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	Compte rendu 13e congrès annuel de la Société Européenne de Thérapie Génique

29 octobre – 1er novembre, Prague.

Compte rendu rédigé par Nathalie Loux , PhD et Thierry Toursel, PhD, AFM -  Direction  de la recherche et du développement des Thérapeutiques
Ce congrès organisé par David Klatzmann, Président de l'ESGT (European Society of Gene Therapy), a bénéficié du soutien de l'AFM. Différentes grandes thématiques ont été abordées : thérapie génique des maladies génétiques, cellules souches et thérapies cellulaires, vecteurs viraux, vecteurs non-viraux, cancer, vaccins génétiques. 
Notons qu’au cours de la cérémonie d’ouverture, Olivier Danos (Généthon), s’est vu décerné un prix pour sa contribution à la recherche dans le domaine de la thérapie génique.




Faits marquants 
· Efficacité de l’AAV9 comme vecteur pour cibler les cellules cardiaques (T.Vandendriessche). L'AAV9 recombinant pour le gène de la GFP à permis la transduction de 90% des cardiomyocytes de souris adultes après injection intraveineuse. L'efficacité de transduction est supérieure à celle obtenue avec l'AAV8, vecteur jusqu’à présent décrit pour transduire efficacement le muscle cardiaque. L'AAV9 permet également de transduire efficacement les hépatocytes. L’injection chez des souris hémophiles d'un vecteur AAV9 codant pour le facteur IX à permis l'expression du facteur IX à un niveau 20 fois supérieur à celui observé avec l'utilisation d'un vecteur AAV2. Aucune réaction immunitaire n'a été observée dans le cœur ou le foie après transduction. Cependant, l'expression du transgène a été retrouvée au niveau des vaisseaux dans les testicules des animaux traités, mais pas dans les tubes séminifères. Des études complémentaires pourront apporter des perspectives thérapeutiques pour ce vecteur AAV9.
· Développement de l'utilisation de différents sérotypes de vecteurs AAV dans différentes pathologies génétiques.
· De nombreuses présentations ont fait état de l’intégration des vecteurs rétroviraux dans les cellules souches hématopoïétiques, intervenant le plus souvent dans les régions intragéniques et pouvant être à proximité d’oncogènes.
· Mise en place d'un essai clinique de phase I/II pour les patients atteints de béta-hémoglobinopathies (P. Leboulch) par transfert du gène de la béta -globine, à l’aide de vecteurs lentiviraux, dans les cellules souches hématopoïétiques (HSCs) autologues, en collaboration avec E. Gluckmann. Cet essai devrait être initié avant la fin de l’année 2005 et devrait inclure 5 patients atteints de béta-thalassémie et 5 patients atteints de drépanocytose. La stabilité du vecteur a été améliorée par ajout d’éléments d'export nucléo-cytoplasmique de l'ARN non maturé. Ce nouveau vecteur est stable dans les HSCs de souris jusqu'à 7 mois après transfert, et 96% des cellules expriment le gène humain de la béta-globine. De plus, ce vecteur a été modifié (vecteur inactivé et ajout d’une séquence insulatrice) pour augmenter l’expression du transgène et réduire les risques d'oncogénicité (suivi jusqu'à 2 ans).
· Présentation par O. Danos des résultats de Généthon concernaient l'exon skipping chez les chiens GRMD, en injection locale ou en injection intraveineuse. Dans les deux cas, les biopsies observées 2 mois après l’administration du vecteur sont largement positives et montrent une forte expression de dystrophine tronquée. La mise en place d'un essai clinique de phase I est prévue chez les patients DMD avec le saut de l'exon 51.
· Plusieurs présentations et posters ont traité du développement de vecteurs non viraux en thérapie génique. Plusieurs posters ont également fait état de l'utilisation des siRNA.

Autres faits marquants 
Inhibition de la myostatine par injection de son propeptide, inhibiteur naturel de la myostatine, sous la forme d'un plasmide ou par un vecteur AAV8 recombinant via la veine de la queue (K. Foster, G. Dickson). 
L'injection du plasmide induit une augmentation de la masse corporelle et du muscle TA (18% à j7). L'utilisation d'un AAV8 recombinant induit également une augmentation de la masse corporelle, du muscle TA (25% à j28) et du muscle gastrocnemien (22% à j28). Par contre, l'injection du plasmide recombinant dans le muscle TA suivi d'électrotransfert induit une forte augmentation de la masse du muscle TA (31% à 4 semaines et 40% à 10 semaines) uniquement. Aucune augmentation de force spécifique n'est observée (pas d'augmentation du nombre de fibres).
Etat de l'avancé des travaux sur les chiens MPSI (modèle du syndrome de Hurler) par J.M. Heard. 
Des chiens MPSI ont été traités avec un vecteur AAV5 codant pour l'enzyme IDUA (alpha-L-iduronidase) injecté dans le cerveau. Les premiers résultats ayant démontrés une réaction immunitaire contre l’enzyme IDUA humaine ou canine, les animaux ont également reçu un traitement immunosuppresseur à base de cyclosporine (Cs) seule ou combinée avec du mycophenolate mofetil (MMF). Il s’est avéré que seuls les chiens ayant eut une forte immunosuppression présentaient une large diffusion du vecteur et une forte distribution de l'enzyme dans l'ensemble du cerveau, associées à une réduction significative des gangliosides dans le cerveau. Par contre les animaux ayant reçu une faible immunosuppression présentent une réponse immunitaire humorale et cellulaire. Chez l’Homme, la thérapie génique devra être associée à une forte immunosuppression ou à une immunotolérance contre le transgène.

