de Jean-Louis Mandel, pionnier français de la génétique moléculaire, nous nous sommes lancés dans la seule approche permettant de comprendre cette maladie : identifier le gène responsable, dont nous savions qu’il était situé quelque part sur le chromosome X. C’était un préalable indispensable à la mise au point d’une thérapie génique. En voici un bref récit. Geneviève de Saint-Basile franchit la première étape en 1987 en localisant ce gène en une position précise sur le bras long de ce chromosome. Restait à entreprendre, ce qui était à l’époque un travail de fourmi, l’identification du gène. Geneviève et un talentueux chercheur postdoctoral américain, James Di Santo, s’engagèrent dans cette aventure du « clonage positionnel », une méthode fastidieuse, mais incontournable, qui revenait à chercher une aiguille (le gène) dans une botte de foin (une partie du bras long du chromosome X). Le projet progressait quand fut publiée, en 1992, une information susceptible d’intérêt : un groupe japonais avait cloné le gène codant une des trois sous-unités du récepteur de l’interleukine 2 (IL-2), la sous-unité gamma. Il se trouve que ce gène était placé dans la région contenant le locus du DICS lié au chromosome X. Était-ce le bon gène ? Nous répondîmes non à cette question, en nous fondant sur le fait, connu dès cette époque, que l’IL-2, une cytokine nécessaire à la prolifération des lymphocytes T au cours des réponses immunitaires, n’était pas impliquée dans le développement des lymphocytes T, l’étape déficiente du DICS lié à l’X. Malheureusement, notre raisonnement se révéla erroné. Warren Leonard, un chercheur américain spécialiste des cytokines au National Institute of Health (NIH) de Bethesda, adopta une attitude plus pragmatique et montra que des patients atteints de DICS lié à l’X portaient bien une mutation du gène de la chaîne gamma du récepteur de l’IL-2 (IL2RG*1). Nous étions « scoopés » ! Restait néanmoins une apparente contradiction : comment des mutations d’un gène dont le produit n’était pas censé jouer un rôle dans la différenciation des lymphocytes T pouvaient-elles entraîner de telles conséquences ? Warren Leonard et Kazuo Sugamura au Japon montrèrent qu’en fait IL2RG avait d’autres fonctions en tant que partenaire de récepteurs d’autres cytokines (au nombre de cinq), dont l’IL-7. IL2RG fut rebaptisé gamma-c (c pour « commun », γc). L’IL-7 est produite dans le stroma du thymus, siège de la différenciation des lymphocytes T et induit la prolifération des précurseurs des lymphocytes T. L’interaction de la cytokine IL-7 avec son récepteur composé de deux sous unités, chaîne alpha et gamma-c, se révéla essentielle à la différenciation des lymphocytes T. Ainsi, une avancée importante en matière de compréhension de la différenciation lymphoïde émanait de l’analyse d’une erreur d’interprétation de données issues d’une maladie très rare (1 cas pour 150 000 naissances environ !). Belle leçon d’humilité ! Néanmoins, James Di Santo ne se découragea pas et chercha à comprendre précisément comment gamma-c en tant que sous-unité du récepteur de l’IL-7 intervenait dans la différenciation des lymphocytes T. Il fallait en passer par la création d’un modèle chez la souris. James Di Santo fit un stage de quelques mois à Cologne, dans le fameux laboratoire de Klaus Rajewsky, qui avait mis au point des méthodes raffinées d’inactivation génique chez la souris (souris « KO » pour tel ou tel gène dans le langage imagé des biologistes). Il construisit ainsi les premières souris mutées pour le gène IL2RG, elles étaient atteintes d’un DICS assez proche de la maladie observée chez l’homme. Ces souris furent très précieuses pour comprendre la fonction de gamma c ainsi que comme modèle préclinique de la thérapie génique du DICS lié à l’X comme nous le verrons plus loin. James Di Santo montra que la liaison de l’IL-7 produite par le stroma du thymus à son récepteur (IL-7Ralpha/gamma-c) transmettait aux précurseurs des lymphocytes T qui venaient de migrer dans le thymus en provenance de la moelle osseuse des signaux dictant la survie de ces cellules et leurs proliférations (figure 1). En l’absence de ce signal, le thymus est dépourvu de précurseurs de lymphocytes T, c’est ce qui se passe dans le DICS lié à l’X.
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Figure 1. Mécanisme du DICS lié à l’X.

Cette maladie est la conséquence de mutation du gène qui code pour la protéine γc. En son absence (a), lymphocytes T et NK ne peuvent se développer respectivement faute du signal apporté par l’interaction IL-7 et son récepteur et par l’interaction IL-15 avec son récepteur (b). γc est une sous-unité de nombreux récepteurs de cytokines (b).


Pendant ce temps, Geneviève de Saint-Basile s’intéressa aux mécanismes qui régissent l’expression du gène IL2RG, sa transcription. Elle montra que celle-ci était assez constante au cours du développement lymphoïde et dans les lymphocytes matures, une observation importante en vue de la mise au point d’une thérapie génique qui vise à induire l’expression de ce gène, nous y reviendrons. Geneviève décrivit aussi des formes dites « atypiques » de DICS lié à l’X, en fait des formes atténuées de la maladie provoquées par des mutations dites hypomorphes, c’est-à-dire qui préservent une certaine expression et une certaine fonction de la protéine gamma-c. Il s’agit là de constatations habituelles dans le contexte de maladies héréditaires. Un cas attira l’attention : celui d’un jeune garçon allemand de 6 ans. La déficience immunitaire dont il était atteint était d’une forme modérée, par contre, son oncle maternel était décédé dans la première année de vie d’infections graves et donc suspect d’être atteint d’un DICS. Bien vite, Geneviève de Saint-Basile montra que l’enfant était porteur d’une mutation du gène IL2RG, mutation dont sa mère était vectrice. Cette mutation avait pour conséquence d’abolir l’expression de la protéine gamma-c. Il doit en résulter qu’à la naissance un enfant porteur d’une telle mutation soit dépourvu de lymphocytes T et donc soit atteint d’un DICS lié à l’X. Cela devait être le cas de l’oncle maternel de cet enfant. Mais comment expliquer alors que cet enfant (son neveu) soit encore en vie à l’âge de 6 ans – ce qui est impossible sans lymphocytes T – alors qu’il avait donc bien dans son sang des lymphocytes T ? Au même moment, Rochelle Hirschhorn, une généticienne de New York, étudiait un cas similaire, mais dans le contexte d’une autre cause génétique de DICS : le déficit en adénosine désaminase dont nous serons amenés à reparler. Ce que découvrirent Rochelle à New York et Geneviève à Paris fut une vraie surprise : les lymphocytes T de ces enfants ne portaient pas la mutation présente dans les autres cellules, alors que ces lymphocytes étaient pourtant bien ceux des enfants (et non pas des cellules venues de la mère par passage transplacentaire pendant la grossesse ou l’accouchement). Une seule explication possible : une mutation dans une cellule précurseur de lymphocytes T qui, par chance, avait corrigé la séquence mutée en séquence normale et ainsi restauré l’expression de la protéine gamma-c ainsi que sa fonction, donc la possibilité de différenciation en lymphocytes T (figure 2).

[image: ]

Figure 2. Mécanisme de compensation du DICS lié à l’X par mutation de réversion.

La correction par réversion de la mutation dans un précurseur de lymphocytes T donne naissance à un grand nombre de lymphocytes T du fait de nombreux cycles de division cellulaire de ces cellules dans le thymus.

[image: ] : récepteur γc à la surface des cellules corrigées par la réversion.


