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Introduction

Reconnues comme avancées majeures des biotechnologies au début
du 21eéme siecle, les cellules CAR-T et les ciseaux moléculaires CRISPR
étaient au coeur des conférences en 2010-15.

Ces technologies ont été découvertes a différents moments et
développées indépendamment pendant ces dernieres années et,
plus récemment, on trouve des études qui les combinent.

Qu’en est-il aujourd’hui ? Faisons le point.
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CRISPR

CRISPR est considéré comme la plus grande
découverte de biotechnologie du siecle.
Cet outil a déja révolutionné la recherche
en laboratoire en rendant plus facile I'étude
des maladies et plus rapide la découverte
de médicaments et est en passe d’'impacter
significativement la production industrielle
basée sur les microorganismes.

Les CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats),
sont des familles de séquences répétées
dans I’ADN. Ces répétitions se rencontrent
dans les lignées d’archées et de bactéries,
mais nont pas encore été observées chez
les eucaryotes. Les séquences intercalées
entre ces palindromes sont souvent des
morceaux d’ADN de bactériophages.

Régulierement utilisé avec Cas9 (CRISPR
associated protein 9), une endonucléase
d’ADN guidée par ARN qui est utilisée pour
détecter et couper '’ADN étranger. (Fig. 1)

Tandis qu’au cours des vingt derniéres
années, beaucoup de chercheurs ont
contribué, petit a petit, a développer cette
technologie, deux parties prenantes sont
souvent citées comme étant les acteurs
clés ayant rendu la technologie accessible

Genomic DNA
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a la communauté scientifique, a savoir
Emmanuelle Charpentier de [I'Université
suédoise d’Umea et Jennifer Doudna de
'Université de Californie a Berkeley d’'une
part et Feng Zhang du Broad Institute
associé a Harvard et au MIT d’autre part
[1,2].

|l estimportant de rappeler que CRISPR n’est
pas le premier outil permettant d’éditer ’ADN
dans toutes sortes d’organismes. D’autres
technologies ont été largement utilisées
auparavant les TALENs (Transcription
activator-like effector nucleases) et les ZFNs
(Zinc finger nucleases). Mais les CRISPR ont
I'avantage d’étre trés facile et plus rapide a
utiliser étant donné qu’une méme molécule
Cas9 peut étre dirigée vers n'importe quelle
séquence en fournissant simplement une
molécule d’ARN guide.

Depuis 2013, beaucoup d’études rapportent
I'utilisation de la technologie CRISPR-Cas9
in vivo.

D’abord  utilisé chez le  zébrafish
comme modele pour une meilleure
compréhension des cancers et des maladies
cardiovasculaires, puis chez la drosophile
qui est également un excellent modéle
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et permet I'étude de maladies humaines
neurodégénératives telles que Parkinson
et Alzheimer [3]. Par la suite, loutil a
également été utilisé chez les mammiféres
(souris, porc, singe) [4,5].

Dans le végétal, l'utilisation de CRISPR
permet de faire de la recherche sans que
I'organisme modifié soit considéré comme
un OGM (étant donné que cette technique
n’introduit pas de génes étrangers d’autres
espéces mais corrige 'ADN).

Ces différentes études ont permis de mieux
comprendre la fonction d’un géne d’intérét,
surtout celui qui est responsable d’une
maladie ou celui qui permet a une récolte
d’avoir de meilleurs rendements ou de
survivre dans des conditions climatiques
plus rudes [6].