Etat de l'art sur la transplantation de cellules souches adultes
(C. Verfaillie).
Ces cellules ont des propriétés d'autorenouvellement réduites, elles peuvent se différencier en différents types cellulaires mais ne sont pas multipotentes. Le scepticisme règne au regard de la plasticité de ces cellules : les études ne sont pas confirmées et les mécanismes cellulaires ne sont pas compris.

Les cellules MAPCs (Multipotent Adult Progenitor Cells) récemment décrites chez l’adulte sont dotées d’un potentiel proche de celui des cellules ES embryonnaires: issues de la moelle osseuse ces cellules sont multipotentes et ont un fort potentiel de prolifération. Maintenant isolées avec des protocoles plus performants, elles sont cytogénétiquement stables et ont un fort taux d'Oct4*. Ces avancées permettent à ces cellules de se différencier en différents types cellulaires, d'améliorer leur capacité de greffe et de se diviser un grand nombre de fois sans entrer en sénescence. Ces propriétés permettent également d'envisager la correction génétique de ces cellules (viral ou non viral). L'utilisation de ces cellules dans le traitement des pathologies génétiques pourrait être reconsidérée.

*La protéine OCT4 est un déterminant de la pluripotence des cellules ES, dont la quantité contrôle de façon très précise l’équilibre entre autorenouvellement et différenciation de ces cellules. La protéine OCT4 est également présente dans les cellules souches de type MAPCs.
Développement de différentes approches de thérapie génique dans les maladies rares chez l'animal en utilisant les vecteurs AAV. 
· Dans la polykystose rénale (PKD), l'utilisation d'un AAV recombinant de sérotype 2 est la plus performante à la fois in vitro et in vivo dans un modèle de souris (P. Wilson).

· Dans la phenylcétonurie (PKU), l'utilisation d'un AAV8 recombinant permet de transduire les cellules hépatiques de souris modèles, soit par la veine porte soit par la veine de la queue. Les auteurs ont observé une correction sur le long terme de l'hyperphenylalaninémie chez les animaux après une injection unique du vecteur (B. Thony).

· Dans la leucodystrophie métachromatique, l'injection d'un AAV5 recombinant dans le cerveau permet d'obtenir l'expression du trangène dans tout le cerveau jusqu'à 15 mois post-injection, dans les neurones mais aussi les astrocytes et la microglie. L'expression du transgène prévient le développement des symptômes neuropathologiques, à l'exception des troubles de l'audition. L'injection du vecteur dans les cellules de la cochlée permet d'améliorer les performances auditives (C. Sevin).

Analyse des sites d'intégration des rétrovirus et risques oncogèniques
· Dans un essai clinique de la granulomatose chronique, plus de 700 sites d'intégration ont été étudiés dans les granulocytes génétiquement modifiés chez 2 patients traités. L'intégration dans des loci spécifiques, incluant MDS/Evi1, n'est pas aléatoire. Elle a lieu dans des régions codantes et est concentrée à des sites communs d'insertion (M. Schmidt). Paradoxalement, il semble que l’intégration ai permis l’activation de gènes de croissance, permettant ainsi une expansion des cellules in vivo qui a aidée au succès de la thérapie (M. Grez).

· Mise en place d'un test in vivo chez la souris pour l'étude des sites d'insertion des rétrovirus associés à un risque de leucémie (M.H. Brugman). Des animaux transplantés avec des cellules de moelle osseuse transduites avec un vecteur MLV codant pour la GFP ont été suivis jusque 342 jours après transplantation. Ces souris présentent un risque oncogénique élevé, d'une fréquence de 4x10-7 évènements par cellule transduite, qui peut être encore plus élevé dans le cas de prolifération intensive. L'analyse indique une intégration à proximité de gènes impliqués dans le signaling et le cycle cellulaire. Les insertions les plus fréquentes ont lieu dans les gènes Evi1, RNA-binding protein PCPB1 et Bcap29. Ce modèle mis en place pour l'évaluation des risques oncogéniques liés à l'intégration des rétrovirus, est en cours de développement pour évaluer les risques d'insertion des rétrovirus et lentivirus.

