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> Les B-hémoglobinopathies sont des anémies
génétiques graves dues a des mutations affec-
tant ’hémoglobine adulte. Pour y remédier, le
systeme CRISPR/Cas9 a été utilisé pour modi-
fier génétiquement les cellules souches/progé-
nitrices hématopoiétiques des patients ex vivo,
et réactiver ’expression de I’hémoglobine feetale
dans la lignée érythroide. Plus de 70 patients
atteints de B-thalassémie ou de drépanocytose
ont recu la thérapie Casgevy®. La plupart de ces
patients ont présenté une amélioration notable
de leur phénotype clinique, avec une grande
efficacité d’édition et des taux d’hémoglobine
normaux ou presque. Bien que la sécurité et
I’efficacité a long terme doivent encore étre éva-
luées, des stratégies sont en développement pour
améliorer les résultats, réduire la génotoxicité
potentielle et diminuer les codts. <

Les B-hémoglobinopathies

’hémoglobine (Hb) est la protéine majoritaire conte-
nue dans les globules rouges et permet le transport de
I’oxygéne vers les différents tissus et organes du corps.
Elle est constituée de deux chalnes de globine de type o
(globine-a) et de deux chaines de globine de type B
(globine-P adulte ou globine-y feetale) (Figure I). Les
B-hémoglobinopathies, telles que la drépanocytose
et la B-thalassémie, sont des maladies génétiques
autosomiques récessives causées par des mutations
affectant la production de la chaine de globine-f3 du
tétramere d’hémoglobine adulte (HbA). Dans la drépa-
nocytose, une mutation ponctuelle (rs334 A>T) entraine
la substitution de I’acide glutamique par la valine dans
la chaine de globine-[3 (globine-3%), ce qui provoque la
polymérisation de I’lhémoglobine falciforme (HbS, sickle
hemoglobin en anglais) et la formation de globules
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rouges en forme de faucille [1, 2] (Figure I). Ces cellules altérées
obstruent les petits vaisseaux, entrainant des crises vaso-occlusives
et des dommages multi-organiques. Ces globules rouges sont tres
fragiles, ce qui ajoute une anémie hémolytique au tableau clinique.
Dans la B-thalassémie, des centaines de mutations différentes ont
été décrites, entrainant une synthese réduite ou absente de chaine de
globine-P. Cela conduit a la précipitation des chaines o non couplées
en exces, provoquant une érythropoiese inefficace, 'apoptose des
précurseurs érythroides, un stress oxydant, la mort des globules rouges
et une anémie [3, 4] (Figure I).

Les traitements typiques des B-hémoglobinopathies sont la transfu-
sion de globules rouges provenant de donneurs sains et les traitements
pharmacologiques. Cependant, ces thérapies sont a vie et ne sont pas
également efficaces chez tous les patients.

La transplantation de cellules souches/progénitrices
hématopoiétiques et la thérapie génique

L’hématopoiese, le processus de production et de maturation de
toutes les cellules sanguines, est assurée par les cellules souches/
progénitrices hématopoiétiques résidant dans la moelle osseuse. La
transplantation de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques
provenant d’un donneur compatible est devenue la norme de soins
pour remplacer un systéme sanguin défectueux par un systéme sain.
Cependant, cette transplantation n’est disponible que pour une frac-
tion de patients ayant un donneur compatible, et les risques associés
sont la maladie du greffon contre I’hote et le rejet du greffon.

La hiérarchie singuliére du systeme hématopoiétique, avec les cellules
souches/progénitrices hématopoiétiques a son sommet, se régénérant
elles-mémes et renouvelant les globules rouges et blancs circulants,
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Figure 1. Les B-hémoglobinopathies. |’hémoglobine adulte (HbA), composée de deux chaines de globine-a. (génes localisés sur le chromosome 16)

et de deux chaines de globine-[3 (gene localisé sur le chromosome 11), constitue le principale composant des globules rouges. Dans la drépanocy-

tose, une mutation ponctuelle A>T (GLU>VAL) provoque la production de la globine-f3°, la formation de I’hémoglobine falciforme (HbS) qui poly-