Si la probabilité d’un tel événement survenant exactement au site de la mutation est faible (suggérant qu’un seul événement de ce type est survenu par patient), cela implique que la pression de sélection en faveur de la prolifération de la cellule spontanément corrigée est à l’évidence très forte. Depuis ces descriptions initiales, datant de 1996, un certain nombre de cas de variants de réversion (correction vers la séquence normale ou de variants améliorant l’expression et la fonction de la protéine mutée) ont été rapportés chez des patients atteints de différents types de DICS. Dans tous les cas, on observe une correction partielle du phénotype de la maladie causée par l’apparition de ces variants somatiques (par opposition à l’origine germinale de la mutation causale de la maladie). Jusqu’à quel point cette réversion corrige-t-elle le déficit immunitaire observé dans les premiers cas décrits ? Geneviève de Saint Basile a cherché à répondre à cette question, avec l’aide de Philippe Bousso, chercheur de l’Institut Pasteur. Ils ont constaté que le sang du jeune patient allemand contenait environ la moitié du nombre de lymphocytes T attendus pour son âge. Particularité notable : tous ces lymphocytes T avaient les caractéristiques de lymphocytes mémoire, c’est-à-dire qu’ils avaient antérieurement sans doute participé à des réponses immunitaires, par exemple contre le virus de la varicelle auquel l’enfant avait été exposé sans dommage malgré sa maladie génétique. Ce résultat suggérait que l’événement de réversion était ancien (peut-être anténatal). Il avait donné naissance transitoirement à la différenciation de lymphocytes T devenus des cellules « mémoire ». L’étude de la diversité de séquence de la partie variable du gène codant la chaîne β du récepteur T pour l’antigène (TCR) des lymphocytes T de l’enfant a permis d’estimer qu’un minimum de mille chaînes du TCR β étaient détectables parmi ses lymphocytes T, soit 1 % de la diversité des lymphocytes T mémoire d’un immunocompétent, selon la sensibilité de la technique d’évaluation disponible à la fin des années 1990. Si on émet l’hypothèse (raisonnable, on l’a vu) que tous ces lymphocytes T proviennent d’un ancêtre commun, on peut en déduire que cette cellule s’est divisée au moins onze fois pour générer ce répertoire (nonobstant la perte considérable de clones de lymphocytes T pendant la différenciation thymique). Ce résultat nous permet aussi de dater l’événement de réversion dans la phase qui précède le réarrangement des gènes des TCR dans le thymus (figure 2). Surtout, il nous indique qu’un précurseur de lymphocytes T est susceptible de se diviser un grand nombre de fois sous l’effet de l’interaction de l’IL-7 avec son récepteur (IL-7Ralpha/gamma-c) présent à la surface des précurseurs lymphocytaires T (figure 2). Ce n’est qu’à une étape ultérieure pendant la différenciation intrathymique que ces cellules se diversifient par le réarrangement clonal des gènes des TCR (cf. ici). Ainsi, ce patient disposait à l’âge de 6 ans d’environ 1 % de la diversité physiologique des lymphocytes T, chacun de ces clones s’étant ensuite expandu pour représenter environ 50 % du nombre attendu de lymphocytes T dans le sang. Plus important, ces lymphocytes T, malgré leur diversité restreinte, ont au moins partiellement protégé cet enfant des infections sévères observées chez les sujets immunodéprimés, comme la varicelle évoquée plus haut. Plusieurs conclusions peuvent être tirées de ces observations particulières. Premièrement, les lymphocytes T mémoire ont une longue durée de vie : au moins plusieurs années, et sans doute plusieurs dizaines d’années d’après d’autres données concernant la persistance de lymphocytes T mémoire après vaccination. À titre de comparaison, la durée de vie des polynucléaires neutrophiles n’est que de l’ordre de deux jours, ce qui implique une dynamique de production très différente. Deuxièmement, il existe une certaine redondance parmi les lymphocytes T puisqu’un répertoire limité à 1 % de la normale confère encore une protection, même si celle-ci est incomplète (surtout du fait de la conséquence indirecte d’un déficit de production d’anticorps imputable entre autres au déficit partiel en lymphocytes T). Troisièmement, la capacité de prolifération des précurseurs des lymphocytes T au sein du thymus est importante, ce qui suggère qu’un petit nombre de précurseurs pourrait suffire pour générer l’ensemble des lymphocytes T présents dans l’organisme. Tous ces éléments nous ont conduits à considérer que cet événement de réversion avait constitué pour cet enfant une sorte de thérapie génique spontanée naturelle qui avait grandement bénéficié à cet enfant, encore en vie et en relative bonne santé à l’âge de 6 ans. Dans un autre cas, on a abouti à la même conclusion chez un patient de 18 ans ! Nous en avons conclu, avec Geneviève de Saint Basile, autour d’une tasse de café lors d’une pause de midi dans la petite pièce de détente du laboratoire à l’époque, que cette maladie, le DICS lié à l’X, représentait la maladie modèle idéale pour tester une approche de thérapie génique. Nous estimions que, si la correction spontanée d’une seule cellule était bénéficiaire, alors la correction par ingénierie génomique d’un nombre relativement petit de précurseurs de lymphocytes T (cellules souches de la moelle osseuse) pourrait suffire pour obtenir une correction complète du déficit en lymphocytes T et de ses conséquences. Notre axiome était : si la thérapie n’est pas efficace pour corriger le DICS lié à l’X, alors elle ne le sera pour aucune maladie. Nous pensions avoir défini la situation la plus simple possible pour « éprouver » la thérapie génique. Décision fut prise sur-le-champ de se lancer dans ce projet. Nous étions en 1995 : quel était alors l’état de l’art de la thérapie génique ?




Les prémices de la thérapie génique

Le concept de thérapie génique est apparu au début des années 1970. Il fut notamment formulé dans un papier visionnaire paru dans la revue Science en 1972 sous la plume de Richard Roblin et de Ted Friedmann, deux chercheurs américains. Il s’agit d’introduire de l’information génétique dans des cellules dans un but thérapeutique (figure 3, dans le cas du DICS lié à l’X). L’application envisagée (et qui reste aujourd’hui la plus importante) était bien sûr la correction des maladies génétiques par l’introduction dans des cellules d’une copie normale (non mutée) du gène muté responsable de la maladie. L’idée avait germé quasi naturellement en raison des progrès de la biologie moléculaire (connaissance des gènes, des ARN messagers), des technologies de clonage de gènes, de l’utilisation d’ADN pour induire l’expression d’un gène in vitro dans une cellule et aussi des premières identifications de mutations responsables de maladies génétiques. Cependant, il fallut attendre encore près de trente années pour que la thérapie génique devienne réalité et ce après de nombreux déboires. Plusieurs avancées technologiques importantes sont survenues dans les années 1980 : la mise au point de vecteurs viraux capables de faire pénétrer efficacement du matériel génétique dans des cellules, utilisant ces virus comme un cheval de Troie. Schématiquement, deux types de vecteurs aux propriétés très différentes ont été développés : les rétrovirus et les virus associés à l’adénovirus (AAV). Les premiers sont destinés à la thérapie génique ex vivo (les cellules sont traitées à l’extérieur du corps, puis réinjectées), les seconds à la thérapie in vivo. Nous développerons ici l’histoire des rétrovirus parce que ce sont ceux qui ont été utilisés pour la thérapie génique des DICS. L’identification des rétrovirus a joué et joue encore un rôle essentiel dans le développement de la thérapie génique.
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Figure 3. Principe de la thérapie génique du DICS lié à l’X.

L’addition du gène « thérapeutique » au sein des cellules progénitrices de la moelle osseuse permet d’induire l’expression de la protéine déficiente et, ainsi, le développement des lymphocytes T et dans une certaine mesure NK.


Le matériel génétique de ces virus est composé d’ARN, mais, de façon surprenante et de ce fait longtemps non acceptée, cet ARN est copié en ADN au sein des cellules infectées, on parle de « rétrotranscription » grâce à une enzyme du virus (la réverse transcriptase). L’ADN viral ainsi produit – on parle de « provirus » – a la capacité de s’intégrer dans le génome de la cellule infectée. Cette propriété est très intéressante dans le cadre de la thérapie génique, car le matériel génétique intégré est copié à chaque division cellulaire et donc présent dans les cellules filles. Ainsi, l’usage de vecteurs rétroviraux est très bien adapté au transfert de gènes dans des cellules en division, comme le sont les cellules de l’hématopoïèse (la production des cellules sanguines, dont les lymphocytes) ou les cellules de la peau. Cet avantage est associé cependant à un risque : en effet, en s’intégrant dans le génome cellulaire, le rétrovirus est susceptible d’en modifier le bon fonctionnement d’un gène, on parle alors de mutagenèse insertionnelle. Les rétrovirus sont associés à tous les êtres vivants. Certains provoquent des leucémies chez la souris ou d’autres espèces (mais pas chez l’homme, à l’exception du virus HTLV I). Initialement, des rétrovirus identifiés chez la souris ont été utilisés comme vecteurs du fait de leur capacité à infecter des cellules hématopoïétiques (cf. ci-après). Le plus connu des rétrovirus est le VIH (virus d’immunodéficience humaine) responsable du syndrome d’immunodéficience acquise, qui infecte le génome des lymphocytes T CD4 et s’y installe. Nous verrons plus loin que, malgré ces propriétés redoutables, le VIH est la base de vecteurs très utiles en thérapie génique. Bien sûr, ces rétrovirus, quels qu’ils soient, ne peuvent être utilisés tels quels, car, dans ce cas, ils induiraient la mort des cellules infectées et la production in vivo d’un plus grand nombre de particules virales. Dans les années 1980, un certain nombre de chercheurs, essentiellement aux États-Unis (Richard Mulligan et Olivier Danos, Dusty Miller, etc.), ont cherché à « domestiquer » ces rétrovirus pour conserver les capacités d’infection et d’intégration du provirus tout en se débarrassant de la capacité de réplication virale. Pour ce faire, ils ont utilisé des lignées cellulaires au sein desquelles étaient insérés sous forme de plusieurs plasmides (fragments d’ADN circulaire issus originellement de bactéries) les éléments géniques codant le virus, d’une part le « squelette » du génome viral débarrassé des gènes codant les protéines du virus mais remplacé par le gène d’intérêt thérapeutique éventuellement associé à un promoteur, d’autre part les gènes de structure du virus permettant, après transcription, la production de particules virales. Dans ces conditions, ces virus ne contiennent comme information génétique que l’ARN issu du premier plasmide. De ce fait, ces virus sont incapables de se répliquer puisqu’ils ne possèdent pas les gènes codant les principaux éléments du virus. Ils sont en revanche capables de pénétrer dans certaines cellules (en fonction de la protéine d’enveloppe du virus – qui peut être modifiée ou remplacée) et d’induire l’intégration du matériel génétique apporté, qui comprend le gène d’intérêt thérapeutique. Celui-ci peut être transcrit du fait de la présence d’un promoteur ou des séquences enhancer présentes dans les extrémités du matériel génétique du virus appelées « LTR » (pour long terminal repeat ; cf. figure 4). Ce sont de tels vecteurs qui ont été utilisés pour la thérapie génique du DICS lié à l’X.

Quelques mots ici sur les vecteurs AAV, sur lesquels nous reviendrons. Ces virus, dans la nature, nécessitent une co-infection avec les adénovirus. Ce sont des virus à ADN. Il en existe différents types. Ils provoquent chez l’homme des infections bénignes, en règle générale inapparentes. Il est possible de les modifier pour y incorporer un gène d’intérêt thérapeutique et éviter qu’ils puissent se répliquer. Ces virus ont l’avantage d’infecter un très grand nombre de types cellulaires et ils peuvent être produits en très grande quantité. Au sein des cellules, l’ADN de l’AAV persiste au sein du noyau mais en général sans s’intégrer dans le génome. Son intérêt est qu’il peut induire l’expression d’un gène dans beaucoup de types cellulaires de façon persistante tant que la cellule ne se divise pas.
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Figure 4. Structure schématique de l’ARN du vecteur rétroviral.

