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THERAPIE GENIQUE. UNE NOUVELLE APPROCHE DE LA
DREPANOCYTOSE

| - Introduction : Historique de la drépanocytose

1) Une histoire scientifique et sociale

La premiére description de la drépanocytose dans un ouvrage scientifique remonte a
plus d'un siécle (1).

En 1846, Docteur Lebby avait observé I'absence de rate lors de l'autopsie d'un
esclave noir fugitif qui présentait des fiévres bilieuses intermittentes et rémittentes.
On supposera plus tard qu'il était atteint de I'anémie falciforme et qu'a la suite de
nombreux infarctus, il y a eu une atrophie splénique (2).

En 1872, le Docteur Africanus Horton (James Beale), médecin de I'armée britannique
originaire de Sierra Leone (Freetown) décrivait une « fievre rhumatismale » dans son
livre The Disease of Tropical Climates and their Treatment, ce qui correspond
aujourd’hui a une crise vaso-occlusive osseuse. Mais a I'époque c'était passé
inapercu (3).

En 1910 aux Etats-Unis d'Amérique, James Herrick, un américain professeur en
médecine, avait pris en compte les observations de son interne Ernest Irons. Et
comme cela, il a été le premier a décrire des « érythrocytes étrangement allongés et
en forme de faucille » sur le frottis sanguin d'un étudiant en médecine dentaire,
originaire de I'lle de Grenade. Ce constat avait été fait en association avec d'autres
symptoémes de I'anémie sévére. Mais la drépanocytose restait a I'époque facilement
et frequemment mal diagnostiquée. Sachant qu'a cette période la mortalité infantile
etait assez élevée, et les personnes atteintes de la drépanocytose étant
particulierement vulnérables face aux diverses infections, le diagnostic se résumait a
l'infection prédominante présentée.

En 1911, I'étudiant Washburn fait la méme observation que Herrick, chez Ellen
Anthony une servante noire qui souffrait d'une douleur abdominale sévére. Et en
1915, Victor Emmel émet I'nypothése d'une transmission héréditaire avec le cas
d'une patiente de 21 ans(4). En effet, trois enfants de la méme famille sont décédés
d'une anémie et le pere de famille ainsi que la patiente elle-méme étaient sensibles
au test de falciformation d'Emmel, bien que asymptomatiques. Le test d'Emmel établi
en 1917 consiste a rechercher I'némoglobine S (Hb S). Il permet de montrer que la
déformation des hématies est réversible in vitro sous l'action de la pression partielle
de l'oxygéne. C'est a partir de la qu'il a distingué deux formes de la pathologie avec
des patients cliniquement sains et des patients symptomatiques.
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C'est en 1922 que la Docteure Verne Mason nomme pour la 1ere fois la pathologie
« sickle cell anemia »(SCD), anémie falciforme faisant référence a la forme des
globules rouges.

En 1924, Virgil Sydenstricker, présentait une nouvelle étude clinique ou il fait les
premiéres descriptions de la crise hémolytique : son aspect aigu et douloureux.

Dans les années 1920, Lemuel Diggs pathologiste ayant étudié a de I'Université de
John Hopkins, commengait a s'intéresser a cette pathologie encore rarement
diagnostiquée. Le tableau clinique tel que I'hyperthermie fréquente, les infections a
répétitions, I'hypertrophie splénique, des épisodes d'hyperalgie, était interprété a tort
comme un acces palustre. Car le paludisme était endémique a Memphis, région ou
travaillait Diggs. Et c'est grace a ses travaux qu'en 1933 le trait drépanocytaire fut
décrit en distinction de la drépanocytose. On en donnera la définition précise plus
tard.

Ce n'est qu'au milieu du XXéme siécle, qu'il y a eu une évolution en termes de
diagnostic et de thérapeutique. D'abord en 1948 on fait I'observation de I'absence de
symptome chez le jeune enfant (4). Et en 1949 Linus Pauling, un chimiste américain,
a découvert le réle de I'némoglobine dans la falciformation des hématies. Avec
Harvey Itano, ils ont décrit la solubilité anormale de I'hémoglobine S sur
I'électrophorése des protéines chez un patient ayant des hématies falciformes mais
avec une symptomatologie peu marquée. |l posséde également de I'hnémoglobine A
(HbA), il est donc dit hétérozygote porteur du trait drépanocytaire (cf Figure 1). Et ils
ont ainsi attribué I'anomalie a la molécule d'hémoglobine elle-méme, faisant passer la
pathologie de « curiosité étrange » a une pathologie moléculaire. (5)

leee—

(a) HbA | (o) trait

| 14 o
lA A

(b)HbS  (d) 50%-50% HbA-HbS

Figure 1 : Electrophorése de I'HbA (a), de I'HbS (b), du trait drépanocytaire (c) et d'un
meélange a part égales de HbA et de HbS (modifié de Pauling et Al., 1949) (6)

La méme année James Neel démontrait que le mode de transmission de la
drépanocytose est mendélien c'est-a-dire génétiquement déterminé.
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Ce sont les retombées de la guerre et l'innovation biomédicale d'aprés Seconde
Guerre Mondiale qui ont pu, avec l'avenement des antibiotiques, transformer la
gestion des infections et de la mortalité liée aux infections. Et ainsi une fois que ces
infections avaient été traitées, la pathologie sous-jacente est devenue plus visible
cliniquement et dans la société.

En termes de biochimie, Tosteson a découvert le 1er, l'augmentation de la
perméabilité passive des cations monovalents Na+ et K+ pendant la désoxygénation
de courte durée des hématies chez les patients atteints de la drépanocytose. Cela,
sans modification de la quantité totale de ces cations, ni de la quantité totale d'eau.
Et il a également découvert que I'Hb polymérisée modifierait I'interaction entre le
cytosquelette et la membrane (7).

En 1956, le britannique Vernon Ingram précisait que c'est la mauvaise substitution
d'un seul acide aminé au niveau de la molécule de I'hémoglobine qui était a 'origine
du changement de forme des globules rouges. L’acide glutamique 6 au niveau de la
chaine B de globine est alors remplacée par une valine. De plus avec les progres
réalisés, la technique d'électrophorése a permis lidentification d'une autre
hémoglobinopathie HbS/C (association I'hémoglobine S a [I'hémoglobine C).
Démontrant que dans une protéine, chaque acide aminé est déterminé par les
genes.