En Chine, des chercheurs ont méme annoncé
en avril 2015, puis en février 2016 et avril
2017, avoir modifié le génome d’embryons
(ceux-ci n'ont pas été réimplantés).
Cependant, la loi francaise interdit toute
modification germinale du génome, c’est-a-
dire transmissible a la descendance, car ceci
souléve un probleme éthique.
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Figure 1: A - Combinaison de crARN (CRISPR ARN) et I’ARN guide (gauche) vs sgARN chimérique (single guide ARN)
B - Plasmide CRISPR Cas9 comprenant un NLS (nuclear localisation pour utilisation chez eurcaryotes sequence)

[2]
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L'une des applications médicales les plus
attendues avec CRISPR est la correction au
sein de 'organisme d’anomalies génétiques
responsables de maladies graves. CRISPR
a déja été utilisé avec succés in vivo chez
des souris ou rats modélisant des maladies
génétiques graves. Dans ces études, les
symptdémes des animaux modeéles ont
pu étre partiellement soulagés grace a
la correction génétique par CRISPR de la
mutation au sein des organes touchés.
Néanmoins, l'acheminement de CRISPR
dans les cellules pathologiques reste
une difficulté. A cet obstacle s’ajoute le
risque d’effets indésirables de CRISPR, qui
constitue un frein majeur au développement
clinique. Il est indispensable de s’assurer
que le systeme n’effectue pas de coupures
non spécifiques dans I'ADN qui soient
préjudiciables pour 'organisme. L’évaluation
de ces coupures non spécifiques et
des  réarrangements  chromosomiques
potentiels a progressé mais malgré ces
avancées, il n’y a pas encore d’essai clinique
de correction génétique in situ impliquant
I'outil CRISPR [7].

Outre ces approches classiques de
thérapie génique in vivo, CRISPR se greffe
également a des approches ex vivo, ou des
cellules de patients sont isolées, modifiées
génétiquement en laboratoire avec CRISPR
de maniere spécifique a chaque patient,
puis réinjectées dans l'organisme. Avec
les approches ex vivo, lefficacité de la
modification génétique et I'absence d’effets
néfastes peuvent ainsi étre vérifiées avant
de réintroduire ces cellules-médicaments
chez les patients [8].

Adaptation of bacterial CRISPR-Cas9 system for gene editing

ewprassion from plasmid
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Des études cliniques ont ainsi débuté. En
Suisse, la société CRISPR Therapeutics
cofondée par Emmanuelle Charpentier, a
récemment annoncé que le premier essai
clinigue mené avec CRIPSR en Europe
allait débuter en 2018. Sa cible sera la
béta-thalassémie, maladie génétique de
I’hémoglobine, utilisant une approche ex vivo
ou les cellules souches hématopoiétiques
du patient sont génétiquement modifiées a
I’extérieur du corps du patient. (Fig. 2)

Le deuxieme essai concerne une maladie
congénitale de [I'ceil. Initialement prévu
en 2017, il a été retardé. Il sera réalisé par
Editas, la société de Jennifer Doudna qui
travaille en paralléle sur la drépanocytose,
la béta-thalassémie et la mucoviscidose.

CRISPR est également utilisé comme outil
diagnostic.

Les équipes de Feng Zhang du Broad
Institute associé a Harvard et au MIT
ont développé la plateforme SHERLOCK
(Specific  High  Sensitivity  Enzymatic
Reporter UnLOCKing).

SHERLOCKV2 peut détecter TARNsb du virus
Dengue ou Zika ainsi que des mutations
dans les échantillons de biopsie liquide du
patient par flux latéral, mettant en évidence
son potentiel en tant que plateforme de
détection multiplexable, portable, rapide et
quantitative des acides nucléiques [9].

Les équipes de Jennifer Doudna ont une
approche similaire avec CRISPR-Casl2a
(Cpfl) et ont créé la méthode DETECTR
(CRISPR Trans Reporter) qui permet une
détection rapide et spécifique du virus du

Ex-vivo applications
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Figure 2 : Approche in vivo et ex vivo

papillome humain dans les échantillons de
patients, fournissant ainsi une plateforme
simple pour le diagnostic moléculaire [10].

Encancérologie, CRISPRest particulierement
intéressant dans le cadre des thérapies
cellulaires CAR-T, des cellules immunitaires
spécifiqgues reprogrammeées pour cibler
et éliminer des cellules cancéreuses du
systeme immunitaire.