mérise et déforme les globules rouges (globule rouge en faucille), entrainant des crises vaso-occlusives et une anémie. La B-thalassémie est due

a >400 mutations réduisant ’expression de la globine-f3, et la production d’HbA, et provoquant un excés de chaines de globine-ot non couplées,

responsable d’érythropoiése inefficace et d’anémie. (Créée avec BioRender.com)

offre une opportunité unique pour les stratégies de thérapie génique
ciblant les maladies du sang, telles que les B-hémoglobinopathies.
€n particulier, la transplantation de cellules souches/progénitrices
hématopoiétiques autologues, génétiquement corrigées ex vivo,
représente une option thérapeutique prometteuse pour les patients ne
disposant pas de donneur compatible (Figure 2).

Les premiéres stratégies de thérapie génique visaient a restaurer
la fonction d’un gene perdu et reposaient sur des systémes viraux
recombinants pour délivrer efficacement ’ADN externe dans la cel-
lule cible. En général, 'acide nucléique transféré exprimait une copie
fonctionnelle du géne défectueux de I’hGte, une stratégie connue
sous le nom de complémentation génique ou d’addition de génes [5].
Pour modifier toutes les cellules du systéeme hématopoiétique, cette
approche nécessite un transfert ex vivo efficace dans les cellules
souches/progénitrices hématopoiétiques et I'intégration du transgene
thérapeutique. Plus précisément, les cellules souches/progénitrices
hématopoiétiques sont prélevées sur les patients, génétiquement
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modifiées dans des laboratoires spécialisés, puis réin-
jectées aux patients apres qu’ils/elles aient regu un
traitement myéloablatif pour faire de la place dans la
moelle osseuse pour les cellules modifiées.

Cependant, 'utilisation de vecteurs intégratifs a été
associée a4 une mutagenése insertionnelle [6-11]. De
plus, les longues séquences régulatrices ne peuvent
pas toujours étre intégrées dans ces vecteurs, ren-
dant impossible la récapitulation de la régulation
naturelle de certains transgénes, ce qui est essentiel
pour certains genes thérapeutiques. Dans le cas des
[B-hémoglobinopathies, plusieurs essais cliniques ont
démontré le bénéfice de I'intégration d’un transgene
de globine-PB, apporté par un lentivirus [12, 13]. Les
niveaux d’expression de ce transgéne sont corrélés
au nombre de copies de vecteur intégré par cellule.
Celui-ci étant variable entre les patients et les études,
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Figure 2. La thérapie génique. 1. Les cellules
souches/progénitrices hématopoiétiques (CSPH)
sont collectées par aphérése chez le patient,
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(Créée avec BioRender.com)

I’expression du transgéne par copie de vecteur demeurait faible par
rapport aux niveaux de globine-f3 endogéne, et ’amélioration du
phénotype clinique nécessitait I'intégration d’un nombre élevé de vec-
teurs [14], ce qui ne peut étre atteint chez tous les patients et pourrait
augmenter le risque de génotoxicité. €n outre, la fabrication de vec-
teurs lentiviraux est trés colteuse. Cette thérapie n’est actuellement
commercialisée qu’aux états—Unis, pour un colt de 2,8 a 3,1 millions
de dollars par patient.

L’édition du génome par la technologie CRISPR/Cas9

L’édition du génome est aujourd’hui un domaine prolifique générant
de nouveaux outils et de nouvelles applications. Cependant, ce n’est
que depuis une douzaine d’années que la publication sur les nucléases
programmables par I’ARN révolutionne non seulement le domaine de la
thérapie génique, mais aussi la modélisation des maladies et la géné-
tique fondamentale.