L’ARN du vecteur contient aux extrémités des séquences répétées (long terminal repeat, LTR) qui permettent l’intégration de la copie ADN du vecteur dans le génome cellulaire. De plus, il contient un élément enhancer qui permet la transcription du gène « thérapeutique » IL2RG qui code pour γc.


En effet, l’ADN de l’AAV n’est pas répliqué lors de la division cellulaire. De ce fait, les vecteurs AAV, qui peuvent être injectés in vivo par voie sanguine ou autre, sont utilisés pour cibler par exemple le foie, le système nerveux ou les muscles en fonction du promoteur utilisé. Ces vecteurs ont néanmoins deux inconvénients : une taille relativement limitée de gènes insérables en leur sein et une forte immunogénicité (induction d’une réponse immunitaire) qui peut neutraliser l’effet thérapeutique attendu.

Les premiers essais cliniques de thérapie génique dans les années 1990 n’ont pas été concluants. En effet, la quantité de vecteurs produits et les conditions d’infection des cellules (cellules de la moelle osseuse ou lymphocytes T) par les vecteurs rétroviraux ne permettaient pas de corriger un grand nombre de cellules. Les essais qui avaient ciblé une autre forme de DICS, le déficit en adénosine désaminase (ADA), avaient échoué même si un petit nombre de cellules corrigées étaient détectables chez les patients. Les quantités de vecteurs utilisées et les conditions d’infection des cellules par les vecteurs n’étaient alors pas satisfaisantes.




La thérapie génique du DICS lié à l’X

Ces échecs ne nous paraissaient pas rédhibitoires, car, à la fin des années 1990, plusieurs avancées techniques concernant la production des vecteurs, les conditions de culture des cellules cibles en présence de cytokines et l’utilisation d’une protéine qui favorisait les contacts entre cellules et virus étaient intervenues. Il était ainsi possible au laboratoire d’augmenter le taux de cellules au sein duquel le vecteur s’était intégré. On parle de « cellules transduites ».

Le plan était le suivant : prélever chez les enfants atteints de DICS lié à l’X des cellules de la moelle osseuse comme on le fait chez un donneur de greffe de moelle osseuse, purifier les cellules précurseurs grâce à la présence à leur surface d’un marqueur (CD34) qui permet de les reconnaître, les rendre permissives à la transduction par le vecteur rétroviral grâce à l’utilisation de cytokines, les mettre en contact avec le vecteur à plusieurs reprises puis réinjecter par voie veineuse les cellules au patient. L’ensemble du processus devait prendre quatre jours (figure 5). Avant d’envisager de traiter des patients, il fallait construire un vecteur et le tester. C’est à quoi s’attelèrent Salima Hacein-Bey-Abina et Marina Cavazzana. Isabelle Rivière, une chercheuse française qui travaillait à Boston, nous confia un vecteur rétroviral dérivé d’un rétrovirus de souris mais qui était capable d’infecter les cellules de la moelle osseuse humaine du fait des propriétés de son enveloppe. Salima Hacein-Bey-Abina fit les constructions nécessaires pour y insérer la partie codante appelée cADN (c pour codant) du gène IL2RG. Ce vecteur fut produit au laboratoire et testé pour sa capacité à induire l’expression de la protéine gamma-c par des cellules de patients de DICS lié à l’X. De façon satisfaisante, les précurseurs médullaires de ces patients une fois transduits se différenciaient au laboratoire en lymphocytes T. En parallèle, Claire Soudais et James Di Santo montrèrent que le protocole de transduction ex vivo de cellules médullaires corrigeait le DICS lié à l’X de la souris et ce de façon stable pendant une année sans observer d’effets indésirables.
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Figure 5. Protocole de thérapie génique du DICS lié à l’X.

(a) protocole d’infection des cellules ex vivo (d’après Fischer, 2002).

(b) effet au niveau cellulaire. La copie ADN de l’ARN du vecteur est intégrée dans le génome, le gène peut être transcrit en ARNm, lui-même traduit en protéine γc dont la présence à la surface restaure la capacité de division cellulaire.


Nous sommes alors en 1997 : toutes les conditions paraissaient réunies pour traiter des patients. Il fallait cependant encore franchir plusieurs étapes : obtenir une production de vecteurs de grade pharmaceutique et la financer, préciser le protocole clinique (quels patients ? dans quelles conditions ?) et convaincre les autorités réglementaires et un comité d’éthique du bien-fondé de la démarche. Jusque-là nos recherches avaient été pour l’essentiel financées par l’Inserm, mais il fallait un budget complémentaire pour faire produire le vecteur « médicament » et effectuer tous les tests de sécurité (stérilité, absence de toxicité, etc.) de cette préparation. L’Association française contre les myopathies (AFM) qui avait opté pour une stratégie de soutien au développement de la thérapie génique accepta d’en supporter le coût. Une société qui avait développé une expertise dans la production de vecteurs rétroviraux assura donc la production du vecteur médicament.

Il restait un choix à faire : quels patients traiter ? Cette question était délicate pour au moins deux raisons. D’une part, il s’agissait d’une thérapeutique d’un genre nouveau qui, de plus, s’adressait à de jeunes enfants, et, d’autre part, il existait une alternative thérapeutique disponible depuis plus de trente ans, l’allogreffe de moelle osseuse. Celle-ci donne de bons résultats : la survie des patients plusieurs années après la greffe est de près de 90 %, avec une bonne correction du déficit en lymphocytes T lorsque le donneur partage avec le receveur les mêmes groupes tissulaires HLA. Il s’agit en général d’un frère ou d’une sœur qui hérite ces mêmes groupes des parents. La probabilité qu’un frère ou une sœur soit compatible est d’un peu moins de 25 % (25 % de probabilité de compatibilité diminuée du risque, pour un frère, d’être atteint du DICS lié à l’X). Dans les autres cas, il y a deux solutions. On peut recourir à la recherche d’un donneur compatible hors de la famille à partir d’une banque mondiale de donneurs – mais cette recherche prend du temps et est de ce fait difficile à appliquer aux enfants atteints de DICS pour lesquels la greffe est urgente. Ou alors il faut recourir à une greffe de moelle osseuse provenant d’un parent. Par définition, les parents partagent la moitié des groupes tissulaires HLA avec leur enfant, mais la seconde moitié, incompatible, induit un risque de conflit immunologique des lymphocytes T du donneur contre le receveur. Cette réaction, appelée réaction du greffon contre l’hôte (GVH), est une cause majeure de mortalité. Pour réduire ce risque, on a appris au début des années 1980, grâce à Yair Reisner, un chercheur israélien, à éliminer du greffon médullaire la plus grande partie des lymphocytes T du donneur. Ce fut un progrès, mais seulement partiel, pour deux raisons : d’une part, la persistance d’un petit nombre de lymphocytes T pouvait suffire à déclencher une réaction de GVH, et, d’autre part, ces lymphocytes T désormais absents du greffon sont utiles pour protéger des risques infectieux pendant plusieurs mois, c’est-à-dire le temps nécessaire pour que de nouveaux lymphocytes T issus des cellules souches du greffon médullaire apparaissent. De ce fait, à cette époque (fin des années 1990), ce type de greffe ne permettait de sauver que 50 à 60 % des enfants. De plus, à terme, la qualité de la correction du déficit immunitaire est moindre. La thérapie génique, fondée sur la modification des propres cellules du patient, ne comporte pas de risque de réaction de GVH, c’est son principal avantage. C’est ce qui justifia de proposer d’y recourir. Pour les raisons qui viennent d’être évoquées, son indication fut restreinte aux enfants ne disposant pas d’un donneur compatible dans leur famille. Il n’était pas non plus question d’employer un protocole plus agressif. Dans la mesure où les allogreffes, réalisées chez ces enfants atteints de DICS lié à l’X, peuvent l’être sans recourir à une chimiothérapie, il fut proposé de faire de même dans le protocole de thérapie génique. Les discussions avec les autorités réglementaires de l’époque furent constructives. Ce n’était pas facile pour elles d’évaluer un essai clinique aussi différent du cadre habituel. L’appréciation des risques était l’aspect le plus difficile. En l’état des connaissances, on pouvait anticiper un faible risque de mutagenèse insertionnelle consécutive à une modification du génome responsable d’un cancer par activation d’un oncogène. Ce risque fut discuté et considéré comme suffisamment faible pour être acceptable dans l’analyse « bénéfice/risque ». Il n’y avait pas a priori d’autres risques à craindre, notamment concernant la protéine gamma-c, ni en termes d’expression ectopique (par des cellules qui normalement ne l’expriment pas) ni quant à une éventuelle surexpression pour des raisons qu’il serait fastidieux d’évoquer ici. Le bénéfice attendu provenait de la prévention du risque de réaction de GVH, de l’efficacité démontrée in vitro ainsi que dans le modèle de souris, et de la conviction que les lymphocytes T ainsi produits auraient une très longue durée de vie, donc que l’effet de la thérapie génique devrait durer autant que celui d’une allogreffe de moelle osseuse. Ces points de discussion emportèrent l’adhésion des différents comités réglementaires de l’époque et du comité d’éthique en charge de l’évaluation de cet essai clinique.