La production des CAR-T se fait en isolant
puis en reprogrammant génétiquement in
vitro certaines cellules immunitaires issues
du patient pour ensuite lui réinjecter ce
«médicament» sur mesure (approche ex
vivo). Jusqu’a présent, le remaniement
génétique des CAR-T reposait sur d’autres
outils d’ingénierie  génétique (TALEN
notamment) et la venue de CRISPR promet
de faciliter le développement de cette
approche et notamment son application a
d’autres types de cancers.

Le bureau européen des brevets a accordé
a Cellectis le premier brevet pour utiliser la
technologie CRISPR dans les cellules T le 2
janvier 2018. Ce brevet couvre I'utilisation
des versions Cas9 et Cpfl de CRISPR dans
I’édition génétique des cellules T jusque
2034, toute entreprise souhaitant utiliser
cette technologie a donc besoin d'une
licence de Cellectis. Depuis, Cellectis a
annoncé le dépot d’un deuxiéme brevet le
13 février 2018.

In-vivo applications

[8]
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Cellulles CAR-T

Durant les derniéres décennies, notre
compréhension du rbéle du systeme
immunitaire dans les cancers a

considérablement évolué au méme titre que
les technologies pour purifier et manipuler
certaines cellules immunitaires spécifiques
dans le but de traiter ces maladies.

Pour rappel, les cellules CAR-T sont le fruit
de I'intensité de recherche sur le systéeme
immunitaire et le cancer. Cest a la fin des
années 1980 que Gross et son équipe ont
décrit la possibilité de dessiner et rediriger
la spécificité des lymphocytes T par le
complexe  majeur  d’histocompatibilité
(CMH), en faisant exprimer un récepteur T
chimérique composé d’une partie constante
de récepteur T, fusionné au fragment
variable d’'une immunoglobuline [11].

Anti-CD19
CAR construct

D19

Figure 3: Construction cellule CAR-T anti CD19

Plusieurs stratégies d’immunothérapie sont
envisageables, I'une d’entre elles consiste a
« éduquer » des lymphocytes T autologues
afin gu’ils reconnaissent spécifiquement
les cellules tumorales et sattaquent a
elles. Les lymphocytes T prélevés chez un
patient atteint d’'un cancer métastatique
sont cultivés et modifiés génétiquement ex
vivo pour leur faire exprimer un récepteur
antigénique chimérique (Chimeric Antigen
Receptor ou CAR). (Fig. 4)

Ce récepteur est concu de telle maniere que
sa partie extracellulaire puisse reconnaitre
un antigéne tumoral le plus spécifiguement
possible afin déviter les effets néfastes
sur d’autres organes du patient. La partie
intracellulaire va, elle, se charger de
I’activation des lymphocytes aprés fixation
sur les cellules cancéreuses : elle se compose
de plusieurs domaines d’activation et de
co-activation pour les cellules CAR-T de
seconde génération [12,13].

Plus récemment, des cellules CAR-T de 4¢éme
génération sont utilisées, elles combinent
un CAR de seconde génération avec une
cytokine pro-inflammatoire (IL-12) [14].

Il est également possible d’avoir recours
a un donneur allogénique mais dans ce
cas, méme si le donneur est choisi pour
sa relative compatibilité, il est impératif
de détruire le systéme immunologique du
patient receveur pour éviter le rejet.

Les traitements exploitant ces cellules
CAR-T sont plus avancés dans le domaine
des cancers liquides.

Antibody-coated
beads
T-cell activation/

transduction

®

Modified T-cell

La plupart des données cliniques utilisant
la thérapie basée sur les cellules CAR-T
ont été générées avec l'antigene CD19, une
protéine exprimée a la surface de presque
tous les lymphocytes B sains ou cancéreux,
y compris sur les cellules leucémiques et les
cellules de lymphome B.

Il'y a déja deux thérapies sur le marché et
plus de 150 essais cliniques en cours.

Ainsi, des cellules CAR-T développées par
Novartis, appelées Kymriah™, ont obtenu
une AMM (autorisation de mise sur le
marché) aux Etats-Unis dans le traitement
de la leucémie aigle lymphoblastique
pédiatrique (LAL) [15].