Puis dans les années 1960, la drépanocytose affectant particulierement les Africains-
Ameéricains est devenue un symbole politique pour la communauté. Repris
notamment tout au long de la décennie par le mouvement activiste Black Panther
faisant de cette pathologie une cause civique plus connue. En paralléle on découvrait
que le géne codant la chaine 3 se trouve sur le chromosome 11.

Egalement au milieu des années 60, l'arrivée du Medicaid. C'est un programme
financé par les gouvernements fournissant une assurance maladie aux américains
en situation de handicap ou ayant de faibles revenus. Medicaid devait donner un
acceés aux soins a des millions d'américains. Mais il est devenu un point de rupture a
cause des divergences concernant le contrdle des codts liés a la drépanocytose.

En 1971, le Président Richard Nixon lancait un appel pour améliorer le financement
du diagnostic de la drépanocytose, de la prévention durant le conseil génétique, et
du traitement. Parallélement a la lutte contre le cancer, I'anémie falciforme devait étre
la seconde maladie cible des recherches. Et il a évoqué aussi une négligence au
niveau des connaissances des causes de la pathologie, liée & I'histoire des Etats-
Unis d'Amérique. Et toujours en ce sens, en 1972, le Président Nixon a promulgué la
loi Sickle Cell Anemia Control Act.

A la suite de celle-ci, de nombreuses interventions pour la drépanocytose ont été
saluées. Certaines prometteuses, d'autres ne sont pas parvenues a atteindre les
objectifs attendus, et d'autres ont suscité une nouvelle polémique. En cause les
effets indésirables voire toxiques du traitement par l'urée. Ainsi que des conseils
génétiques agressifs auprés des couples porteurs du trait drépanocytaire pour leur
éviter de faire des enfants, ce qui a été pergu comme un génocide racial. Des tests
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de dépistage avaient été lancés aux Etats-Unis & cette période. Linus Pauling a lui-
méme participé a la controverse, suggérant un tatouage sur le front des jeunes
porteurs du géne afin qu'ils se retiennent de tomber amoureux les uns les autres (8).

En 1978 Tom Maniatis, professeur de biologie moléculaire et cellulaire, isolait le géne
HbB de la chaine B (béta) de I'hnémoglobine sur le chromosome 11. C'est en 1980
que le Professeur Yuet Wai Kan, généticien et hématologiste canado-américain
d'origine chinoise, élaborait un test de dépistage prénatal de la drépanocytose a
partir d'ADN fcetal. Et en 1981 'AFDPHE (Association Frangaise pour le Dépistage et
la Prévention du Handicap Enfant) mettait en place a titre expérimental une
campagne de dépistage en France métropolitaine ainsi qu'aux Antilles.

En 1988 c'est la création de la premiére association de Ilutte contre la
drépanocytose : APIPD, I'Association Pour I'Information et la Prévention de la
Drépanocytose.

Et tout au long du siécle dernier, la prise en charge des douleurs liées a la pathologie
s'est révélée assez compliquée. En effet les Etats-Unis commencaient & intensifier il
y avait la lutte contre l'usage des drogues, et de ce fait les patients en souffrance
etaient tributaires de I'approbation et du soutien de leurs soignants pour étre
soulagés de leurs douleurs. Dans les années 1980, les patients atteints de la
drépanocytose ont été stigmatisés comme des drogués malhonnétes, notamment
dans les services d'urgence. Ce qui était d'autant plus renforcé par le fait que les
patients avaient souvent une connaissance précise des thérapeutiques qui les
soulageaient (codéine et autres opiacés), contrairement aux équipes médicales qui
les prenaient en charge.

Ainsi l'arrivée de I'hnydroxyurée a permis de contourner ces problématiques en
diminuant de fagon considérable le nombre annuel de crises (5). En 1995 c'est le
premier traitement et seul traitement préventif en terme de complications. Et la méme
année en France le dépistage néonatal ciblé est étendu aux grandes villes
métropolitaines en fonction de l'origine des parents. Et c'est en 2000 qu'il est étendu
a l'ensemble du territoire frangais.

En 2005, I'Union Africaine et la fondation UNESCO reconnaissent la drépanocytose.
Puis en 2006 I'Organisation des Nations Unies (ONU) fit de méme. En 2008 son
Assemblée établissait la drépanocytose comme « priorité de Santé Publique ». Et le
19 juin de la méme année, a été déclarée journée internationale dédiée a la
drépanocytose.(9)
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2) Histoire naturelle de la maladie

La distribution de I'Hb S est le reflet deux facteurs : la sélection des porteurs par leur
avantage en termes de survie en région endémique a la malaria (paludisme), et
ultérieurement la migration.(1)

'y a eu dans les années 40, une hypothése selon laquelle on trouvait le géne
drépanocytaire en fréquences élevées dans les régions endémiques pour le
paludisme (10). Celle-ci fut confirmée récemment selon une étude géographique (11)
(12). Ce géne était prévalent dans les populations touchées par le paludisme en
Afrique sub-saharienne, le Moyen-Orient, le bassin méditerranéen (Grece, ltalie) et
certaines régions de ['Inde. Puis, par suite des mouvements migratoires de
populations, le géne drépanocytaire a connu une expansion, indépendante de celle
du paludisme. Ainsi on le retrouve le long des cétes orientales des Amériques, dans
les Caraibes et en Europe de I'Ouest (cf Figure 2).(13)

HbS — Fréquence allélique (%)
Distribution historique

P Haute: 18
[ Basse: 0

HbS — Fréquence allélique (%)
Distribution contemporaine

!, Haute : 18
i Basse: 0

Figure 2 : Distribution historique et contemporaine (2010) de la drépanocytose
A. Les données de distribution historique (11) B. Les données de distribution contemporaine
(2010)(14)

Concernant le continent africain, la caractérisation de la structure I'ADN partant du
locus de la B globine de I'Hb S, laisse penser que la mutation est survenue lors d'au
moins trois événements indépendants. Chacun faisant référence a un haplotype et
nommeé par rapport au pays ou la région ou cela a été décrit la premiére fois, soit le
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Bénin, le Sénégal et la région Bantu (Centrafrique) (15,16). La caractéristique de
I'némoglobine C (HbC) semble venir d'une mutation assez récente se limitant a
I'Afrique de I'Ouest ou la fréquence est élevée (> 20%) au centre du Ghana et au
Burkina Fasso. Elle n‘apparait pas en Afrique de I'Est, ni en Afrique Centrale sauf
chez les personnes originaires de I'Afrique de I'Ouest.