Mars 1999, tout était prêt pour traiter un premier malade. Un enfant atteint de DICS lié à l’X originaire du sud-ouest de la France, âgé de 8 mois et dont un frère était décédé de cette maladie quelques années auparavant, fut transféré à l’unité d’immunologie-hématologie pédiatriques de l’hôpital Necker-Enfants malades à Paris. Il remplissait toutes les conditions évoquées ci-dessus pour recevoir une thérapie génique. Ses parents furent reçus longuement, à plusieurs reprises, et informés du fait qu’il s’agissait d’une « première ». Ils posèrent de nombreuses questions très pertinentes et finalement donnèrent leur accord. Quelques dizaines de millilitres de moelle osseuse de cet enfant furent prélevés sous anesthésie générale et ensuite traités au laboratoire selon le protocole prévu sous le contrôle vigilant de Marina Cavazzana et de Salima Hacein-Bey-Abina. Le laboratoire en question n’était pas un laboratoire habituel. Il avait fallu installer, avec l’aide de l’Assistance publique-Hôpitaux de Paris, de l’Inserm, de l’Institut Pasteur (car des projets de thérapie génique étaient alors développés à l’Institut Pasteur par Olivier Danos et Jean-Michel Heard) et de l’AFM, un laboratoire permettant de traiter en toute sécurité les cellules des patients. Nous avions récupéré à cette fin un petit pavillon de l’hôpital, où se pratiquaient jusque-là les vaccinations du personnel (un local alternatif fut trouvé !). Le projet de thérapie génique était né sous la bonne étoile d’une réutilisation raisonnée de locaux hospitaliers. En effet, le laboratoire de recherche Inserm au sein duquel les mises au point précliniques avaient été réalisées avait trouvé sa place quelques années auparavant dans l’ancien pavillon d’isolement des enfants diphtériques de l’hôpital, construit avant la Seconde Guerre mondiale, et qui avait un temps servi de laboratoire pour l’hôpital par la suite. La disparition de maladies infectieuses grâce à la vaccination aura donc eu plus d’une conséquence heureuse !

Le 13 mars, les cellules étaient prêtes et furent réinjectées sans encombre à leur propriétaire, sous les regards anxieux de Marina, de Salima et de moi-même. Heureusement, l’infirmière qui officiait agit avec tout le sang-froid nécessaire. Les contrôles de qualité effectués sur ces cellules donnaient les résultats attendus. La procédure de transduction avait fonctionné. On escomptait que, de la veine où était inséré le cathéter (utilisé pour nourrir cet enfant malade), les cellules sauraient retourner vers la moelle osseuse comme cela se passe après une allogreffe et commenceraient leur processus de différenciation dont nous savions qu’il serait assez long.

Quinze jours plus tard, Salima et Marina déboulent dans mon bureau pour me montrer un premier résultat. Par la technique de PCR (c’est-à-dire d’amplification génique), Salima avait mis en évidence la présence de l’ADN gène thérapeutique dans les globules blancs circulant dans le sang. C’était peu de chose, car la technique de PCR est très sensible et peut détecter des événements très rares, mais, indubitablement, quelques cellules corrigées circulaient ! Nous savions, connaissant la cinétique d’apparition de lymphocytes T après allogreffe de moelle osseuse dépourvue de lymphocytes, qu’il faudrait sans doute attendre trois mois pour détecter l’apparition d’éventuels lymphocytes T. Entre-temps, il fallait poursuivre les soins de l’enfant et attendre. Une seconde bonne nouvelle survint au bout de six semaines environ : la détection dans le sang de l’enfant de lymphocytes dits « natural killers » (NK), également déficients dans le DICS lié à l’X. Enfin, en juin, les lymphocytes T porteurs de la protéine gamma-c à leur surface apparaissaient dans le sang, et leur nombre croissait pour atteindre très vite des valeurs normales. Il fut vérifié que ces lymphocytes T étaient bien divers, comportaient les différents types attendus (T CD4, T CD8…) et étaient capables d’être activés au laboratoire. Les résultats étaient bons : il fut alors possible de lever l’isolement de l’enfant qui quitta sa bulle à l’immense joie de ses parents et à la nôtre. Il allait bien et put rapidement rentrer chez lui. Depuis lors, c’est-à-dire depuis maintenant plus de vingt-quatre ans, nous avons scrupuleusement surveillé ces lymphocytes sanguins. L’effet de la thérapie génique est toujours présent même si le nombre de lymphocytes a un peu diminué. L’état clinique du patient reste satisfaisant puisqu’il contrôle bien les microbes qui l’infectent, y compris récemment le SARS-CoV-2. Ce jeune homme de 24 ans mène une vie normale, en dehors des contrôles réguliers qu’il vient passer à Paris. Un deuxième malade fut bientôt traité puis d’autres : au total dix à Paris de 1999 à 2002. Certains arrivaient d’autres pays européens, et nous eûmes même un patient venu des États-Unis. Le suivi de ce cas fut plus difficile car la famille partit ensuite s’installer en Alaska ! Huit fois, le protocole permit l’obtention d’un nombre de lymphocytes T compatible avec une vie normale. Dans un cas, la procédure fut insuffisante. Dans un autre, elle échoua pour une raison particulière : l’enfant concerné avait une grosse rate du fait d’une infection disséminée provoquée par le BCG, qui chez ces enfants aux défenses immunitaires réduites provoque une infection disséminée très difficile à traiter. Chez lui, la rate fonctionna comme une « éponge », au sein de laquelle les cellules injectées furent piégées et ne purent donner naissance à des lymphocytes T. Après ablation de la rate, il reçut une allogreffe de moelle osseuse qui fut un succès. La réussite de cette thérapie génique venait confirmer l’hypothèse sur laquelle elle était fondée : malgré l’utilisation d’une technologie de transfert de gènes encore peu efficace, un nombre limité (moins de mille d’après nos estimations) de cellules précurseurs des lymphocytes T transduites ont pu donner naissance à un nombre normal de lymphocytes T au répertoire de reconnaissance d’antigènes diversifié et aux fonctions complètes. Ces résultats reproduisaient à une échelle quantitative un peu supérieure ce qui avait été observé quelques années plus tôt comme conséquence de la réversion de la mutation causale du DICS lié à l’X chez un patient (cf. supra). Ces résultats étaient évidemment encourageants : ils apportaient une preuve de principe de l’efficacité d’une thérapie génique et permettaient d’envisager son utilisation pour d’autres formes de DICS où un effet similaire d’avantage sélectif conféré aux cellules transduites était attendu. En revanche, à ce stade, une application à d’autres maladies génétiques de la moelle osseuse n’était pas envisageable.

Un an après le traitement du premier patient, les résultats furent publiés dans la revue Science. Ce ne fut pas tout à fait sans mal. Nos résultats avaient d’abord été soumis au journal Nature, mais les éditeurs considérèrent que le recul était insuffisant. Ils nous relancèrent ensuite, trop tard : l’article avait été accepté par leur concurrent américain. Ce dernier, avant de l’accepter définitivement, me soumit à une procédure pour le moins inhabituelle sous forme d’une longue conversation téléphonique destinée à l’évidence à s’assurer autant que faire se peut de la solidité de nos données. La parution de l’article en avril 2000 eut un retentissement médiatique assez fort pendant quelques jours. Cet épisode fut marqué par une anecdote liée à la situation politique française de cohabitation entre le président Chirac et le Premier ministre Jospin. Le premier, averti par mon ancien patron, Claude Griscelli, qui était assez proche du président, envoya le jour même un communiqué de félicitations. Le lendemain, donc avec vingt-quatre heures de retard, et après avoir été « houspillé » par le Premier ministre, le ministre de la Recherche de l’époque Roger-Gérard Schwartzenberg vint nous féliciter à l’hôpital Necker-Enfants malades. L’équilibre politique était rétabli… Nos résultats furent confirmés deux ans plus tard par une équipe britannique qui traita aussi dix enfants atteints de DICS lié à l’X. Leur protocole était très proche du nôtre, seuls leur vecteur et les conditions de transduction différaient par de menus détails. En parallèle, l’équipe italienne d’Alessandro Aiuti mettait au point avec succès une thérapie d’un autre DICS, le déficit en ADA, avec une petite innovation : le recours à une chimiothérapie d’intensité modérée pour augmenter les chances d’implantation de cellules souches transduites au sein de la moelle osseuse des patients. Pour cette maladie – un déficit d’une enzyme du métabolisme de certaines bases puriques (nucléotides) –, il était important de faire en sorte que le plus grand nombre possible de cellules sanguines (de toute nature) portent l’enzyme ADA fonctionnel. Ces résultats venaient confirmer les nôtres : non seulement c’était plaisant, mais aussi, pour une fois, c’était la recherche médicale européenne plutôt que nord-américaine qui était mise en avant !




Une thérapie génique efficace mais à risque d’effet indésirable

Au printemps 2002, bien qu’en très bonne santé, le quatrième patient traité, environ dix-huit mois après avoir reçu sa thérapie génique, avait dans son sang un excès de lymphocytes T, lymphocytes appartenant pour la plupart à une classe habituellement minoritaire : les lymphocytes T portant un récepteur de type « gamma-delta ». Les analyses moléculaires montrèrent que cette population était clonale (un seul type de lymphocytes T défini par la séquence du récepteur T à l’antigène) et se surajoutait aux lymphocytes T normaux également présents. Les mois suivants, le nombre de ces cellules augmenta progressivement jusqu’à provoquer en fin d’été une situation pathologique parce que ces lymphocytes infiltraient différents organes. À l’évidence, une complication de la thérapie génique était survenue, mais de quoi s’agissait-il ? Avec l’aide d’une équipe allemande, nous comprîmes assez vite que le vecteur de la thérapie génique était en cause. Au sein des lymphocytes T pathologiques, le vecteur s’était inséré au sein d’un gène, LMO-2, connu pour agir comme oncogène lorsque son expression est dérégulée. Physiologiquement, LMO-2 est exprimé à des stades précoces de la différenciation des cellules souches du système sanguin. La protéine LMO-2 agit en interaction avec d’autres protéines dans le programme de différenciation cellulaire. L’activité (la transcription) de ce gène cesse ensuite rapidement. Dans les cellules du patient, la présence du matériel génétique du vecteur au sein du gène LMO-2 (figure 6) a eu pour conséquence d’induire de façon permanente l’expression du gène, du fait de l’action de l’élément enhancer du vecteur, le même qui était nécessaire à l’expression du gène thérapeutique ! On parle de phénomène de transactivation. L’expression continue de LMO-2 perturbe la différenciation normale de la cellule mais surtout induit une capacité de prolifération de ce clone cellulaire. L’acquisition secondaire de mutations supplémentaires de ce clone selon un processus classique d’oncogenèse l’a transformé en cellule leucémique. L’enfant fut traité en conséquence, malheureusement ses cellules étaient particulièrement résistantes à la chimiothérapie, si bien qu’il succomba un an plus tard. Ce fut un drame qui bien sûr conduisit à interrompre cet essai clinique malgré le succès évoqué plus haut. Le choc était rude.
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Figure 6. Mécanisme inducteur de leucémie.

