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Paris, le vendredi 06 novembre 2009

Information presse

Succes dans le traitement de I'adrénoleucodystrophie par greffe de cellules
souches porteuses d’un nouveau vecteur de thérapie génique.

Deux enfants atteints d'une maladie cérébrale mortelle, I'adrénoleucodystrophie
(ALD), ont été traités avec succeés grace a un nouveau vecteur de thérapie génique.
Plus de deux ans aprés le début du traitement, la progression de leur maladie a été
arrétée, et aucun effet secondaire n'a été observé jusqu’ici. Les résultats de cet essai
clinigue mené par des équipes de recherche francaises associant |'Inserm,
I’Assistance Publique Hbpitaux de Paris et I'Université Paris-Descartes viennent d’étre
publiés dans la revue Science datée du 6 novembre 2009. Cette premiére concrétise
les espoirs placés dans I'utilisation de vecteurs de thérapie génique dérivés du virus
VIH (lentivirus) pour une application thérapeutique chez ’lhomme.

L'’ALD est une maladie génétique rare du groupe des leucodystrophies. Sa forme la plus
grave et la plus fréquente entraine une destruction de la myéline du cerveau et touche aussi
bien des enfants que des adultes. Le traitement, initié en 1989 par Patrick Aubourg et Pierre
Bougneéres avec Claude Griscelli (hdpital Necker-Enfants Malades) repose sur I'allogreffe de
moelle osseuse, mais reste limité par le manque de donneurs compatibles et le risque de
complications graves.

La nouvelle approche consiste a greffer les propres cellules de moelle osseuse du patient
aprés traitement par thérapie génique sans recourir a un donneur, évitant ainsi les
complications de la greffe. Les cellules souches de la moelle osseuse sont prélevées, puis
corrigées par transfert d’'une version fonctionnelle du géne déficient a I'aide d'un vecteur de
thérapie génique dérivé du virus VIH modifié et inactivé. Les cellules ainsi corrigées sont ré-
injectées aux patients comme aprés une greffe classique ; elles vont gagner la moelle
osseuse et certaines, par un mécanisme naturel, vont se diriger vers le cerveau du patient et
y jouer leur réle correcteur.

Cet essai thérapeutique est I'aboutissement d’'une recherche menée par Nathalie Cartier,
directrice de recherche a I'lnserm, et Patrick Aubourg, Professeur de Neurologie Pédiatrique
a I'ndpital Saint-Vincent de Paul, Université Paris-Descartes depuis 16 ans. « Les deux
patients traités vont bien : la progression de la maladie s’est arrétée quelques mois apres
'auto-greffe », expligue Nathalie Cartier. Les patients ont été transférés du service
d’Endocrinologie et Neurologie Pédiatrique de Pierre Bougnéres et Patrick Aubourg a
I'hépital Saint-Vincent de Paul dans les services de Marina Cavazzana et Alain Fischer a
I'hépital Necker-Enfants Malades pour le traitement des cellules avec le vecteur de thérapie
génique et l'auto-greffe. L’essai clinique a été mené ensuite dans le service d’Endocrinologie
et Neurologie Pédiatrique de I'H6pital Saint-Vincent de Paul.



Une analyse innovante des événements génomiques dans les cellules corrigées a été
réalisée par I'équipe de Christof Van Kalle (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg,
Allemagne). « Méme s'il faut rester prudent, cette analyse montre que nous n'avons pas de
raison particuliére de redouter un effet délétere lié a l'insertion du vecteur lentiviral dans le
génome. » poursuit Nathalie Cartier. « C’est la premiére fois que I'on traite avec succes une
maladie grave du cerveau par thérapie génique, ce qui donne un nouvel élan pour le
traitement des maladies humaines par ce type d’approche» ajoute Patrick Aubourg.
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Cellules microgliales : ce sont ces cellules,
issues des cellules souches de la moelle
osseuse, qui vont aller jouer un réle correcteur
dans les cerveaux des patients

Un succes scientifique, porté par un réseau de partenaires

Ces résultats illustrent le succes du transfert des connaissances de la recherche
fondamentale vers la clinique.

Ces recherches ont été réalisées grace une collaboration exemplaire entre I'lnserm et
I'’Assistance Publique des Hépitaux de Paris’. Le projet a été constamment soutenu par ELA
(Association Européenne contre les Leucodystrophies), I'association des patients atteints de
leucodystrophie, et 'AFM (Association Francaise contre les Myopathies, organisatrice du
Téléthon).