Kite Pharma du groupe Gilead est le second
a avoir apporté la thérapie CAR T sur le
marché avec Yescarta™ pour le traitement
de patients adultes atteints de lymphome
a grandes cellules B (LDGCB) réfractaire
ou récidivant qui ont recu une ou plusieurs
lignes de traitement systémique [16].

D’autres entreprises effectuent des essais
cliniques, telles que Juno Therapeutics,
Celgene et Mustang Bio aux Etats-Unis,
Celyad en Belgique et le francais Servier en
partenariat avec Pfizer.

Les essais cliniques sur les cellules CAR-T
dans ce type de cancers donnent des
résultats encourageants avec un bon taux
de rémission a hauteur de 90%. Ce chiffre
est particulierement impressionnant étant
donné que les patients recrutés n’avaient
pas répondu aux autres traitements contre
le cancer.

Bead removal

expansion

Figure 4 : Vue d’ensemble d’une thérapie cellule CAR-T au niveau clinique

[13]
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[l est tout de méme important de rappeler
que cette thérapie a aussi des failles.
Effectivement les cellules CAR-T présentent
de séveres effets secondaires, tels que des
complications  métaboliques, réactions
anaphylactiques, neurotoxicité (surement
db au fait que les cellules CAR-T peuvent
traverser la barriere hémato-encéphalique).
Le syndrome de relargage des cytokines
est la complication la plus fréquente avec
une incidence de 50 a 100% dont 2 a
50% de formes séveres pouvant engager
le pronostic vital [17]. Lors d’un choc
cytokinique sévére, il faut assurer une prise
en charge immédiate du patient, il est donc
impératif d’avoir un service de réanimation

Immune insighT
Save the balance.

a proximité lors d’un traitement par cellules
CAR-T.

En 2016, plusieurs entreprises ont rapporté
des décés a long terme durant les essais
cliniques. Mais malgré ces effets secondaires
graves, la thérapie CAR-T mérite d'étre
menée quand les patients ne répondent pas
aux autres traitements.

Certains utilisateurs ont amélioré les cellules
CAR-T afin qu’elles soient plus sires pour les
patients, c’est le cas du francais Cellectis qui
a développé UCARTIO pour le traitement
des hémopathies malignes exprimant
'antigene CD19, il inclut un systéme de
contrdle qui active uniquement les cellules

Lorsque des essais cliniques sont menés, il est
important d’anticiper les effets secondaires.
L’entreprise  biopharmaceutique Immune
insighT est spécialisée dans ['évaluation
préclinique ex vivo et in vivo de nouveaux
candidats-médicaments ou nouvelles
molécules actives sur le systeme immunitaire
dans les domaines du cancer, de Ila
transplantation, des maladies auto-immunes
et inflammatoires. La société Immune insighT
est actuellement la seule société a offrir a
ses clients un service permettant de valider
l'innocuité d’'un candidat-médicament vis-a-
vis d’une population particuliere de cellules
immunitaires (les Lymphocytes T régulateurs
: Treg), qui sont connues pour jouer un réle
prépondérant dans le controle de 'immunité.
La réalisation, a un niveau précoce, de

T modifiées quand le patient recoit la
rapamycine (médicament). En 2015, Servier
a acquis les droits exclusifs de Cellectis sur
UCARTI19, qui est codéveloppé par Servier
et Pfizer [18]. Servier est le promoteur de
I’étude de Phase | CALM sur UCART19, cette
étude a été initiée au Royaume-Uni en ao(t
20716.

Cellectis utilise également la technologie
CRISPR et dautres équipes travaillent
également avec l'outil CRISPR dans les
cellules CAR-T. Par exemple, CRISPR Cas9
peut induire un KO du géne PD-1 dans la
cellule T afin de réduire son expression et
d’améliorer la réponse immune in vitro [19].