L’insertion de l’ADN du vecteur au sein d’un gène est très fréquente. Cette insertion se situe souvent entre deux exons de ce gène. Si ce gène est un oncogène, il se peut que l’enhancer du vecteur induise de façon aberrante la transcription de l’oncogène et de ce fait initie le processus cancéreux. La délétion de l’élément enhancer ([image: ]) du vecteur et l’ajout d’un promoteur permettent d’obtenir la transcription du transgène thérapeutique sans transactivation de l’oncogène et donc sans induction de cancer.


Plusieurs questions se posaient : comment interpréter cet effet secondaire grave ? Nous savions qu’un tel événement était possible, mais le risque était très faible, et nous l’estimions donc acceptable, compte tenu de la gravité de la maladie à traiter. S’agissait-il d’une malchance particulière ou bien avions-nous sous-estimé le risque ? En 1999, lorsque cet essai clinique avait débuté, nous pensions que les vecteurs rétrovirus s’inséraient au hasard dans le génome (d’où un risque faible, a priori, de cibler un oncogène). En 2002, la séquence de l’essentiel du génome humain devint disponible, ce qui permit d’étudier précisément les sites d’insertion du vecteur dans le génome. On découvrit alors que le phénomène n’était pas aléatoire. Il existait en fait des sites préférentiels d’intégration, dans et à proximité des gènes, et parmi ceux-ci les gènes actifs (transcrits) dans les cellules transduites. C’était exactement le cas de LMO-2. Ces données modifiaient considérablement l’appréciation du risque de complication. On ne pouvait envisager de reprendre tel quel cet essai clinique, bien que l’hypothèse eût été étudiée un moment, étant donné l’efficacité du traitement. La survenue d’un second cas de leucémie vint mettre un terme à cette idée, malgré la bonne réponse au traitement de cette complication.

L’information sur cet effet secondaire de la thérapie génique devait être diffusée, c’est une évidence avant même d’être une obligation, aux autorités réglementaires, aux parents des enfants inclus dans l’essai clinique et à la communauté scientifique, et cela sans attendre la publication d’un article scientifique qui prend plusieurs mois. Ce devoir d’information fut mis en œuvre immédiatement. Il se heurta à une sérieuse difficulté. Prévenir les familles concernées ne pouvait se faire aisément par une conversation téléphonique. Il fallait le temps d’organiser un rendez-vous dans de bonnes conditions. Autre démarche qui s’imposait : informer immédiatement les autorités réglementaires des pays concernés par des essais cliniques de thérapie génique et en particulier aux États-Unis le Recombinant Advisory Committee de la FDA. Notre diligence allait nous compliquer les choses. Le président de cette commission, que je connaissais bien, me dit : « Merci pour votre transparence, nous allons analyser et tenir compte des informations que vous me communiquez et nous allons les rendre publiques immédiatement ! » Je lui fis remarquer que notre essai clinique ne dépendait en rien de son comité et que, si la diffusion publique de l’information était en effet nécessaire, elle devait être de notre ressort et impliquait au préalable d’informer les familles concernées par l’essai clinique : on ne pouvait pas les laisser apprendre par les médias ce qui était arrivé ! Sa réponse fut pour le moins surprenante : « Désolé, mais la loi américaine nous interdit de retarder même de quelques jours la divulgation d’une telle information. » Mon argumentation ne me permit que de gagner vingt-quatre heures. Des tentatives d’intervention via les autorités françaises et des collègues scientifiques américains ne permirent pas de le faire fléchir. Nous fûmes donc contraints, dans l’urgence et dans des conditions inappropriées, d’avertir les familles des patients concernés par téléphone. Heureusement, celles-ci se montrèrent compréhensives. Malgré le stress généré, elles nous renouvelèrent leur confiance. Quelle leçon tirer de cette situation de crise ? La transparence, pourtant indispensable en la matière, peut avoir des effets collatéraux inattendus conduisant potentiellement à des situations éthiquement délicates. Heureusement, d’une manière générale, la réaction de la communauté scientifique internationale fut positive : les acteurs concernés furent soucieux d’aider et de comprendre. Il en fut de même des autorités françaises, du ministère de la Recherche en l’occurrence : il dégagea des fonds pour nous permettre au plus vite d’analyser cet effet secondaire et de chercher une solution. Il ne pouvait être question de renoncer à cette voie de recherche thérapeutique si prometteuse. Pourtant, cinq autres cas de leucémies survinrent dans les années suivantes parmi les patients traités à Paris ou à Londres. Tous guérirent. Leurs leucémies avaient des caractéristiques un peu différentes du premier cas, même si le mécanisme était identique. De plus, il s’avéra que les chimiothérapies administrées pour traiter la leucémie ne provoquèrent pas la disparition des lymphocytes T normaux issus de la thérapie génique, si bien que ces patients tirent bénéfice, aujourd’hui encore, de la thérapie génique reçue il y a plus de vingt ans.

La mobilisation internationale des équipes de notre domaine de recherche porta ses fruits, bien qu’elle fût aussi l’occasion de débats parfois un peu vifs sur la cause de cette complication. La solution vint de travaux préalables d’Axel Schambach, un chercheur de Hanovre. Le principe était simple : retirer du vecteur la séquence enhancer causale de la transactivation de l’oncogène LMO-2 (ou d’un autre oncogène), et y substituer une séquence promotrice pour induire l’expression du gène thérapeutique mais sans risque de transactivation (figure 6). Un tel vecteur contenant le gène IL2RG fut construit, et un nouvel essai clinique, envisagé. Quelles conditions de sécurité devaient être réunies pour proposer de traiter à nouveau ces patients ? Il n’y avait pas de réponse simple, faute de tests disponibles pour évaluer le risque résiduel. Tester cette nouvelle génération de vecteurs dans un modèle de souris était illusoire, puisque, initialement, nous n’avions pas observé d’effet indésirable de la thérapie génique avec le vecteur en cause, sans doute du fait de temps d’observation limité à un an et de la durée de vie limitée des souris. Néanmoins, la construction de cette seconde génération de vecteurs semblait apporter de solides garanties.

De ce fait, un nouvel essai clinique regroupant des équipes américaines, l’équipe de Londres et la nôtre débuta en 2009, non sans bien sûr un certain degré d’appréhension. Les résultats furent satisfaisants, aucun des treize patients traités n’a développé de complications leucémiques, chez aucun on n’a détecté de clones cellulaires menaçants. En revanche, chez dix d’entre eux, l’efficacité du traitement se révéla durable et de qualité analogue à celle observée lors du premier essai. Le vecteur pouvait toujours s’intégrer au sein d’un oncogène mais sans l’activer.

Ces bonnes nouvelles ont apporté la démonstration qu’il était possible de poursuivre les projets d’application de la thérapie génique aux maladies génétiques des cellules du sang.




La thérapie génique, vingt ans après

Quelles leçons tirer de cette première expérience ? Tout d’abord, elle apportait une preuve de principe que la thérapie génique peut permettre de corriger de façon durable les symptômes d’une maladie : une bonne entrée en matière pour la suite ! Ensuite, ces résultats confirmaient la très longue durée de vie des lymphocytes T et le fait qu’un petit nombre de cellules précurseurs, capables de coloniser le thymus, suffit à repeupler complètement le compartiment des lymphocytes T d’un individu. L’histoire de cette thérapie génique et des nombreuses étapes indispensables qui l’ont précédé démontre que la recherche est affaire de temps long (figure 7). Une certaine stabilité des équipes impliquées est nécessaire, ce qui ne s’intègre pas bien dans le schéma prévalent de la politique de recherche privilégiant les financements par projet sur des temps courts (de trois à quatre ans). J’y reviendrai plus tard.

Ces résultats acquis, la question qui nous préoccupa aussitôt était : comment faire mieux ? Nous avons déjà évoqué les progrès en matière de sécurité, mais nous avons aussi évoqué le fait que le nombre de cellules utiles, transduites, c’est-à-dire capables de donner naissance à des lymphocytes T, était faible, de l’ordre au plus de quelques milliers. Telle quelle, la méthode employée ne pouvait donc être transposée au traitement d’autres maladies des cellules sanguines en dehors des DICS. Un progrès important vint de la description par Luigi Naldini en Italie et par Didier Trono en Suisse d’un nouveau type de vecteurs plus efficace, dérivé cette fois du VIH. Le VIH est aussi un rétrovirus qui s’intègre dans le génome des cellules infectées, essentiellement les lymphocytes T CD4. Une différence importante avec les rétrovirus de souris, initialement utilisés, réside dans le fait que le matériel génétique du VIH a une capacité bien supérieure à infecter les cellules cibles car il franchit la barrière qui sépare le noyau du cytoplasme cellulaire. Ce n’est pas le cas des rétrovirus de souris (gamma rétrovirus) qui ne peuvent entrer en contact avec le génome cellulaire que dans des cellules en division (mitose), parce que, pendant cette phase, la barrière appelée membrane nucléaire se défait transitoirement. De ce fait, les vecteurs gamma-rétroviraux transduisent un moins grand nombre de cellules. Surtout, il se trouve que, parmi les cellules souches – les plus pertinentes pour cette thérapie génique puisqu’elles s’autorenouvellent et maintiennent donc ainsi au cours du temps une capacité à générer les différents types de cellules sanguines –, seule une faible fraction à un moment donné est en phase de division.
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Figure 7. Histoire de la thérapie génique du DICS lié à l’X.