Au début des années 2010, une découverte révolutionnaire était sur
le point de transformer ce domaine. Doudna et Charpentier ont réussi
a exploiter 'efficacité de coupe du systeme hybride ARN-protéine-
ADN de I'immunité intracellulaire procaryote pour couper I’ADN [15].
Ce systéme, appelé CRISPR (clusters of regularly interspaced short
palindromic repeats) / Cas9, a été validé comme I'un des outils les
plus polyvalents de la biologie moléculaire pour une utilisation dans
des cellules eucaryotes [16, 17]. Cela a considérablement réduit les
exigences techniques par rapport aux nucléases précédemment uti-
lisées, car le systeme CRISPR/Cas9 ne nécessite que Iutilisation d’un
court ARN (ARN guide, ARNg) capable de se lier simultanément & la
protéine Cas9 et au locus ciblé. La nucléase Cas9 possede une activité
de coupe spécifique du double brin d’ADN capable de perturber la
séquence ciblée [15, 17, 18]. Dans le domaine de la thérapie génique,
cette capacité peut étre utilisée soit pour inactiver des genes ou des
séquences régulatrices (via le mécanisme de réparation cellulaire
par jonction non homologue [NHEJ, non-homologous end joining],
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qui provoque la formation de petites insertions ou
délétions appelées InDels), soit pour corriger une
mutation pathologique (via la réparation dirigée par
homologie [HDR, homology-directed repair]) grdce
a un modele donneur portant la séquence du gene de
type sauvage. Remarquablement, malgré sa découverte
récente, cette technologie a déja été utilisée a des fins
diagnostiques [19] et thérapeutiques [20].

Essais cliniques basés sur I’édition du génome
des CSPH pour les 3-hémoglobinopathies

Malgré le peu de temps écoulé depuis I"adaptation
des outils CRISPR a I’édition du génome [15], Iinté-
rét suscité a été si intense qu’il y a déja plus de vingt
essais cliniques enregistrés dans lesquels des cellules
souches/progénitrices hématopoiétiques ont été édi-
tées ex vivo puis réinjectées chez des patients atteints
de drépanocytose et de B-thalassémie. Ainsi, les
B-hémoglobinopathies dominent actuellement I'appli-
cation des cellules souches/progénitrices hématopoié-
tiques génétiquement modifiées.

La majorité de ces essais cliniques vise a réactiver
I’expression de I’hémoglobine feetale (HbF) [21-23].
€n effet, la persistance de I’expression des sous-unités
de globine-y (HBGI et HBG2), composant I'HbF, & I'dge
adulte, connue sous le nom de persistance héréditaire
de I"hémoglobine feetale (PHHF) et causée par des
variants génétiques bénins, améliore les symptomes
des patients atteints de B-hémoglobinopathies. Ces
variants génétiques ont incité les scientifiques a étu-
dier les facteurs et les mécanismes de régulation
impliqués dans le passage de I’"HbF a I’HbA. Les fac-
teurs de transcription, tels que BCL11A, ZBTB7A et MYB,
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Figure 3. Gasgevy® : I'approche CRISPR/
Cas9 pour les B-hémoglobinopathies. Dans
la thérapie Casgevy®, le systeme CRISPR/
Cas9 a été fagonné pour cibler spécifi-
quement le site de liaison (SL) de GATAL
situé dans une région activatrice du géne
BCLIIA. 1. Ce systeme génére une cassure
double brin au niveau de ce site de liaison
qui 2. est ensuite réparée via le mécanisme
de réparation cellulaire par jonction non
homologue (NHE), non-homologous end
joining), 3. provoquant de petites inser-
tions et délétions (InDels), et altérant le
site de liaison de GATAL. L'expression de
BCLIIA est ainsi réduite, supprimant son
effet négatif sur les genes des globines-y
(HBGI et HBG2). 4. Ces globines sont
alors exprimées permettant la production
d’hémoglobine feetale (HbF) dans les cel-
lules érythroides provenant des cellules

HbF souches/progénitrices hématopoiétiques

figurent parmi les principaux régulateurs de Iexpression de I’HbF. La
diminution de "expression de ces genes s’est avérée capable de réac-
tiver I’expression de I’HbF [21-26]. Cela a ouvert la voie & I’utilisation
d’outils d’édition du génome, tels que le systeme CRISPR/Cas9, pour
inactiver BCLIIA (le géne codant un répresseur transcriptionnel majeur
de I’HbF), lever la répression de I’HbF et améliorer les symptomes chez
ces patients (Figure 3).