Pour Guy Alba, président fondateur de I'association et parent d'un enfant atteint
d’adrénoleucodystrophie (ALD): « Grace a l'action des enfants dans les écoles et a la
mobilisation de nombreux donateurs et partenaires, Zinédine Zidane en téte, ELA est le
premier financeur des recherches sur I'ALD faites au niveau national et international. Sans
négliger d'autres voies de recherche, nous avons soutenu la thérapie génique de I'ALD et
'équipe du Pr Aubourg. Aujourd’hui nous sommes d’autant plus fiers du résultat que cette
approche ouvre des perspectives de traitement pour d’autres maladies plus fréquentes. ELA
va renforcer son effort financier pour faire bénéficier tous les malades de cette découverte,
tout en continuant a accompagner les familles au quotidien, comme elle le fait depuis 17
ans. »

“ Cet essai financé conjointement par I'lnserm et I'AP-HP a été mené dans le cadre des Programmes
Hospitaliers de Recherche Cliniqgue (PHRC) du Ministére de la Recherche et de la DHOS.
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Eléments sur la thérapie génique et la thérapie cellulaire

La thérapie génique et la thérapie cellulaire sont deux champs complémentaires de la
recherche biomédicale ayant des buts thérapeutiques similaires. Ces deux approches ont
pour stratégie de suppléer une déficience (génétique ou cellulaire) en introduisant une
version saine de I'élément concerné. La thérapie génétique peut étre définie comme
l'introduction de matériel génétique (généralement de I’ADN contenu dans un virus rendu
inoffensif) dans les cellules du patient pour traiter une maladie. La thérapie cellulaire
consiste, quant a elle, a transplanter des cellules entieres a un patient pour traiter la maladie
(par exemple lors d’'une greffe de moelle osseuse, ou méme une transfusion sanguine). La
greffe de cellules d’'un organe donné produites a partir de cellules souches semble
particulierement prometteuse dans la perspective de traitement « réparateur » d’organe, y
compris du cerveau et de la moelle épiniére.

Pour certaines maladies, comme l'adrénoleucodystrophie, ou les déficits immunitaires
combinés séveres (DICS), une combinaison de thérapies génique et cellulaire est utilisée. La
modification des cellules des patients par du matériel génétique (phase de thérapie génique)
se fait alors ex-vivo, aprés préléevement des cellules. Les cellules sont ensuite re-
transplantées au patient (phase de thérapie cellulaire). Le méme type de combinaison est
également développé pour le traitement de certains cancers par modification par thérapie
génique de lymphocytes des patients.
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génique et autogreffe de cellules souches dans le traitement de I'adrénoleucodytrophie.




Faits marquants de la thérapie génique

1980 : Martin Cline (UCLA, Etats-Unis), contre les recommandations du NIH, tente de traiter
deux patients atteints de beta-thalassémie (maladie génétique affectant la synthese de
I'hémoglobine) et déclenche un débat public sur la thérapie génique.

1989 : Steven Rosenberg (National Cancer Institute, Bethesda, Etats-Unis) démontre que
I'injection chez des patients de cellules dans lesquelles un géne a été apporté par un
rétrovirus n’est pas toxique.

1990 : William French Anderson et R. Michael Blaese (NIH, Etats-Unis) traitent deux enfants
atteints de déficit combiné sévére par déficit en adénosine désaminase (DICS-ADA). lIs
utilisent un rétrovirus murin dérivé du MLV (virus de la leucémie murine de Moloney) pour
corriger leurs lymphocytes. En 1993, R. Michael Blaese et Donald Kohn utilisent le méme
vecteur pour traiter des cellules issues de cordon ombilical des patients. La FDA (I'agence
responsable de la sécurité des médicaments aux Etats-Unis) n'autorise cependant pas la
myéloablation associée (élimination des cellules de moelle osseuse malades du patient
avant de réinjecter les cellules corrigées) et les résultats sont mitigés.

1999 : Jim Wilson (University of Pennsylvania, Etats-Unis): 17 patients atteints d'une
maladie métabolique du cycle de I'urée mortelle (déficience en ornithine transcarbamylase)
sont traités par injection d’adénovirus contenant le géne thérapeutique. Jesse Gelsinger, le
18° patient traité, décede suite a l'injection d’'une dose trop élevée et au non respect des
criteres d’inclusion dans l'essai.