Les données expérimentales ont confirmé ce fait. Logiquement, ce type de vecteurs dérivés de VIH et « habillés » d’une protéine qui les rend capables de pénétrer dans les cellules de la moelle osseuse a été utilisé dans une troisième étape de la thérapie génique du DICS lié à l’X. Ce fut le travail d’une équipe américaine. Les résultats publiés montrent que, à côté du développement attendu des lymphocytes T, cette méthode permet d’obtenir aussi un développement des lymphocytes NK et B. La présence de ces derniers, exprimant normalement la protéine gamma-c, laisse espérer une reconstitution plus complète des défenses immunitaires, en particulier de la réponse anticorps, ce qui semble être le cas (figure 8). À noter le fait que, dans ce protocole, les patients reçoivent une petite dose de chimiothérapie qui facilite l’implantation des cellules souches hématopoïétiques transduites.
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Figure 8. Thérapie génique du DICS lié à l’X, résultats obtenus en fonction du type de vecteurs utilisés.





Extension au traitement d’autres déficiences immunitaires

Dès 2002, l’équipe italienne d’Alessandro Aiuti à Milan a mis au point une thérapie génique d’un autre DICS : le déficit en adénosine désaminase (ADA) en utilisant un vecteur gamma rétroviral issu de souris, selon un protocole très proche de celui que nous avions développé pour le DICS lié à l’X. L’hypothèse de départ était presque la même : obtenir la différenciation d’un grand nombre de lymphocytes T à partir d’un petit contingent de cellules précurseurs transduites. La différence réside dans le fait, déjà évoqué, que l’adénosine désaminase est une enzyme d’expression ubiquitaire et qu’un apport enzymatique supplémentaire via d’autres lignées de cellules sanguines (autres lymphocytes, cellules phagocytaires) ne peut être que bénéfique. Cette approche s’avéra efficace car elle a permis au cours de plusieurs essais en Italie, puis en Grande-Bretagne et aux États-Unis de corriger le déficit immunitaire de près de 80 % des patients traités avec un recul atteignant vingt ans pour les premiers d’entre eux. Une bonne surprise : dans le contexte de cette maladie, à ce jour, on n’a observé d’effets indésirables graves de type leucémie qu’une seule fois sur près de soixante-huit patients traités, alors que la technologie est quasi identique à celle employée pour le DICS lié à l’X ! On suppose que cela s’explique par le fait que le contexte d’anomalies du thymus dans le DICS ADA est moins favorable au risque de développement de leucémies. Ces bons résultats – la sécurité couplée à l’efficacité – ont conduit logiquement au développement par GSK d’un médicament, qui fut repris ensuite par une nouvelle entreprise, Orchard. C’était le premier médicament efficace de thérapie génique approuvé et mis sur le marché. Cette étape importante intervint en 2016. Cependant, la société Orchard décida en 2022 de ne plus commercialiser ce médicament, non pas du fait d’une éventuelle toxicité ou inefficacité, mais pour des raisons commerciales. Je reviendrai sur cette importante question qui assombrit l’essor de la thérapie génique.

Entre-temps, un vecteur dérivé du VIH fut aussi développé pour la thérapie génique du DICS ADA par les équipes d’Adrian Thrasher à Londres et de Don Kohn à San Francisco. L’emploi de ce vecteur s’est montré sûr et efficace puisque 95 % des cinquante-cinq patients traités ont vu leur déficit immunitaire corrigé, avec un recul de trois à dix ans. Ces résultats encourageants ont incité d’autres équipes, dont la nôtre, à envisager le traitement d’autres formes de DICS évoqués plus bas (le déficit en RAG-1 et en ARTEMIS) avec des résultats préliminaires encourageants.

Pouvait-on aller plus loin ? La réponse fut positive. Aiuti à Milan, Marina Cavazzana et Salima Hacein-Bey-Abina à Paris s’attaquèrent à une forme plus complexe de déficience immunitaire : le syndrome dit « de Wiskott-Aldrich » (WAS). Il s’agit d’une pathologie génétique rare (également liée au chromosome X), qui affecte à la fois le système immunitaire et les plaquettes, donc la coagulation. Les garçons atteints souffrent d’infections mais aussi de complications auto-immunes, d’allergie et d’hémorragies. Le déficit concerne une protéine dénommée WASp (p pour « protéine ») qui joue un rôle dans la structure tridimensionnelle des cellules sanguines et leur capacité de migration et d’activation. La gravité de la maladie varie en fonction des mutations du gène, mais le risque vital est globalement très élevé. De ce fait, depuis plus de cinquante ans, ces patients sont traités par allogreffe de moelle osseuse avec l’objectif de remplacer les globules blancs et les plaquettes anormaux par des cellules normales du donneur. Cette thérapeutique est très efficace lorsque le donneur partage les mêmes groupes tissulaires HLA que le receveur. Elle l’est moins dans le cas contraire. C’est pourquoi on a développé une thérapie génique. Elle repose sur l’utilisation d’un vecteur dérivé du VIH conjuguée à une chimiothérapie brève destinée à faciliter l’implantation dans la moelle osseuse des cellules souches autologues corrigées. L’équipe de Luigi Naldini à Milan a généré un tel vecteur. Le Généthon, le laboratoire de thérapie génique de l’AFM, a produit le vecteur médicament pour la réalisation d’une étude clinique effectuée pour partie à Paris, pour partie à Londres. En parallèle, une étude fut menée à Milan. Globalement, ce fut un succès puisque, sur trente-six malades traités, trente-cinq ont réagi de façon très positive : ils ont vu le risque infectieux disparaître, et les autres complications s’atténuer considérablement. Ce bénéfice paraît stable après dix ans de recul et ce sans effet induit indésirable. Ces bons résultats contrastent avec ceux d’une étude antérieure conduite en Allemagne et fondée sur l’utilisation d’un vecteur de première génération qui avait conduit à plusieurs cas de leucémies pour les raisons expliquées plus haut. De façon surprenante, ni les auteurs de cette étude ni les autorités réglementaires allemandes n’avaient tenu compte des expériences précédentes avec ce type de vecteur.

L’expérience acquise par les études récentes est riche d’informations pour les développements futurs de la thérapie génique. En effet, si la correction des anomalies des lymphocytes et de leurs conséquences est quasi complète après thérapie génique, il n’en est pas de même pour les plaquettes : il persiste un certain degré de thrombopénie (manque de plaquettes) et parfois un syndrome hémorragique même si celui-ci est réduit par rapport à la situation antérieure au traitement. Comment interpréter ces résultats ? Le taux de correction des cellules souches de la moelle osseuse est suffisant pour produire un nombre adéquat de lymphocytes et pour assurer leur renouvellement, qui est lent (dizaines d’années pour les lymphocytes T, plusieurs mois pour les autres lymphocytes). En revanche, ce taux de correction n’est pas suffisant pour assurer une production normale de plaquettes dont la population se renouvelle tous les huit jours ! Il y a donc nécessité d’améliorer un peu l’efficacité de transduction pour obtenir une correction optimale. Les approches actuelles devraient combler cette (petite) lacune.

D’autres pathologies du système immunitaire font l’objet d’études cliniques, elles incluent le traitement des maladies des polynucléaires neutrophiles et des macrophages comme la granulomatose septique (défaut des systèmes de destruction des microbes ingérés) ou le défaut des protéines d’adhésion leucocytaires. Dans ces deux cas, des résultats cliniques encourageants ont été obtenus. Toutefois, ils ne sont pas constants. Cela s’explique sans doute à nouveau par un nombre parfois insuffisant de cellules souches transduites. Pour ces maladies qui impliquent les polynucléaires neutrophiles, il importe d’apporter un grand nombre de cellules souches corrigées car la dynamique de production des polynucléaires neutrophiles est très élevée : un adulte possède environ 25 milliards de polynucléaires neutrophiles qui sont renouvelés toutes les quarante-huit heures. En admettant qu’il faille qu’environ 20 % de ces cellules au minimum soient corrigées pour éviter les complications infectieuses, on voit qu’il faut un bien plus grand nombre de cellules souches corrigées que pour une maladie des lymphocytes T (environ 100 milliards de cellules dans le corps mais avec un renouvellement tous les 25-50 ans !). Il est possible que l’état inflammatoire particulier de ces patients rende plus difficile la transduction de leurs cellules souches.