'ensemble des tests proposés par Immune
insighT, permet de prévenir de facon fiable
et rapide les effets indésirables d’un candidat
médicament ou de toutes autres molécules
sur le systéme immunitaire et d’anticiper
I’éventuel échec d’un essai clinique long et
couteux.

Aujourd’hui, Immune insighT souhaite
développer au travers de son activité
R&D, un test compagnon décliné sous la
forme d’un Kit « TregSign » qui s’appuiera
sur la signature moléculaire unique des
Treg et qui permettra a la communauté
scientifique, aux industriels et aux
académiques d’évaluer de facon autonome,
fiable, reproductible et simple, les effets de
tous traitements physiques ou chimiques
sur cette sous-population.

www.immune-insight.com
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Des recherches sont aussi en cours sur
'application de la thérapie CAR-T dans
le traitement des tumeurs solides (une
centaine d’essais cliniques sont en cours ou
en phase de démarrage). Des études ont
été menées visant différentes cibles idéales
présentes en surface des cellules dans
plusieurs types de cancers CEA (antigéne
carcino-embryonnaire), EGFR (facteur de
croissance épidermique), HER2 (facteur de
croissance épidermique humain) et MSLN
(mésothéline). Les résultats ne sont pas
concluants pour linstant car des effets
indésirables persistent [20].

Bellicum Pharmaceuticals, basée a Houston
au Texas, développe la technologie GoCAR-T
qui nécessite Ilactivation par un agent
appelé rimiducide, cette étude est basée
sur le méme systeme avec point de contrdle
que celui utilisé dans les cancers liquides.
Les essais sont en phase |, la thérapie est
menée dans les cancers pancréatiques
inopérables [21,22].

m Ongoing CAR gene therapy trials
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Celyad a également lancé un essai
clinique en phase | dans sept cancers
réfractaires, dont cing tumeurs solides
(cancer colorectal, de l'ovaire, de la vessie,
du sein triple négatif et du pancréas) et
deux tumeurs hématologiques (leucémie
myéloide aigué et myélome multiple). lls ont
développé une version de cellules CAR-T
qui exprime le récepteur Natural Killer
(NKR) afin de déclencher une destruction
cellulaire une fois que la liaison récepteur/
ligand s’est produite. Lessai THINK
(Therapeutic Immunotherapy with NKR-2)
est actuellement mené aux Etats-Unis et en
Europe.

L’'une des stratégies possible est d’utiliser
d’autres modalités de traitement en synergie
avec la thérapie CAR-T. La chimiothérapie
et la radiothérapie peuvent modifier le
microenvironnement de la tumeur afin
d’améliorer I'immunothérapie en facilitant
la migration de la cellule T dans la tumeur
[23].

m Started CAR gene therapy trials
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[l est important de noter que les cellules
CAR-T sont considérées comme des
médicaments de thérapie génique et
innovante (MTI). La Ilégislation francaise
n‘autorise donc pas de mener des essais sur
des patients. L'EMA (European Medicines
Agency) n’a pas encore délivré 'AMM. Ceci
explique le retard de la France en terme de
nombre d’essais cliniques.

Les demandes d’autorisation de mise sur le
marché européen de ces thérapies sont en
cours et en France beaucoup de patients
vont bénéficier a partir de 2018 de ces
innovations majeures soit dans le cadre des
essais cliniques ou a travers des dispositifs
d’Autorisations temporaires d’utilisation
(ATU) qui vont se mettre en place.

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

./}

Figure 5: A - Evolution des essais cliniques avec cellules CAR-T
B - Distribution géographique mondiale des essais cliniques CAR-T

[14]
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Conclusion

Aujourd’hui il y a toujours une forte dynamique autour du cancer et
les recherches se poursuivent.

Avec loutil CRISPR on commence a travailler en ex vivo. CRISPR
ayant fait ses preuves comme outil de recherche en permettant de

mieux comprendre la fonction des génes d’intérét.

Dans les deux cas, on en attend encore beaucoup sur la dimension
clinique. Ces deux technologies promettent de faire encore beaucoup
parler d’elles.
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