2000 : Suspension provisoire de tous les essais de thérapie génique aux Etats-Unis par la
FDA.

2000 : Alain Fischer et Marina Cavazanna-Calvo (Université Paris-Descartes et Inserm,
Paris, France) utilisent un rétrovirus dérivé du MLV pour traiter avec succes les cellules de
moelle osseuse d’enfants atteints d’'un déficit immunitaire combiné sévere lié a I'X (DICS-X).
20 « enfants-bulles » ont été traités en France et en Angleterre (par Adrian Trasher) depuis.

2002 : Un des patients DISC-X traités est atteint d’'une leucémie causée par l'insertion du
gene thérapeutique pres d’'un géne impliqué dans les cancers. Parmi les 20 enfants traités
en France et en Angleterre, 5 développeront une leucémie. Un seul patient décédera de
complications de sa leucémie. Sur ces 20 patients traités, 17 vont toujours bien et
bénéficient des effets du traitement.

2005 : Début des essais de thérapie génique en France dans l'adrénoleucodystrophie
(Nathalie Cartier et Patrick Aubourg, Université Paris-Descartes et Inserm) et la beta-
thalassémie (Philippe Leboulch, Université Paris Xl et Inserm) utilisant un lentivirus dérivé du
virus HIV.

2006 : Premiers résultats d’'un essai de thérapie génique dans le SIDA en utilisant un vecteur
de thérapie génique dérivé du virus HIV lui-méme pour introduire un géne thérapeutique
dans les lymphocytes de patients atteints de SIDA (Boro Dropulic, University of
Pennsylvania, Etats-Unis). Aucun effet secondaire lié a l'utilisation de ce nouveau vecteur
n'est observé.



2007 : Premiers résultats encourageants d’'un essai de thérapie génique intracérébrale dans
la maladie de Parkinson avec un vecteur AAV (associé aux adénovirus) (Matthew During,
Cornell University, Etats-Unis). D’autres essais similaires reposant sur l'administration
intracérébrale de vecteur AAV ou de vecteur lentiviral équin sont en cours aux Etats-Unis et
en Europe.

2008 : Premiers résultats encourageants de thérapie génique avec un vecteur AAV dans une
maladie héréditaire sévere de la rétine (R. Ali, University Cllege London, Angleterre).
D’autres essais similaires avec des vecteurs AVV ou lentiviraux équins sont en cours aux
Etats-Unis et en Europe.

2009 : Alessandro Aitu et Maria Roncarolo (San Raffaele scientific institute, Milan, Italie)
confirment les effets bénéfiques a long terme sans complications de la thérapie génique
chez 10 enfants atteints de DICS-ADA.

Essais en cours en France

Trois essais cliniques utilisant la thérapie génique sont actuellement en cours en
France pour des maladies génétiques. lls visent I'adrénoleucodystrophie, la beta-
thalassémie et une forme de myopathie (Gamma-Sarcoglycanopathie). D’autres essais vont
débuter bientbt pour lutter contre les déficits immunitaires (Wiskott-Aldrich, DICS-X), une
forme grave de rétinite pigmentaire (RP65), la myopathie de Duchenne, la maladie de
Parkinson, la maladie de San Filippo et la leucodystrophie métachromatique.

Quelques chiffres sur les essais cliniques en thérapie génique

Depuis 1989, 1537 essais chez ’homme ont été menés dans le monde.
* 64,6 % contre des cancers.

* 8,9% contre des maladies cardiovasculaires.

* 8,1% contre des maladies monogéniques.

Source: http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/

Vecteurs utilisés en thérapie génique

Rétrovirus :

On distingue les lentivirus, dérivés du virus HIV, utilisés par exemple dans la thérapie
génique de l'adréleucodystrophie et la beta-thalassémie, des rétrovirus murins, dérivés du
virus MLV (virus de la leucémie murine de Moloney) utilisés par exemple dans les déficits
immunitaires sévéres. Les rétrovirus sont composés d’ARN qui doit étre rétrotranscrit en
ADN lors de son arrivée dans la cellule. Ces vecteurs sont dits « intégratifs » puisque 'ADN
rétrotranscrit s'insére dans le génome de la cellule infectée. Les lentivirus ont une efficacité
beaucoup plus importante que les rétrovirus murins pour corriger des cellules souches
hématopoiétiques.