La thérapie génique de maladies métaboliques

Il existe un grand nombre de maladies rares qui affectent les grandes voies métaboliques, comme le métabolisme énergétique par exemple. Parmi elles, certaines maladies ont pour conséquence l’accumulation de substances toxiques aux effets délétères pour tout l’organisme et souvent pour le développement du cerveau. Pour un petit nombre d’entre elles, il avait été montré dans les années 1980 et début 1990 que l’allogreffe de moelle osseuse pouvait apporter au moins un bénéfice partiel. Par quel mécanisme ? Parmi les cellules originaires de la moelle osseuse, la lignée monocyte/macrophage (figure 9) contient les activités enzymatiques déficientes dans ces maladies et diffuse dans les tissus. De plus, certaines de ces enzymes sont relarguées par les macrophages et peuvent ensuite être captées par des cellules de voisinage même si elles ne sont pas d’origine sanguine. Ainsi, un effet limité aux cellules sanguines peut se diffuser à bien des tissus et expliquer l’effet bénéfique. Une maladie prototype de cette situation est la maladie de Hurler (mucopolysaccharidose de type I), caractérisée par l’accumulation dans l’organisme de sucres complexes (mucopolysaccharides), avec des conséquences désastreuses. La thérapie génique d’une telle maladie comporte deux avantages : augmenter les chances de succès lorsque le patient ne dispose pas d’un donneur compatible pour recevoir une allogreffe de moelle osseuse et essayer d’obtenir une expression supra physiologique, c’est-à-dire supérieure à la normale de l’enzyme dans les cellules corrigées, originaires de la moelle osseuse, pour renforcer le bénéfice de la thérapeutique.

Cette approche est rendue possible en augmentant le nombre de particules virales (vecteur VIH portant le gène de l’enzyme déficitaire dans cette maladie) utilisées pour infecter les cellules de la moelle osseuse. Cette stratégie – simple dans son principe – a été utilisée avec succès par l’équipe de Maria Ester Bernardo à Milan. Ils ont obtenu des résultats encore préliminaires, mais prometteurs, de « détoxification » de l’organisme par cette méthode. Alessandra Biffi a utilisé une approche identique pour traiter avec succès, avec un recul de plusieurs années, une maladie qui affecte de façon prédominante le système nerveux : la leucodystrophie métachromatique. Enfin, Nathalie Cartier et Patrick Aubourg avec notre équipe ont traité une autre maladie métabolique : l’adrénoleucodystrophie avec un certain succès, même s’il ne peut être considéré comme complet.
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Figure 9. Thérapie des maladies génétiques du sang.

En ciblant les cellules souches dotées d’une capacité d’autorenouvellement, il est possible d’obtenir l’expression stable d’un gène dans les différentes lignées sanguines. À ce jour, des déficits immunitaires, des maladies métaboliques ou de surcharge et des maladies de l’hémoglobine ont pu être ainsi traités.






La thérapie génique des maladies des globules rouges

Les maladies génétiques les plus fréquentes concernent la production des globules rouges. Ces cellules contiennent l’hémoglobine qui donne au sang sa couleur rouge. L’hémoglobine transporte l’oxygène des poumons aux tissus. Plusieurs maladies génétiques concernent la structure de l’hémoglobine et provoquent des anémies dont les conséquences sont redoutables. Ces patients doivent recevoir régulièrement des transfusions de globules rouges qui, à terme, provoquent une accumulation toxique de fer dans les tissus. La maladie de l’hémoglobine la plus répandue est la drépanocytose. Les globules rouges porteurs de l’hémoglobine mutée ont tendance à prendre une forme de faux et à adhérer à la paroi des vaisseaux en les obturant. Cela provoque aussi une mort prématurée de ces globules rouges qui sont fragilisés. Cette maladie est fréquente dans les populations originaires d’Afrique subsaharienne. Tous les patients portent la même mutation sur les deux allèles du gène (chaîne bêta [β] de l’hémoglobine). Cette maladie est plus fréquente en Afrique centrale car la présence d’un allèle muté protège contre le paludisme en altérant la capacité du parasite à infecter les globules rouges. En France, il y a environ cinq cents nouveaux cas de drépanocytose chaque année, ce qui a justifié la mise en place d’un dépistage néonatal permettant une prise en charge précoce. Un certain nombre de mesures peuvent être prises pour limiter les conséquences de la drépanocytose, mais seule l’allogreffe de moelle osseuse peut guérir ces patients. Cependant, si les résultats sont excellents pour les patients qui disposent d’un donneur compatible pour les groupes tissulaires HLA, il n’en est pas de même pour les autres patients (environ 80 % des cas).

Un autre groupe de maladies de l’hémoglobine s’appelle les thalassémies (car décrites originalement chez des patients du Bassin méditerranéen). Les principales concernent des mutations qui affectent la synthèse de la chaîne bêta de l’hémoglobine. Les mutations les plus sévères abolissent quasi complètement la présence de cette chaîne dans les globules rouges. Il en résulte une anémie sévère. Là aussi, l’allogreffe de moelle osseuse était jusqu’à récemment la seule option thérapeutique curatrice possible en situation de compatibilité entre donneur et receveur.

Cette situation explique que plusieurs équipes par le monde se sont attelées à essayer de mettre au point une thérapie génique des maladies de la chaîne bêta de l’hémoglobine, fondée sur l’introduction d’une copie normale du gène la codant dans les cellules souches de la moelle osseuse selon les principes et les technologies évoquées plus haut pour d’autres pathologies. Cependant, une difficulté supplémentaire est rapidement apparue : l’utilisation de la même approche que pour les maladies citées ci-dessus conduirait à une expression de la chaîne bêta de l’hémoglobine dans toutes les lignées sanguines, les globules rouges mais aussi les globules blancs. Dans ces cellules et leurs précurseurs, cette présence est anormale et conduit à la mort cellulaire. Il fallait donc faire en sorte que le gène ne soit transcrit que dans la lignée qui donne naissance aux globules rouges : la lignée érythroïde. Pour ce faire, les chercheurs, dont Philippe Leboulch, un chercheur français qui travaillait à l’époque à Boston, ont mis à profit les connaissances acquises sur la régulation de l’expression du gène de la chaîne bêta de l’hémoglobine. Il existe en effet à proximité de ce gène, sur le chromosome, des séquences d’ADN sur lesquelles viennent se fixer des protéines qui ne sont présentes que dans la lignée érythroïde et induisent la transcription du gène de la bêta-globine. Ainsi, ce gène n’est actif que dans ces cellules. Une partie des séquences promotrices ont été introduites avec le gène de la chaîne bêta de l’hémoglobine dans un vecteur rétroviral lui aussi dérivé du VIH. Ainsi, on a obtenu qu’effectivement le gène « thérapeutique » ne s’exprime in fine que dans les globules rouges. Ce fut une avancée importante de la thérapie génique, puisque, pour la première fois, le profil d’expression cellulaire du gène thérapeutique est contrôlé. Dans ces deux maladies, les essais cliniques réalisés pour partie par Marina Cavazzana et son équipe, en collaboration avec l’équipe de Philippe Leboulch, ont donné des résultats très encourageants. Pour une forme sévère, mais non complète, de thalassémie (caractérisée par une présence résiduelle d’hémoglobine normale), il a été observé sur une trentaine de cas que la thérapie génique permettait un niveau d’expression de la chaîne bêta de l’hémoglobine suffisant pour qu’il ne soit plus nécessaire de transfuser les patients, et cela de façon stable pendant au moins trois ans. Ces résultats ont conduit à la mise sur le marché aux États-Unis par la compagnie Bluebird de ce vecteur médicament. Pour la drépanocytose, les essais de thérapie génique ont également démontré une certaine efficacité, bien qu’elle apparaisse encore parfois incomplète et variable d’un patient à l’autre. Nous verrons plus loin qu’une autre stratégie de thérapie génique est susceptible d’apporter des résultats encore meilleurs.




La thérapie génique contre les cancers

Très tôt, dans les années 1990, des chercheurs ont pensé recourir à la thérapie génique pour traiter des cancers en ciblant les cellules tumorales ou, mieux, en renforçant la réponse immunitaire contre les cancers. Longtemps, ces tentatives restèrent infructueuses en raison à la fois des stratégies choisies et d’une efficacité insuffisante. Un progrès décisif fut obtenu quand on eut l’idée de modifier des lymphocytes T du patient de telle manière qu’ils reconnaissent un antigène à la surface des cellules cancéreuses et les tuent. Cette stratégie a reçu le nom de « CAR-T » (pour chimeric antigen receptor T lymphocytes ; cf. glossaire). Elle fut initialement développée par un chercheur israélien, Zelig Eshhar, et reprise aux États-Unis par Carl June à Philadelphie et par un chercheur français, Michel Sadelain, à New York. Ces chercheurs eurent l’idée de créer des gènes synthétiques qui n’existent pas dans la nature, faits de fragments de gènes connus (d’où l’adjectif chimeric) : un élément de reconnaissance d’antigène issu d’immunoglobulines soudé à des éléments capables d’induire l’activation de lymphocytes T. Ce gène est introduit ex vivo dans des lymphocytes T issus du sang des patients, en utilisant là aussi un vecteur rétroviral. Ces cellules sont cultivées au laboratoire quelques jours pour en augmenter le nombre puis réinjectées au patient.