Cette ligne de recherche clinique, qui est la plus avancée, consti-
tue la thérapie commercialisée sous le nom de Casgevy®. Casgevy®
(exagamglogene autotemcel) est un produit de thérapie génique
développé par Vertex Pharmaceuticals et CRISPR Therapeutics, qui
consiste en des cellules souches/progénitrices hématopoiétiques
autologues éditées par la technique CRISPR/Cas9. Il s’agit notam-
ment de la premiere thérapie approuvée utilisant le systéme CRISPR/
Cas9 comme outil d’édition du génome, seulement dix ans aprés que
les chercheurs aient décrit pour la premiére fois cette technique
(Figure 3) [15]. Casgevy® a été approuvé le 8 décembre 2023 par la
FDA (Food and Drug Administration), quelques semaines aprés son
approbation conditionnelle par la MHRA (Medicines and Healthcare
products Regulatory Agency)?, pour le traitement des patients dgés
de 12 ans et plus atteints de drépanocytose sévére caractérisée par
des crises vaso-occlusives récurrentes®. Peu aprés, la FDA a étendu
Pautorisation aux patients atteints de B-thalassémie dépendante
des transfusions® et "EMA (European Medicines Agency) a accordé

! https://www.casgevy.com.

? PLGB 22352/0019, https://www.gov.uk/government/organisations/medicines-and-healthcare-
products-regulatory-agency.

5 STN : 125787 et STN : 125785, www.fda.gov.

4 STN : 125785, www.fda.gov.
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modifiées. (Créée avec BioRender.com).

une autorisation de mise sur le marché conditionnelle
en Europe pour ces deux maladies®. La stratégie Cas-
gevy® est désormais sur le marché américain au prix
de 2,2 millions de dollars par patient.

Plus précisément, Casgevy® est préparé a partir des
cellules souches/progénitrices hématopoiétiques
de chaque patient, qui sont mobilisées dans la cir-
culation sanguine et collectées par aphérése des
cellules du sang périphérique. Les cellules souches/
progénitrices hématopoiétiques CD34" sont ensuite
isolées pour la fabrication du produit thérapeutique,
qui consiste a éditer le génome de ces cellules ex
vivo, en introduisant le complexe ribonucléoprotéique
(RNP) CRISPR/Cas9 par électroporation (Figure 2).
LUARNg du complexe RNP permet a la nucléase Cas9 de
produire une cassure double brin précise dans I’ADN.
Dans le cadre de Casgevy®, cette cassure double brin
de I’ADN est générée au niveau du site de liaison de
GATAL localisé dans la région activatrice, spécifique
des cellules érythroides, du géne BCLIIA (Figure 3).
La formation de cette cassure double brin de I’ADN
déclenche sa réparation par la voie NHEJ, qui pro-
voque la formation d’InDels, la perturbation de la
liaison de I’activateur transcriptionnel GATAL, et par
conséquent, la réduction de I’expression de BCLIIA
(Figure 3). Les cellules souches/progénitrices héma-
topoiétiques CD34* modifiées sont ensuite formulées

5 EMEA/H/C/005763, www.ema.europa.eu.



en suspension et réinjectées en une seule dose comme dans le cadre
d’une greffe de cellules souches/progénitrices hématopoiétiques,
apres que le patient ait subi un traitement myéloablatif pour élimi-
ner les cellules souches sanguines malades et faire de la place aux
cellules corrigées.

Apres administration, les cellules souches/progénitrices hémato-
poiétiques CD34* modifiées se greffent dans la moelle osseuse et se
différencient vers la lignée érythroide. Comme BCLIIA code un fac-
teur de transcription critique qui réprime expression des génes HBGI
et HBG2, sa répression entraine une augmentation de la production
d’HbF dans les cellules érythroides. Chez les patients atteints de dré-
panocytose sévere, ’"HbF réduit les niveaux d’HbS, corrigeant ainsi le
phénotype de falciformation des globules rouges et réduisant la fré-
quence des crises vaso-occlusives et le besoin en transfusions. Chez
les patients atteints de B-thalassémie dépendante des transfusions,
la production de globine-y compense le déficit en globine-[3, rédui-
sant ainsi I’érythropoiese inefficace et "anémie sévere, et élimine la
dépendance aux transfusions réguliéres [25, 27, 28].