Virus associés aux adénovirus (AAV) :

Ces virus, non pathogeénes a I'état naturel, sont de plus en plus utilisés en thérapie génique.
lls ne s’integrent pas dans I'ADN du patient, mais permettent seulement de transférer des
genes de petite taille. Différentes versions de ces virus permettent de cibler des types de
cellules particuliers (neurones, cellules de la rétine, cellules du foie). Ces vecteurs ne



permettent pas cependant d’introduire un géne thérapeutique dans des cellules qui ne se
divisent pas comme les cellules souches hématopoiétiques.

Nouvelles approches :

De nouvelles approches de thérapie génique sont également en cours d’évaluation et
consistent a faire une « réparation » du géne, en utilisant par exemple des molécules ARN
« doigt de zinc » qui sont de véritables « ciseaux moléculaires » permettant de corriger un
gene défectueux ou d'introduire un gene thérapeutique.

La possibilité de transformer des fibroblastes de peau en cellules souches (iPS) ouvre des
possibilités d'une utilisation beaucoup plus large des cellules souches a visée réparatrice et
d’'une maniere générale pour des essais de thérapie génique et cellulaire combinées.



Eléments sur I'adrénoleucodystrophie

Les leucodystrophies regroupent un ensemble de 23 maladies héréditaires
différentes qui se caractérisent par une anomalie de formation ou de maintien de la myéline
dans le cerveau et la moelle épiniere. La myéline constitue la « substance blanche » et
enveloppe les fibres nerveuses (axones) a la maniere d’'une gaine en plastique d'un céable
électrique : c'est elle qui permet la bonne conduction des messages nerveux. La myéline est
fabriquée par une cellule spécialisée appelée « oligodendrocyte ». D’'autres cellules du
cerveau jouent également un réle dans la formation et le maintien (c’est-a-dire I'intégrité) des
gaines de myéline, celles-ci une fois formées.

L’adrénoleucodystrophie est la plus fréquente des leucodystrophies (1 pour 20 000
naissances). Elle fait partie des premiéres maladies héréditaires dont le gene a été identifié
par la technique de « clonage positionnel » en 1993.

La manifestation la plus redoutable en est une destruction foudroyante de la myéline
du cerveau qui touche des garcons entre 5 et 12 ans et des adultes vers 30 ans. En
gquelques mois, cette destruction conduit a la perte de toutes leurs fonctions intellectuelles,
motrices et sensorielles et a un déces rapide. La seule forme de traitement possible de ces
formes cérébrales gravissimes d’adrénoleucodystrophie est la greffe de moelle osseuse, a
condition de pouvoir la faire trés tét, dés I'apparition des premiéres anomalies de la myéline
gue l'on peut détecter par une IRM cérébrale. Tous les patients candidats a la greffe de
moelle osseuse ne peuvent cependant étre traités, faute de donneurs ou de présence de
sang de cordon compatible dans les banques (en effet, les cellules souches nécessaires
pouvant aussi étre extraites du sang de cordon ombilical). La greffe de moelle osseuse
comporte par ailleurs des risques d’échec (rejet, réaction de greffon contre I'hote) et de
mortalité (15-20% chez I'enfant et proche de 40% chez l'adulte) importants. D’ou l'idée de
prendre les propres cellules de moelle osseuse du patient et de les corriger
« génétiquement » avec un vecteur de thérapie génique avant de les réinjecter au patient lui-
méme.

Une autre forme d’adrénoleucodystrophie se caractérise par une atteinte de la moelle
épiniére chez les hommes adultes et plus de 65% des femmes conductrices de la maladie
(on appelle cette forme d’adrénoleucodystrophie « adrénomyéloneuropathie »). Des
recherches sont actuellement en cours pour comprendre pourquoi certains patients
développent une forme tres sévére avec atteinte cérébrale alors que d'autres ne sont
touchés que plus tardivement au niveau de la moelle épiniére. L'atteinte de la moelle
épiniére dans I'adrénomyélioneuropathie conduit a une paralysie des 2 jambes en quelques
années. Etant donné que les risques de mortalité liés au rejet de la greffe de moelle osseuse
chez l'adulte sont beaucoup plus importants que chez l'enfant, ce traitement n’'est pas
proposé aux patients atteints d’adrénomyéloneuropathie. Un ensemble d’éléments cliniques
et expérimentaux laissent envisager la possibilité a moyen terme d'étendre la thérapie
génique aux patients, hommes ou femmes, atteints d’adrénomyéloneuropathie.