Concernant l'Inde et le golfe Persique, la structure de I'ADN du locus de la globine 3
différe de celles trouvées dans les populations africaines, on parle de I'haplotype
asiatique de I'HbS. Il est souvent associé a des taux élevés d'HbF et a une a (alpha)
thalassémie. Les deux étant des facteurs d'inhibition de la falciformation et
d'amélioration de ['évolution clinique.(17) Cet haplotype arabo-indien a étayé
I'hnypothése selon laquelle la mutation a l'origine de la constitution de I'Hb S, a eu lieu
et a été localement amplifiée, a différentes occasions. (18)

Il'y a plus de 60 ans, on suggérait que le paludisme causait cette amplification (19).
Et en plus de la corrélation géographique étroite entre la fréquence du géne de I'Hb
S dans les populations et l'incidence historique du paludisme, c'est une preuve de
résistance partielle des porteurs a toutes les formes de la malaria a Plasmodium
falciparum qui a été retrouvée dans plusieurs populations. (20,21)

A région Méditerranéenne de [Est
5491

Fors -

k. b

4 IF 9047

région Pacifigue

1;;;1}(‘9 allélique ?/// d110ut

Figure 3 : Distribution géographique de l'alléle HbS et du paludisme
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A : Distribution de l'allele Hb S. Cela a été établi en se basant sur les données numérisées
issues de Cavalli-Sforza et de ses collégues. Les chiffres indiquent les estimations annuelles
du nombre d'individus touchés par Hb SS, Hb SC et Hb S, B thalassémie par région de
I'OMS (adaptée de Modell et Darlinson)

B : Distribution du paludisme (rouge) avant l'intervention pour le contrbler (adaptée de
Lysenko et Semashko, et Hay et ses collégues) (1)

Hb S = hémoglobine falciforme

Des études réalisées en Afrique de I'Ouest ont montré que le trait drépanocytaire
permet une réduction d'environ 80% du risque de contracter une malaria sévére et
que le génotype hétérozygote HbA/S est protecteur jusqu'a environ 30% contre le
paludisme sans complication.(22) Les premiers travaux sur le sujet ont montré que
l'invasion et la croissance in vitro du Plasmodium falciparum dans les hématies Hb
A/S sont moindres en conditions d'oxygénation basse.(23) En 2012, LaMonte et al
ajoutaient les différents effets de I'hote des micro-ARNs d'hématies Hb A/S et Hb S/S
sur la croissance intracellulaire des parasites de la malaria. Car ces hématies ont ces
hétes spécifiques en taux plus élevés, et vont ainsi pouvoir inhiber la translation des
enzymes parasitaires importantes a la croissance et au développement. De plus, le
traitement par oligonucléotide anti-sens contre ces micro-ARNs a partiellement libéré
la croissance parasitaire in vitro dans les hématies Hb A/S.

Par ailleurs, le génotype Hb A/S diminue les propriétés adhésives des globules
rouges parasités via la protéine 1 de la membrane érythrocytaire du Plasmodium
falciparum. Ainsi le cytosquelette atteint, pourrait impacter le déplacement des
protéines vers la surface cellulaire (24) et diminuer la cytoadhésion (25).

Ensuite, bien que le mécanisme de cette protection n'ait pas encore été totalement
décrit, il fait certainement intervenir le systéme immunitaire inné ainsi que I'adaptatif.
(26) Il y a un postulat qui dit que réduire l'invasion et la croissance des parasites
dans les hématies A/S, va indirectement permettre au systéme immunitaire de
gagner du temps pour accroitre son activité et combattre plus efficacement
l'infection. Et que de fagon plus directe, le génotype A/S augmente la phagocytose
des hématies infectés ou favorise I'activation endothéliale suivie d'une induction des
cytokines inflammatoires (a cause de l'altération des propriétés de cytoadhésion).
(25)

La sélection du paludisme s'est aussi faite avec les défauts génétiques de I'Hb C et
de la B thalassémie, généralement associés a I'Hb S. Le fait est que le taux le plus
élevé de ces défauts se trouve dans des populations similaires. (18,26)

Notons quand méme que quand les patients atteints de drépanocytose homozygotes
S/S sont atteints de paludisme, la mortalité et la morbidité sont accrues (27). Par
contre les patients hétérozygotes A/S ont une durée de vie dite normale, et sont
généralement dits asymptomatiques sauf conditions extrémes, comme la
déshydratation ou une activité physique trés intense, ou peuvent survenir des
complications (rhabdomyolyse d'effort, infarctus splénique et nécrose papillaire) (28).
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Il - La drépanocytose, une hémoglobinopathie
1) Hémoglobine

L'hémoglobine est la protéine assurant le transport de I'oxygéne dans les hématies.

Il existe différents types d'hémoglobine chez I'étre humain, issus de deux groupes de
génes qui vont directement étre a I'origine de leur synthése.(29)
— le locus alpha a: contenant le géne embryonnaire dzéta ¢ et deux génes
adultes a
— le locus béta B: contenant les génes gammas Gy, Ay, delta d, epsilon ¢ et
béta
Ainsi les expressions des différentes globines se succédent ou coexistent au cours
du développement de I'étre humain. D'abord la globine embryonnaire évolue en la
globine foetale puis celle-ci bascule en sa forme adulte (Figure 4). Les changements
d'expression des génes de globines de € a y puis de y a 3 sont uniquement contrdlés
au moment de la transcription génique. Le géne de la globine & adulte est quant a lui
faiblement exprimé durant la période périnatale et post-natale.