Les premiers résultats de I’essai clinique mené par Vertex Phar-
maceuticals ont été publiés en 2021 [25]. Le premier patient
B-thalassémique et le premier drépanocytaire de cet essai ont
présenté des niveaux d’Hb normaux ou proches de la normale grdace
a la réactivation de I"HbF. De plus, les niveaux d’HbS ont chuté a
environ 50 % chez le patient drépanocytaire (en comparaison des
niveaux de 30-40 % d’HbS sont observés chez les porteurs asympto-
matiques d’un trait drépanocytaire). Les deux patients ont montré
une amélioration substantielle du phénotype clinique (aucune crise
vaso-occlusive n’a été observée chez le patient drépanocytaire) et
ont atteint 'indépendance transfusionnelle.

Un essai de phase Il a été initié pour des patients dgés de 12 a 35 ans
atteints de [B-thalassémie [28], révélant des taux d’Hb normaux ou
proches de la normale (principalement représentés par I'HbF) avec
une efficacité d’édition allant de 40 a 85 %. L'indépendance transfu-
sionnelle a été atteinte chez 91 % des patients. Les patients qui n’ont
pas atteint I’indépendance transfusionnelle ne correspondaient pas
uniquement a des patients avec une faible efficacité d’édition, ce qui
suggere que d’autres facteurs liés aux patients eux-mémes contri-
buent probablement au succes de cette thérapie. Il est intéressant de
noter que deux patients pédiatriques atteints de B-thalassémie ont
été traités avec succes lors d’un essai clinique de phase I/1l utilisant
une stratégie similaire (sponsorisé par Bioray), atteignant des niveaux
d’Hb normaux avec une efficacité d’édition de 85-89 % [29].

Un deuxieme essai de phase Ill, sponsorisé par Vertex Pharmaceu-
ticals, pour des patients atteints de drépanocytose Ggés de 12 a
35 ans [27] a également confirmé les résultats positifs de cette
thérapie avec des niveaux de 50 % d’HbF et de 50 % d’HbS. Sur les
44 patients, 37 n'ont pas présenté de crise vaso-occlusive aprés
le traitement et ont montré une diminution de ’hémolyse et des
niveaux d’édition globalement élevés, méme chez les patients qui
nont pas atteint les critéres principaux, ce qui suggére une fois de
plus que d’autres facteurs peuvent influencer le résultat de ce trai-
tement.

m/s n°1, vol. 41, janvier 2025

Autres approches d’édition CRISPR/Cas9 pour les
B-hémoglobinopathies

D’autres cibles et outils d’édition du génome ont
également été testés dans des essais cliniques de
phase I/11, tels que cibler les génes des globines
feetales pour réactiver I’HbF a I'aide d’un autre sys-
téme de nucléase CRISPR/Cas (CRISPR/AsCasl?2, Casl?
de Acidibacillus sulfuroxidans) et corriger le géne de
la globine-P adulte via le systéme CRISPR/Cas9 et la
voie HDR de réparation de I’ADN.

Plus précisément, I’édition du génome a été exploitée pour
corriger le géne endogéne de la globine-B en utilisant
le systeme CRISPR/Cas9. Ce systéme induit une cassure
double brin de I’ADN dans le géne de la globine-[3, qui
est ensuite réparée a Iaide d’une matrice ADN donneuse
portant la séquence de la globine-f de type sauvage par
la voie HDR [30-32]. Deux essais cliniques fondés sur
cette stratégie ont été congus. Cependant, la voie HDR
utilisée dans les approches de correction génique est
moins efficace dans les cellules souches/progénitrices
hématopoiétiques que Iautre principale voie de répa-
ration de ’ADN, la voie NHEJ. En effet, une efficacité de
correction génique de seulement 2,3% a été observée
dans le premier essai clinique sponsorisé par Graphite
Bio [33]. De plus, cette stratégie nécessite I’apport d’une
matrice donneuse, ce qui peut étre complexe et méme
toxique dans certains cas [32]. Il est a noter que ce méme
essai, sponsorisé par Graphite Bio, a été volontairement
interrompu en raison d’une pancytopénie® survenue chez
le premier patient [33]. €tant donné ces inconvénients
des stratégies fondées sur la voie HDR [30, 34], plusieurs
approches sont a I’étude pour réduire la toxicité cellulaire
et améliorer 'efficacité de I’édition [35-37].