Il est enfin envisagé trés sérieusement de dépister I'adrénoleucodystrophie dés la
naissance. Un programme pilote de dépistage est en cours aux Etats-Unis et pourrait étre
mis en ceuvre en France et dans d’autres pays européens prochainement. Ce dépistage
ouvrirait la possibilité de traiter tous les patients, garcons ou filles, avant que ne survienne
une atteinte neurologique irréversible. Et donc d’éradiquer en quelque sorte cette redoutable
maladie.

L'association ELA regroupe toutes les familles concernées par les leucodystrophies,
'adrénoleucodystrophie y compris. A travers sa Fondation, elle stimule et finance trés
activement au plan international les recherches dans le domaine des leucodystrophies.

Les patients atteints de leucodystrophie sont spécifiquement pris en charge en
France dans un Centre de Référence de Maladies Rares a Paris (Pr. P. Aubourg, Hépital
Saint-Vincent de Paul) et & Clermont-Ferrand (Pr. O. Boespflug).



Présentation de l'unité U745

L'unité Inserm UMR745 « Génétique et biothérapies des maladies dégénératives et
prolifératives du systéme nerveux » est localisée sur le site de I'Université Paris-Descartes a
la Faculté de Pharmacie des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques.

Cette unité de recherche regroupe 22 personnes dont 8 chercheurs et enseignants-
chercheurs, 5 ingénieurs/techniciens de recherche, et 6 post-doctorants et doctorants. La
stratégie scientifique de l'unité s’inscrit dans une démarche de lutte contre plusieurs
maladies génétiques graves du systéme nerveux, et sources de handicaps séveres et de
mortalité précoce :

= les leucodystrophies (maladies héréditaires de la myéline du systeme nerveux
central) ;

= la neurofibromatose de type 1 ;
= la maladie d’Alzheimer.

Dans cet objectif, sont développées de maniere intégrée :

= des interventions thérapeutiques centrées autour de la thérapie génique (validation
sur des modéles animaux pertinents, conception de vecteurs thérapeutiques, mise en
ceuvre pré-clinique et surtout clinique de ces approches chez I'homme) qui
concernent deux leucodystrophies (I'adrénoleucodystrophie, la leucodystrophie
métachromatique) et la maladie d’Alzheimer ;

*= une plateforme de criblage de molécules en phase Il pour traiter une complication
redoutable de la neurofibromatose de type 1 : les neurofibrosarcomes ;

» des études visant a mettre en évidence des variants génétiques influencant
I'expression phénotypique des leucodystrophies et de la neurofibromatose de type 1.

L'unité U745 entretient des contacts tres étroits avec les services cliniques des hépitaux
Saint-Vincent de Paul (neurologie pédiatrique-Centre de Référence pour les
leucodystrophies), Henri-Mondor (dermatologie, Centre de Référence pour la
neurofibromatose de type 1) et interagit en Europe comme aux Etats-Unis avec toutes les
structures hospitaliéres et académiques impliquées dans les leucodystrophies.

Une partie des projets concernant les leucodystrophies et la maladie d’Alzheimer sont
développés en étroite collaboration avec plusieurs centres internationaux de recherche (MIT
aux Etats-Unis, Instituts Max Planck en Allemagne, TIGET-HSR en Italie, AMC aux Pays-
Bas, Ibidell en Espagne).



Biographies de Nathalie Cartier et Patrick Aubourg

Le Dr Nathalie Cartier, pédiatre, est Directeur de
Recherche a I'Inserm et pilote actuellement le groupe
Biothérapies dans le laboratoire Inserm U745 dirigé par
Patrick Aubourg.

Apres son internat en médecine des Hbépitaux de Paris, elle
effectue un stage post-doctoral dans le laboratoire dirigé par
Axel Kahn, a I'Institut Cochin durant lequel elle développe
les premiers modeéles d’animaux transgéniques nécessaires
aux recherches en oncogenese. Elle rejoint alors en 1993 le
laboratoire de Pierre Bougneres (Inserm) pour travailler
avec Patrick Aubourg sur le géne impliqué dans
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