· Etude à grande échelle des sites d'insertion chez 6 patients SCID-X1 traités depuis 2001, à Londres, avec un vecteur MLV de pseudotype GALV codant pour le gène de la chaîne gamma. Plus de 400 sites uniques d'intégration ont été caractérisés, aucun ne l'a été dans l'oncogène LMO2 (A. Deichmann). Aucune prolifération maligne n'est détectée chez ces patients. Les sites d'intégration ne sont pas aléatoires et sont le plus souvent dans des régions intragéniques, en 5’ du gène, à proximité du site de transcription. Une intégration préférentielle est observée près des gènes codant pour des kinases ou des transférases.

Micro RNA
· Etude intégrative de l'expression des miRNA chez l'homme (I. Bentwich, Rosetta Genomics). Cette étude suggère un total d'environ 1000 miRNA chez l'homme. Une modification de l'expression des miRNA est observée dans les cancers et au cours de la régénération du foie. Au cours de la différenciation, cellules hESCs, les miRNA modifient également leur profil d'expression. Cette étude conclue au rôle important des miRNA dans le cancer et le développement cellulaire. Ils seraient le support d'un code de différenciation cellulaire.

· Mise au point d'une série de siRNA pour déréguler (knock down) l'expression de la dystrophine dans des cultures de cellules musculaires de souris (M.M.G. Seno, G. Dickson). L'analyse transcriptomique par DNA arrays est en cours. Mise au point d'un vecteur AAV6-shDNA dirigé contre la dystrophine. La transduction du muscle TA avec ce vecteur recombinant abouti, à 20 semaines après transduction, à un phénotype équivalent à celui observé chez les animaux mdx : absence de dystrophine et de dystroglycanes.

Vecteurs viraux
· Mise en place d'une nouvelle méthode de culture et sélection de cellules de moelle osseuse après transduction par un vecteur rétroviral de type SIN (Self Inactivating) (U. Modlich). L'utilisation de vecteurs rétroviraux de type SIN réduit le risque d'insertion mutationnelle dans les cellules hématopoïétiques.

· Développement et optimisation de nouveaux vecteurs AAV (L.H.Vanderberghe, J. Wilson). L'analyse phylogénétique de plus de 100 AAV issus de primates, a permis d'établir une corrélation entre caractéristiques structurales et fonction. Pour optimiser les performances de plusieurs AAV non caractérisés, des mutations de résidus amino-acides critiques ont été réalisées. Ceci à permis d'obtenir un gain de fonction pour environ 20 vecteurs (types A, B, C, D, E, F) : tropisme, packaging, titre de production. Pour une utilisation clinique, des tests d'efficacité de transduction, de toxicité, de facilité de production et immunologique désigneront les vecteurs candidats potentiels.

· Utilisation de vecteur lentiviraux dans la rétine, exprimant le gène RPE-65, pour le traitement des rétinopathies chez la souris (Y. Arsenijevic).
Vecteurs non-viraux
· Construction de facteur de transcription basé sur l'utilisation d'un domaine à doigt de zinc (P.D. Gregory). Un domaine de liaison à l'ADN basé sur une protéine à doigt de zinc (ZFP) assure la reconnaissance d'un site spécifique sur l'ADN. Ce domaine est couplé à un domaine d'intérêt (activation, répression, silencing, etc.). Application à la création d'un facteur de transcription ZFP couplé au phospholambane pour le traitement de certaines cardiomyopathies.

· Utilisation du transposon Sleeping beauty comme vecteur de thérapie génique (M. Hocquemiller). L'insertion spécifique du transposon à un locus ou dans une région chromosomique est obtenue en fusionnant à la transposase un domaine protéique spécifique de liaison à l'ADN. Il n'y a pas de taille maximale du transgène ainsi véhiculé, mais l'efficacité de la transposition diminue avec la taille de l'élément à transposer. L'efficacité de la transposition est de l'ordre de 10%, ceci est due à la perte des transposons dans le génome humain au cours de l'évolution et la mise en place de mécanismes cellulaires qui diminuent l'efficacité de la transposase.

· Suivi par RMN de l'électrotranfert de gène dans le muscle de rat (D. Scherman). L'électrotransfert après injection de Gd-DOTA comme agent de contraste dans le muscle TA permet de visualiser par RMN la quantité de Gd-DOTA électroporé en fonction de l'intensité du champ électrique appliquée. La RMN permet également de visualiser la modification du tissu (paramètre T2, temps de relaxation de l'eau) et le degré de nécrose du muscle. En application clinique, cette méthodologie non invasive permet d'envisager la co-injection d'un plasmide thérapeutique et d'un agent de contraste.
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