Quels cancers traiter ? Cela dépend de la capacité du « CAR » à reconnaître un antigène présent à la surface de cellules tumorales sans dommage collatéral pour l’organisme. En théorie, deux solutions sont propices : la détection d’un néoantigène tumoral (cf. ici), situation bien sûr idéale, ou bien celle d’une protéine présente également à la surface de cellules normales, pour autant que la destruction de ces cellules ne soit pas trop dommageable. À ce jour, seule la seconde possibilité s’est avérée probante. L’utilisation des CAR-T a démontré son efficacité pour le traitement de cancers des lymphocytes B : leucémies, lymphomes et myélomes. La cible principale est une molécule normalement présente à la surface des lymphocytes B, appelée CD19. De l’injection des CAR-T résulte une destruction des cellules tumorales et des lymphocytes B normaux. Le déficit immunitaire en production d’immunoglobulines, secondaire à la destruction des lymphocytes B, peut être compensé par l’injection d’immunoglobulines à ces patients. Cette thérapeutique est efficace dans plus de 50 % des cas. C’est un résultat remarquable car il est obtenu chez des patients pour lesquels les options thérapeutiques classiques avaient échoué. L’utilisation des CAR-T comporte une certaine toxicité liée à l’activation des lymphocytes T ; celle-ci, même si de nombreux efforts sont entrepris pour la réduire, peut être importante. Ces résultats ont attiré l’attention de l’industrie pharmaceutique. À ce jour, six technologies de CAR-T ont reçu l’autorisation de mise sur le marché et sont largement utilisées (plus de dix mille patients ont été traités par le monde entre 2014 et mai 2022). Un très grand nombre d’équipes cherchent aujourd’hui à optimiser ces traitements selon de multiples approches et à en étendre l’application aux tumeurs dites solides, ce qui relève d’un défi bien plus complexe. Une autre application possible, en début de développement clinique, est d’utiliser les CAR-T anti-CD19 pour éliminer les lymphocytes B et, parmi ceux-ci, des lymphocytes B producteurs d’autoanticorps pathologiques au cours de maladies auto-immunes. Des premières données encourageantes ont été obtenues dans le cas de la maladie lupique.




La thérapie génique in vivo


À côté de l’utilisation de vecteurs rétroviraux qui permettent l’insertion d’un gène thérapeutique ex vivo dans des cellules souches de la moelle osseuse (ou de la peau) ou des lymphocytes T, il existe une seconde stratégie de thérapie génique qui consiste à injecter in vivo un vecteur capable d’infecter les cellules de tel ou tel tissu et permettre l’expression d’un gène thérapeutique. Cette stratégie concerne bien évidemment les tissus qui ne peuvent être extraits du corps. Comme évoqué plus haut, cette stratégie repose essentiellement sur l’utilisation de vecteurs AAV qui permettent d’infecter tous les types cellulaires. Rappelons que le matériel génétique du vecteur persiste, non intégré au génome des cellules infectées, ce qui permet l’expression d’un gène thérapeutique aussi longtemps que la cellule est vivante. En revanche, ce matériel génétique n’est pas recopié lors de la division cellulaire, il est donc perdu par dilution dans ce cas. De ce fait, cette approche est réservée au ciblage de cellules ne se divisant pas ou peu. À ce jour, cette thérapie génique in vivo a été principalement utilisée pour cibler le foie, la rétine et le système nerveux. Les résultats les plus probants ont été obtenus dans le premier cas pour le traitement des hémophilies. Il s’agit de maladies génétiques de la coagulation. Les patients déficitaires d’une protéine plasmatique produite par le foie et requise pour former le caillot en cas de brèche vasculaire présentent des risques de saignement important. Le traitement classique consiste à injecter en cas de saignement ou de façon préventive la protéine manquante (facteur VIII pour l’hémophilie A, facteur IX pour l’hémophilie B). C’est un traitement efficace mais à l’effet transitoire. Plusieurs équipes ont donc proposé de traiter ces maladies par l’utilisation de vecteurs AAV comportant les gènes (ou une fraction de gène) des facteurs VIII et IX, administrés par voie veineuse pour induire l’infection des cellules du foie et la production des facteurs de la coagulation par ces cellules du fait de l’utilisation d’un promoteur actif dans les cellules hépatiques. Cette approche fonctionne très bien dans des protocoles expérimentaux effectués chez des chiens hémophiles. Au milieu des années 2000, les premiers essais cliniques furent donc entrepris. Le premier constat fut décevant car, après une élévation des taux circulants du facteur de la coagulation, on observait sa disparition et simultanément la survenue de signes de souffrance hépatique, néanmoins rapidement résolutifs. Que se passait-il ? Les vecteurs (virus) induisent une réponse immunitaire puissante (cellules T et anticorps) qui peut neutraliser l’effet thérapeutique en détruisant les cellules transduites au sein desquelles sont les protéines du virus. Cet effet peut être encore plus précoce et fort si le patient a déjà été infecté avec la même souche d’AAV, ce qui n’est pas rare. Cette difficulté est-elle surmontable ? En sélectionnant un AAV particulier (AAV 5) et en associant un traitement immunosuppresseur, il est possible dans la majorité des cas d’éviter les conséquences néfastes de la réponse immunitaire contre le vecteur. Dans ces conditions, on observe l’expression d’une quantité stable de facteur coagulant (VIII ou IX) qui soit met complètement à l’abri des risques d’hémorragie, soit au moins en réduit considérablement le risque, et ce de façon stable pendant plusieurs années. Fondé sur ces résultats, un premier médicament destiné à l’hémophilie A a été très récemment mis sur le marché. Il s’agit là à nouveau d’une avancée convaincante, malgré quelques limites : quelle sera la durée d’efficacité à long terme ? Y a-t-il à terme un risque inhérent à la persistance de l’AAV ? Comment retraiter le patient si nécessaire, alors qu’il aura été fortement immunisé contre le vecteur ?

Une thérapie génique fondée sur un vecteur AAV a été développée avec succès pour traiter une forme de rétinite pigmentaire. Il s’agit de maladies héréditaires qui conduisent progressivement à une dégénérescence de la rétine et à la perte de la vue. L’objectif est bien sûr d’intervenir avant la perte des cellules en introduisant sous la rétine la préparation de vecteur capable d’infecter les cellules de la rétine et ainsi induire l’expression du gène thérapeutique. Les essais cliniques ont été suffisamment concluants en termes tant de sécurité d’emploi que d’efficacité pour qu’un médicament ait été approuvé et soit aujourd’hui disponible. L’isolement relatif de la cavité de l’œil des cellules du système immunitaire fait que l’immunisation contre le vecteur n’apparaît pas comme un obstacle à cette thérapeutique. De ce fait, plusieurs projets de correction d’autres formes génétiques de cécité rétinienne sont en cours.

Une avancée retentissante de la thérapie fut la mise au point d’une thérapie génique de l’amyotrophie spinale. Cette maladie rare mais non exceptionnelle (environ un cas pour dix mille naissances) provoque une perte progressive des neurones qui commandent la motricité musculaire. Les formes les plus sévères de la maladie provoquent le décès dans la première année de vie. Le gène de la maladie (SMN1) a été identifié dans les années 1990 par Judith Melki et Arnold Munnich à l’hôpital Necker-Enfants malades à Paris. Une première forme de traitement a été mise au point il y a quelques années par injection régulière d’ARN dit « antisens », qui favorise la production par un second gène proche de SMN1 d’une protéine d’intérêt thérapeutique. Ce traitement d’efficacité modérée implique une injection chaque mois par voie intrathécale (dans les méninges). La thérapie génique, mise au point initialement dans le laboratoire du Généthon à Évry, consiste à injecter par voie veineuse un vecteur AAV capable de franchir la barrière entre sang et méninges (AAV9). Ce vecteur contient une copie du gène SMN1. Grâce à la propriété de ce vecteur, les motoneurones sont accessibles, et en leur sein la protéine exprimée est fonctionnelle. Les résultats des études cliniques ont été probants puisque ce traitement effectué précocement dans la vie permet à ces enfants d’éviter l’assistance ventilatoire puis le décès, et ce avec un recul qui atteint quatre à cinq ans. La tolérance paraît bonne, et, là aussi, au sein du système nerveux, l’effet de la thérapie génique paraît à l’abri de la réponse immunitaire contre le vecteur et le produit du transgène. La qualité des résultats obtenus a conduit depuis trois ans à la commercialisation de ce médicament. Bien sûr, il est encore difficile de savoir jusqu’à quel point cette thérapie génique protégera les motoneurones, et ce pour combien de temps. Il s’agit néanmoins d’un résultat spectaculaire qui ouvre des perspectives d’approches thérapeutiques similaires pour d’autres maladies neurologiques dégénératives d’origine génétique.

En parallèle, plusieurs équipes essaient d’employer une technologie semblable pour traiter plusieurs formes de maladies héréditaires des muscles, comme la myopathie de Duchenne. Les données sont encore préliminaires. Dans certains cas, l’approche se heurte à une réponse immunitaire neutralisante. Une difficulté réside également dans le fait que le traitement d’un seul patient requiert l’injection d’une très grande quantité de particules virales (jusqu’à 10 millions de milliards, 10 à la puissance 16) ! Cela pose des problèmes à la fois de logistique de production et de tolérance.

En une vingtaine d’années, une thérapie génique capable d’apporter un bénéfice patent et durable aux patients a été mise au point pour dix-neuf maladies génétiques qui touchent le système immunitaire, la production des globules rouges, des facteurs de la coagulation, des maladies de surcharge, de la peau, de l’œil, du foie et du système neuromusculaire. C’est à la fois peu et beaucoup. Peu car cela ne concerne encore que quelques centaines de patients ; beaucoup parce que ainsi une preuve de principe d’efficacité a été apportée dans des circonstances très diverses, que ce soit en termes de tissu cible, de modalité d’expression de la protéine, de sa fonction (extra- ou intracellulaire) ou encore du vecteur choisi. Il n’est pas déraisonnable de penser qu’ont été ainsi ouvertes des pistes pour traiter un bien plus grand nombre de maladies héréditaires. Si ces perspectives sont, dans une certaine mesure, fascinantes, elles n’en posent pas moins des défis importants tant en ce qui concerne la capacité de production en quantité (on l’a vu plus haut pour les vecteurs AAV) que celle de financement des études cliniques pour des pathologies rares, voire ultra-rares. Se pose aussi la question de l’accessibilité de ces médicaments (douze produits de thérapie génique sont à ce jour commercialisés) une fois mis au point, compte tenu de leur prix de vente. Nous évoquerons plus loin cette question et ses conséquences possibles.
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