100

80+
Synthése
de
globine

(%)
40

20+

0

0 3 6 Naissance 3 6

Age pré-natal (mois) Age post-natal (mois)
Figure 4 : Coexistence des globines (30)

Pour résumé il y a donc 3 grands types d 'hémoglobines (29) :
— embryonnaires : Gower 1 ({,¢€,), Gower 2 (a.€,) et Portland (C.Y2)
— foetale et néonatale : HbF (a.y,)
— adultes : HbA1 (a2p,) et HbA2 (a,0,)
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Figure 5 : Représentation des différents types d’hémoglobines (Hb)

Les genes correspondent aux rectangles colorés et les pseudogénes qui sont des
vestiges de l'évolution, correspondent aux rectangles incolores. Le site MCS-R2 a
été mis en évidence 40 kb en amont du gene { sur le chromosome 16. Il correspond
a une zone réqulatrice majeure.(31)

L'hémoglobine A est constituée de 4 sous-unités, on dit qu'elle est hétéro-
tétramérique : il y a 2 chaines de globine de type a (alpha) et 2 chaines de globine
de type B (béta). Chaque chaine porte un groupement héminique comportant un
atome de fer réduit (Fe 2+) pour fixer I'oxygéne.

Les chaines alpha sont constituées a partir du chromosome 16 et les chaines béta
sont constituées a partir du chromosome 11, de §' en 3', comme représenté sur la
Figure 5.

En plus de la régulation individuelle du géne de chaque globine par les facteurs de
transcription, la transcription de I'ensemble du cluster de génes est soumise a une
région de contrdle partagé, appelée RCL (région de contréle du locus). Cette RCL est
située 40 a 60 paire de bases en amont du géne de globine . Et elle interagit avec
les promoteurs des génes actifs en formant une structure en épingle a cheveux. La
RCL se compose de plusieurs sites hypersensibles a la ADNase de type | (HS1,
HS2, HS3, HS4 et HS5) qui ont une forte affinité pour les facteurs de transcription.
(32)
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Figure 6 : Régulation développementale des génes de la globine S like (30)
(chr 11 : chromosome 11 HSs : sites hypersensibles a la ADNase de type |)

Le locus de la globine B humaine comporte 5 génes de la globine B-like. La figure 6
montre comment les interactions a longue portée entre la région de contrdle du locus
(RCL) et les promoteurs des globines y et B au niveau des érythroblastes foetaux et
adultes, sont arbitrées respectivement par ce complexe pentamérique. (30)

25



2) Définition biologique de la drépanocytose

La drépanocytose, encore appelée anémie a hématies falciformes, est une maladie
de [I'némoglobine génétique héréditaire. De fagon plus précise, le terme
drépanocytose fait référence a l'ensemble des génotypes qui sont a l'origine du
tableau clinique caractéristique. Alors que I'appellation d'anémie falciforme, qui est la
forme la plus courante, fait elle fait référence a 'homogyzotie pour l'alléle BS.

Il s'agit d'une pathologie héréditaire dont la transmission est dite autosomique
récessive au niveau du gene de la globine BA, lui-méme situé sur le chromosome 11.
Il s'agit d'une mutation faux-sens ponctuelle au niveau du 6éme codon du géne de la
globine B, plus précisément au niveau l'exon 1. Celle-ci transformant I'acide
glutamique (Glu) en valine (Val), autrement dite : la mutation Glu6Val. Ce qui
correspond a un changement d'une adénine en une thymine, soit un passage de
GAG a GTG au niveau du 17éme nucléotide (cf Figure 7).(33) Cette mutation est a
l'origine de ce qu'on appelle I'hémoglobine S (HbS) pour « sickle » qui signifie faucille
en anglais. Ainsi la drépanocytose a été la 1ére pathologie dont on a découvert la
base moléculaire en 1956.

mutation ponctuelle (T->A)

ohr 11 4
ROMILE dr 18 ORI chr 11

Val (6e aa) de
_L_a chaine S

3

- *“

chaine B chaine A

chaine 5
fe aa
Glu == Val chaine A

heme

chaine S

pas de polymérisation
des HbA qui restent
« solubles" dans le
cytoplasme de 'hématie

qui sont alors sous

forme de petits disques
souples biconcaves de 7
pm de diametre.

polymérisation des HbS qui s'assemblent
en diméres puis en baguettes dans le
cyloplasme de I'hématie qui se déforme,
perd sa souplesse et peut se bloquer
dans les capillaires.

\

Drépanocytose

Figure 7 : Représentation de la mutation a l'origine de la drépanocytose (34)
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A — Les différents profils génétiques

Il existe différents statuts génétiques qui vont notamment différer par les taux des
différentes hémoglobines (Tableau 1). (29,35)
* Homozygote S/S : drépanocytose — symptomatique

* Hétérozygote A/S : trait drépanocytaire — asymptomatique

* Double hétérozygote ou hétérozygotie composite S/C, S/B°-thalassémie et
S/B*-thalassémie : syndromes drépanocytaires — symptomatiques

Statut
genétique

HbA

HbS

HbF

HbA2

Adulte normal
A/A

96 a 98%

<1%

<3,5%

Drépanocytose
hétérozygote
A/S

55a70 %

35a45%

<1%

<3,5%

Drépanocytose
homozygote
S/S

80 a 95%

2a20%

<3,5%

Hétérozygote
composite S/C

40 & 50%
(+ HbC)

1a5%

<3,5%

Hétérozygote
S/IB°
thalassémie

80 a 90%

5a15%

> 3,5%

Hétérozygote
S/B-
thalassémie

10 a 30%

60 a 80%

5a15%

> 3,5%

Tableau n°1 : Les taux sanguins des hémoglobines en fonction du statut génétique

(29)
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Caractéristiques

Forme sévére

HbS/S (B6Glu=Val/B6Glu>Val); anémie falciforme  Forme la plus répandue de la drépnocytose

Hbs/B® thalassémie Forme la plus courante en Inde et en région Méditerranéenne de I'Est

Severe HbS/B" thalassémie Forme la plus courante en Inde et région Méditerranéenne de I'Est (1 a 5% d'Hb A)
HbS/OArab (B6Glu>Val/B121Glu=Lys) Forme déclarée en Afrique du Nord, Moyen-Orient et aux Balkans. C'est une forme assez rare.
HbS/D Punjab (B6Glu>Val/B121Glu>Gln) Forme prédominante au nord de I'inde, mais présent de fagon mondiale

HbS/C Harlem (B6Glu>Val/B6GlusVal/B, B73Asp>Asn) F?r[ne trés rare, ressemblantle a la HbS/C au niveau de .l'électrophorése. mais cliniqguement
sévere, comporte une mutation double de la beta globine

Forme trés rare, drépanocytose sévere associée a I'Hb C, comportant du double mutation
du géne de |la beta globine.