Conclusions et développements futurs

Uapprobation de Casgevy® représente une étape impor-
tante dans le domaine des thérapies géniques inno-
vantes, soulignant I’énorme potentiel thérapeutique de
I’édition du génome pour traiter les causes sous-jacentes
des maladies génétiques pour lesquelles il nexiste pas
d’options thérapeutiques efficaces. Bien que la sécurité
et 'efficacité a long terme de cette approche puissante
doivent encore étre évaluées, de nouvelles stratégies
sont en cours de développement pour améliorer davan-
tage les résultats thérapeutiques, réduire la génotoxicité
potentielle et les colits de la thérapie.

¢ La pancytopénie est un état pathologique caractérisé par une réduction signi-
ficative du nombre de presque toutes les cellules sanguines (globules rouges,
plaquettes, monocytes, lymphocytes, etc.).
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A titre d’exemple, les stratégies basées sur les nucléases générent
des cassures doubles brins de I’ADN qui peuvent induire une réponse
aux dommages de I’ADN, conduisant a "apoptose et peuvent pro-
voquer d’importants réarrangements génomiques [38]. Par consé-
quent, 'idée est de développer de plus en plus de stratégies sans
cassure double brin de ’ADN pour les B-hémoglobinopathies en
utilisant des technologies fondées sur CRISPR/Cas9, telles que les
éditeurs de bases (base editors) [39, 401, qui peuvent effectuer les
conversions C>T ou A>G, les éditeurs primaires (prime editors) [41],
qui peuvent induire toutes les conversions de bases, et les éditeurs
de Iépigénome (epigenome editors) [42], qui peuvent activer ou
inactiver des genes en déposant ou supprimant des marques de
transcription actives ou inactives, comme les modifications des
histones. Par exemple, I’édition des promoteurs des deux génes des
globines-y feetales (HBGI et HBG2) & I'aide de technologies d’édi-
tion de bases est actuellement testée dans des essais cliniques de
phase /11 [43, 44].

Enfin, I’idée pour I'avenir est de développer une stratégie in vivo
fondée sur la mobilisation des cellules souches/progénitrices héma-
topoiétiques dans la circulation sanguine, ou elles deviennent plus
accessibles, suivie de I"injection de nanoparticules ou de vecteurs
viraux ciblant spécifiquement les cellules souches hématopoiétiques
pour délivrer les éditeurs du génome. Cela simplifiera la procédure
de thérapie génique, réduira les colits et la morbidité associés a la
chimiothérapie, permettant ainsi une utilisation plus large de ces
thérapies. ¢

SUMMARY

A CRISPR/Cas approach to 3-haemoglobinopathies
Beta-haemoglobinopathies are severe genetic anemias caused by
mutations that affect adult haemoglobin production. Many therapeutic
approaches aim to reactivate the expression of the fetal hemoglobin
genes. To this end, the CRISPR/Cas9 system has recently been used
to genetically modify patients’ hematopoietic stem/progenitor cells
ex vivo and reactivate fetal hemoglobin expression in their erythroid
progeny. More than 70 patients with severe B-thalassemia and sickle
cell disease have been treated with the Casgevy® therapy. Most have
achieved a significant improvement of clinical phenotype, with high
editing efficiency in hematopoietic cells associated with normal or
near normal hemoglobin levels. While the long-term safety and efficacy
of this powerful approach still need to be evaluated, new strategies
are being developed to further improve therapeutic outcomes, reduce
potential genotoxicity and lower the costs of therapy. ¢
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