HbC/S Antilles (B6Glu>Lys/B6Glu>Val, B23Val-lle)

HbS/Quebec-CHORI (B6Glu>Val/B87 Thr>lle) Peu de cas décrits, ressemblance avec le trait drépanocytaire
Forme modérée
HbS/C (B6Glu>Val/B6GlusLys) ;cf:rlmej retrouvee chez 25-30% des cas de drépanocytoses chez les populations d'origine
ricaine,
Thalassémie HbS/B+ modérée Forme trés courante en région Méditerranéenne de I'Est (6 & 15% d'Hb A)
HbA/S Oman (B*/p6Glu>Val, B121Glu>Lys) Forme dominante de la maladie causée par une double mutation du géne de la B globine

Formes légéres

Thalassémie HbS/B++ légére Principalement chez les populations d'origine Africaine. (16 4 30% d'Hb A)

HbS/E (B6Glu=>Val/B26Glu>Lys) Hb E prédomine en Asie du Sud mais |a fréquence de cette forme augmente avec le flux
migratoire.

HbAfJamaica Plain (B*/B6Glu>Val, B68Leu/Phe) Un cas décrit.

Formes bénignes

HbS/HPFH Troubles causés par des délétions étendues au niveau du complexe de la B globine (Environ
30% d'Hb F)
HbS/autres variants de Hb Formes ol les symptémes se développent en cas d'hypoxie extréme.

Figure 8 : les différents types de drépanocytose et leurs caractéristiques (1)
Voici la liste des génotypes qui ont été reportes. Tous ont au moins une copie de

l'alléle BS, associée a une ou plusieurs mutations du géne de la globine .
HbS = hémoglobine falciforme HbA = variant A de 'hémoglobine
HbE = variant E de 'hémoglobine

Le terme de drépanocytaire concerne principalement les personnes ayant un
minimum de 40% de HbS menant a des conséquences pathologiques cliniques.

La forme la plus courante (plus de 70% des cas dans le monde) est issue de la
transmission héréditaire homozygote de la mutation au niveau d'une sous-unité de la
B globine, on parle du profil homozygote « S/S ». Il s'agit également de la forme la
plus sévere.

Il existe plus de 700 variants structuraux de I'hémoglobine, mais deux sont courants
sur le continent africain, I'HbS et I'HbC. Il y a donc ne nombreuses formes plus ou
moins séveéres de la pathologie avec des caractéristiques associées (cf Figure 8).

Le trait drépanocytaire est lui défini par un profil hétérozygote avec au moins 40%
d'HbS et une absence d'anémie. (36)
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B — Les anomalies du bilan sanguin

Les paramétres hématologiques vont varier en fonction du génotype, de I'age, du
sexe et le moment de la réalisation de I'examen (en phase stationnaire ou en phase
de crise ou lors d'une complication). (37,38) La phase stationnaire étant une phase
apyrétique, sans crise vaso-occlusive ou hémolytique.

Le diagnostic de la drépanocytose repose sur l'analyse de [I'hémoglobine.
Généralement une électrophorése des protéines ou une chromatographie. Ce sont
des techniques abordables quant au prix et a la disponibilité géographique. Bien que
la spectrométrie de masse de I'hémoglobine et I'analyse de I' ADN soient de plus en
plus utilisées car elles permettent de faire des tests a haut débit. Dans certains pays,
un dépistage prénatal est réalisé chez les femmes afin d'identifier les couples
présentant un risque de concevoir un enfant drépanocytaire. (39)

Une étude transversale et comparative de I'némogramme a été réalisée au
laboratoire central d'hématologie du centre hospitalier Ibn Sina Rabat (Maroc) sur 87
patients drépanocytaires homozygotes. (38) On notait qu'une diminution significative
du taux d'hémoglobine avec une moyenne de 75,9 g/L pour les malades et de 120,6
g/L pour les témoins. Une anémie a été observée chez 88,5% des patients S/S, avec
un degré variable : normochrome (78,2%), normocytaire (67,8%), microcytaire
(29,9%), macrocytaire (2,3%). Le degré d'anisocytose est lui-méme lié au degré de
cette anémie. Et elle est trés évocatrice chez ces patients : 95,4% avec p < 0,003.
Donc on retrouve principalement une anémie modérée de type normochrome
normocytaire.

Concernant les leucocytes, la moyenne est de 13,551+5,32 G/L dans le groupe
drépanocytaire et de 8,25+2,96 G/L dans le groupe témoin, ce qui est différence
significative (p = 0,002). Une hyperleucocytose est constatée chez 64,4% des
patients SS avec une neutropénie chez 80,5% d'entre eux. Cela pourrait s'expliquer
par une production médullaire importante associée a une démarginalisation continue
du pool marginal vers le pool circulant.(40) Ainsi, la leucocytose et l'activation des
leucocytes constituent des marqueurs de l'inflammation dans la drépanocytose.

Avec la disparition de I'Hb F vers I'age de 6 mois, on observe alors une altération
clinique, ce qui justifie la réalisation d'une électrophorese de fagon précoce. Et c'est
en cela que Bernard et al évoque une anomalie hémolytique chronique comme un
élément évocateur dés lors, notamment chez les enfants présentant une
splénomégalie. (41)

L'Hb S désoxygénée est moins soluble que I'Hb A, elle va donc se polymériser et
permettre la falciformation des hématies, ce qui va engendrer une hémolyse
importante.(38) Cette hémolyse est cause d'anémie, de fatigue, de lithiase biliaire
ainsi que de vasculopathie. Avec l'age, les patients atteints de la drépanocytose vont
développer un risque vasculaire, marqué par I'hypertension artérielle et pulmonaire,
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le dysfonctionnement endothélial, et les changements au niveau de l'intima et des
muscles lisses des vaisseaux.(42—45)

Les complications qui seraient associées a ce phénoméne sont : la lithiase biliaire,
l'ulcere cutané de la jambe, le priapisme, et I'hypertension pulmonaire en lien avec
une constance de faibles concentrations en hémoglobine et I'augmentation du taux
d'hémolyse intravasculaire. (42,44)

Il semblerait que les patients avec des faibles concentrations en hémoglobine et des
taux hémolytiques élevés sont plus susceptibles de développer une vasculopathie.
La ou ceux ayant des concentrations en hémoglobine plus élevées sont plus enclin a
des crises de douleur aigué et potentiellement au syndrome thoracique aigu.(46)

De plus, I'némolyse chronique est a I'origine d'une forte régénération médullaire dans
le but de compenser I'anémie, mais qui va entrainer en paralléle une carence en
acide folique. Cette carence étant une cause de macrocytose. (38)

Pays Nombre Age Hb CCMH | Leucocytes | VGM | Plaquettes
années g/dL % G/L fL G/L
Cameroun 57 12,3 7,8 32,1 17 81,1 388
Gabon 299 12 7,4 32,4 16,9 79,5 398
Congo 167 11,4 7,3 32,2 16,5 89,9 344
Tanzanie 47 5,1 7,2 33,3 16,7 86,9 377
Maroc 87 13 7,59 34,6 13,55 80,81 336

Tableau n° 2 : Tableau comparatif des hémogrammes de patients atteints de drépanocytose
de différentes nationalités africaines

(Hb = hémoglobine, CCMH = concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, VGM =
Volume globulaire moyen)

Cette étude par ailleurs faisait la comparaison des numérations de formule sanguine

entre patients malades homozygotes marocains et ceux de plusieurs pays d'Afrique
centrale, qui n'a pas révélé de différences tangibles (cf Tableau n°2).
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C - Physiopathologie

La mutation Glu6Val engendre une réduction de la déformabilité des globules rouges,
ils deviennent alors plus rigides et prennent la forme de faucille. Ainsi un motif
hydrophobe est produit au sein du tétramére de I'HbS qui est désoxygénée, qui va
lier les chaines B1 et B2 de deux molécules d'hémoglobine. Le tout forme ainsi un
noyau polymeére qui va remplir I'érythrocyte et perturber son architecture ainsi que sa
flexibilité. Cette forme correspondant a une pression partielle en oxygéne basse,
favorisant la déshydratation cellulaire et causant le stress oxydant physique et
cellulaire.(1)

Heéematies

Circulation
capillaire

! Coupe
transversale
‘ d'hématie

Figure 9 : Représentation du changement de la forme des hématies de biconcave a
la forme faucille et la perte de flexibilité (47)

Les hématies ne peuvent plus reprendre leur forme de disque biconcave (Figure 9),
méme si la pression partielle en oxygene revient a la normale. De fait, elles sont
incapables de changer leur forme au travers des différents vaisseaux capillaires.
Elles s'y accumulent, créant une occlusion vasculaire, appelée vaso-occlusion et par
la suite une ischémie.

Les facteurs favorisants ce passage a la forme faucille sont: un stress
physiologique, une haute altitude, les changements de températures, et la
déshydratation.

Les crises vaso-occlusives a répétition vont a force mener a une détérioration
progressive des organes, incluant la rate, les poumons, le foie, les reins, le squelette
et le systéme nerveux central. (48)

Le taux et I'étendue de la polymérisation de I'HbS sont proportionnels a : la durée et

au niveau de désoxygénation de I'Hb, a la concentration intracellulaire en HbS, et a
la présence de HbF dans I'érythrocyte (qui va diminuer le taux de HbS).(49)
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Ainsi cela Ss'illustre par [I'hérédité de facteurs génétiques qui modulent la
concentration intracellulaire en HbS ou en HbF ou des effets protecteurs de l'a-
thalassémie et de la persistance héréditaire de I'hnémoglobine foetale (PHHF).(1) Il a
été démontré que la présence d'HbF en forte concentration, au-dela de la petite
enfance, améliore I'évolution de la pathologie, notamment I'espérance de vie (50) et
réduit la fréquence des douleurs aigués (51).

En effet, il est connu que les patients atteints de la drépanocytose ou de la
thalassémie, présentent des symptdomes moins de séveres lorsque le taux d'HbF est
elevé. C'est di a ce qu'on appelle la persistance héréditaire de I'némoglobine foetale
(PHHF). Le mécanisme de l'activité protectrice des globines foetales chez les
patients atteints de la drépanocytose est le suivant : les chaines de globines y sont
intégrées a un mélange de tétraméres d'hémoglobine qui ne participent pas a la
formation polymére, et ainsi la déformation des faucilles est inhibée, se manifestant
par un phénotype clinique moins sévére. Dans la drépanocytose, un taux d'HbF de
plus de 20%, soulage la sévérité des symptdbmes de la maladie et améliore le taux de
survie du patient. (32)

Chez les drépanocytaires, ce taux peut varier de 1 a 30%, c'est considéré comme un
trait génétique quantitatif. Trois loci majeurs ont été identifiés : le polymorphisme
Xmn1 au niveau du promoteur des génes de la y (gamma) globine (52), le locus
HMIP sur le chromosome 6923.3 (53) et le locus BCL11A sur le chromosome 2 (54).
Il existe une relation de dose-effet, faisant que le quartile supérieur des patients
atteints de SCD, c'est-a-dire, ceux ayant un taux d'Hb F supérieur a 8,6%, ont une
espérance de vie rallongée. Les patients correspondant a I'haplotype Arabo-Indien
avec un taux d'Hb F aux environs de 20% ont un profil clinique modéré, et les
patients porteurs d'Hb S ou de la PHHF (Hb F a environ 30%) sont presque exempts
de manifestations de la maladie. (55)

L'a thalassémie est retrouvée chez 30% des patients originaires du continent africain
et chez plus de 50% des patients en Inde et en Arabie Saoudite. Elle réduit la taux
globulaire moyen en hémoglobine, diminue la tendance a la polymérisation de I'HbS
ce qui va augmenter les concentrations en Hb et diminuer le taux d'hémolyse. Au
niveau clinique c¢a diverge beaucoup, mais globalement on observe moins
d'accidents vasculaires cérabraux (AVC), de calculs biliaires, d'ulcéres de la jambe et
de priapisme mais sans diminution de la fréquence des épisodes douloureux.
Certaines études ont méme noté une tendance a l'augmentation de ces épisodes
chez ces patients, pouvant étre associée a une augmentation de I'hématocrite et une
viscosité sanguine (56).
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3) Epidémiologie

La drépanocytose est majoritairement retrouvée en Afrique subsaharienne, ou I'on
recense approximativement 15 millions des malades sur une estimations de 25
millions.(36) Ce qui fait d'elle la maladie génétique la plus répandue dans le
monde(57). Dans les années 2010, on estimait que les porteurs d'un géne
responsable d'hémoglobinopathie représentaient 5% de la population mondiale.(58)
Plus précisément, la drépanocytose est fréquente en Afrique équatoriale, aux
Antilles, aux Amériques (Etats-Unis, Brésil), le bassin méditerranéen (Maghreb,
Sicile, Grece), Moyen-Orient, Inde. (57)

Chaque année cela représente plus de 236 000 naissances en Afrique
subsaharienne, soit 0,74% des nourrissons de la région et 80% du total d'enfants
touchés. En comparaison, on estime qu'en Amérique du Nord il y a 2600 personnes

atteintes de la drépanocytose qui naissent chaque année, et 1300 en Europe. (59)
En France la drépanocytose représente a peu pres 400 naissances par an.(60)

En 2010 la fréquence allélique la plus élevée (environ 18%), se trouvait au nord de
I'Angola. Et des fréquences supérieures estimées a 10% ont été trouvées en Afrique
centrale et Afrique de I'Ouest, de méme dans quelques régions de I'Arabie Saoudite
et de I'Inde.(13) En Arabie Saoudite le trait drépanocytaire est assez largement
répandu avec des fréquences plus élevées dans les provinces de I'est du pays. Et en
Inde le trait est plus courant (pouvant aller jusqu'a plus de 40%) chez les populations
indigénes du centre du pays (sud-est du Gujarat, Maharastra, Madhya Pradesh,
Chhattisgarh, ouest d'Odisha), avec un plus petit foyer dans le sud (nord du Tamil
Nadu et Kerala). (17)

Plus concrétement, lorsque les deux parents sont porteurs de l'allele de la
drépanocytose, ils ont un risque de 25% d’avoir un enfant drépanocytaire a chaque
grossesse.(52) Sur les 352 000 naissances de bébés nés avec une
hémoglobinopathie chaque année, il y en a environ 312 000 qui ont I'hémoglobine
SS.

Aux Etats-Unis d'Amérique, ca représente 1 africain-américain sur 12.(61) En
France, ¢a représente, 200 a 400 naissances d'enfants drépanocytaires par an, soit
environ 1 naissance sur 3000. Principalement en région parisienne et aux Antilles.
Car en effet il y a une grande disparité d'une région a l'autre : 1 naissance sur 16 000
a Lille, 1 sur 550 a Saint-Denis en région parisienne et 1 sur 280 aux Antilles. (57)

L'Afrique détient des taux de mortalité allant de 50 a 90% pour les enfants moins de
5 ans.(62) En cause un manque d'accés au diagnostic prénatal, de suivis réguliers,
de mise en place de traitement prophylactique a base de pénicilline. Ainsi que le
manque d'accés a la vaccination contre des maladies virales et des pathologies qui
vont modifier le traitement par Hydroxyurée. Et en plus, un accés insuffisant a la
transplantation de cellules souches hématopoiétiques (CSH).
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4) Qu'en est-il au Cameroun ?

Le Cameroun a une fréquence élevée de porteurs de SCD (20-30%) telle que
rapportée par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2006. Il s'agit du 6éme
pays avec le plus grand nombre de naissances drépanocytaires par an. (58) Le seul
centre spécialisé du pays se trouve a Yaoundé, la capitale du pays. Y sont possibles
des tests prénuptiaux, mais peu sont réalisés car il y a un manque de promotion de
la santé afin de développer la sensibilisation a cette pathologie.

Dans une étude se déroulant a Buéa (Cameroun anglophone) ayant pour cible les
jeunes non mariés avec une moyenne d'age 21 + 3.4 ans, les données ont montré
qu'une large majorité (89,8%) avait entendu parler de la drépanocytose. La principale
source d'informations est I'éducation formelle (41,7%), les autres sources étant les
personnes affectées (21,0%), les médias (20,2%), et les professionnels de santé
(15,4 %). La moitié de l'effectif (53,0%) dit avoir un proche ou un ami atteint de la
maladie.

De plus 44,9% des participants a I'étude ont un niveau de connaissance modéré de
la pathologie. 20,5% avaient un bon niveau de connaissance de celle-ci et 33,6%
avaient en revanche un niveau de connaissance faible de la drépanocytose.

Cette méme étude indique que parmi les 48 participants (soit 13,2%) disant
connaitre le génotype de leur hémoglobine, le variant majoritaire était 'HbAA (85,1%)
et le variant HbAS était quant a lui a hauteur de 14,9%. Dans le cas présent
I'absence de variant HbSS pourrait s'expliquer par la petite taille de I'échantillon de
participants a I'é¢tude (n=100) mais aussi par le fait que la population devait avoir
entre 18 et 35 ans et que généralement a 'dge adulte la drépanocytose est déja
diagnostiquée. (36)

Une autre étude se déroulant au Cameroun, avec un plus large échantillon (n=929)
s'intéressant a tous les groupes d'ages, montrait un pourcentage plus élevé de
genotype HbAS d'hémoglobine (26,4%) et révélait un pourcentage d'HbSS de 2,9%.
(63)
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lll -Clinique et traitements de la maladie

Le diagnostic est généralement établi pendant I'enfance, avec une espérance de vie
estimée a 40 — 50 ans dans les régions développées, mais elle chute en deca de 5
ans dans certains pays d'Afrique ou en Inde par exemple. (29)

1) Signes cliniques

La drépanocytose (S/S) et la S/B°-thalassémie sont les tableaux les plus sévéres
cliniquement ainsi qu'au niveau hématologique, bien que les deux génotypes
puissent fortement différer en terme de gravité. Le profil S/C est généralement une
forme modérée mais sera plus sujet a la rétinopathie drépanocytaire proliférante
(RDP). La S/B*-thalassémie a un spectre clinique large qui est fonction de la mutation
moléculaire du géne de la B thalassémie et du taux d'HbA produit. (17)

Chez les enfants atteints de drépanocytose, les symptédmes les plus fréquents sont
les crises vaso-occlusives et les douleurs osseuses qui en résultent. Chez les
adultes, la colonne vertébrale et le genou sont le plus souvent touchés. (64)

Chez les patients originaires de I'Afrique de I'Ouest, le géne du syndrome
drépanocytaire S/B*-thalassémie est associé a une réduction modérée de la
synthése de chaines de globine B. Ainsi qu'un taux d'HbA compris entre 15 et 25%,
et une évolution clinique modérée, bien qu'ils soient plus sujets a la rétinopathie
drépanocytaire proliférante. Ce risque élevé de RDP dans les formes plus modérées
(S/C et S/B*) de la drépanocytose demeure inexpliqué.

Chez les Indiens, la forme S/B*-thalassémie est associée a un taux d'HbA entre 3 et
5% et une évolution clinique assez sévere.

La fréquence et la sévérité des complications du tableau clinique varient d'un
geénotype a l'autre. Par exemple une étude coopérative de la drépanocytose se
déroulant aux Etats-Unis auprés de 3578 patients, disait que 39% n'avaient pas de
douleur, 1a ou 1% faisait plus de six épisodes de crises douloureuses par an. (51)
Mais de fagon globale, on observera une forme plus sévére chez les profils S/S et
S/B°-thalassémie, et une forme modérée chez les profils S/C et S/B*-thalassémie.
(17)
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A - Pathologies ostéo-articulaires

L'une des manifestations cliniques la plus courante dans la drépanocytose est
causée par une implication ostéo-articulaire.(48) Dans un contexte aigu, les patients
peuvent présenter des crises vaso-occlusives tres douloureuses au niveau des os. Et
a répétition, le passage a la forme faucille des hématies, peut s'accompagner d'une
nécrose avasculaire. Une autre manifestation prévalente, est I'atteinte de la colonne
vertébrale, mais il y a un manque d'informations sur le lien entre les deux. (65,66)

Les douleurs osseuses augmentent généralement lors de I'adolescence et la vie de
jeune adulte, notamment pour les hommes. Et elles vont diminuer en fréquence et en
sévérité apres I'age de 25-30 ans dans la plupart des cas.(17)

Ces complications musculo-squelettiques n'aggravent pas la mortalité des patients,
par contre elles augmentent les comorbidités. En situation aigué, ¢a va étre des
douleurs causées par les crises vaso-occlusives, ostéomyeélite, fractures de
fatigue/tension, syndrome de compression de l'orbite, problémes dentaires,
tassement vertébral, et nécrose de la moelle osseuse. En situation chronique, ¢a va
inclure des nécroses avasculaires, arthrite chronique, ostéopénie et ostéoporose.
(65,66)

» Crise vaso-occlusive

C'est la pathologie osseuse la plus fréquente touchant les patients atteints de
drépanocytose.(66) C'est le symptédme aigu le plus fréquent présent chez les enfants
et est récurrent tout au long de leur vie.

Ceci est causé par l'occlusion de la microcirculation par les globules rouges en forme
de faucille (ainsi que les leucocytes), aboutissant a une ischémie chronique des
tissus et un infarctus, qui finalement est source de douleurs et du gonflement des
tissus ischémiques. (67) Bien que le processus requiere la polymérisation de I'HbS,
I'élément déclencheur est souvent inflammatoire (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation du mécanisme d'une crise vaso-occlusive (68)

L'occlusion vasculaire est le résultat de linteraction entre les érythrocytes et
I'endothélium vasculaire, qui va mener a l'occlusion microvasculaire épisodique et
l'ischémie, suivies de la restauration du flux sanguin qui favorise les lésions
tissulaires par l'intermédiaire de la reperfusion. Ces cycles alternant ischémie et
reperfusion sont sources: de stress oxydant, avec l'activation des oxydases
vasculaires (69), de stress inflammatoire, de I'augmentation de [I'expression
endothéliale des protéines d'adhésion cellulaire, ainsi que de la synthése de
cytokines inflammatoires, ce qui peut causer une leucocytose. (70,71)

L'infarctus de moelle osseuse menant a une embolie graisseuse, pourrait aussi
contribuer a cette vaso-occlusion, notamment au niveau des poumons ou a lieu le
syndrome thoracique aigu. (1,50)

Généralement c'est localisé au niveau du genou ou de la colonne vertébrale, la ou la
moelle est dite « active ». Le sternum et le fémur sont aussi fréquemment touchés.
Chez environ 2/3 des patients il y a une implication au niveau lombo-sacré alors qu'il
n'y a qu'environ 20% d'entre eux que limplication est au niveau thoracique.
Cliniguement cela se manifeste par des douleurs dorsales et des douleurs a la
palpation des vertebres. Les os plats (créne, os iliaque, cbtes) sont moins
susceptibles d’étre des sites pour ces crises car ils ont plus de chaines vasculaires et
donc sont mieux perfusés. (72)

Au niveau de l'imagerie médicale, le scanner en combinant un radioisotope osseux a
Tc 99m marqué a un colloide de sulfure (mesure de l'assimilation de la moelle
osseuse) et Tc 99m diphosphonate (mesure de I'assimilation osseuse) peut
effectivement détecter les zones d'infarctus en phase aigué.(73) Par contre les
radiographies sont totalement inutiles dans la détection de ces crises car les os y
apparaissent sans anomalie en phase aigué.
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De plus ces crises sont plus susceptibles de se produire et d'étre destructrices au
niveau des vaisseaux aux terminaisons longues.

* Ostéomyeélite

C'est la 2éme pathologie osseuse la plus fréquente chez les drépanocytaires. De fait
avec un terrain comprenant : tissu nécrotique, une immunodéficience secondaire au
dysfonctionnement de la rate, un excés de fer, et une implication bactérienne suite a
un grand turn over des globules rouges. A ce sujet, Salmonella spp et
Staphyloccoccus spp ont été largement décrites, et il s’avérerait que Bacteroides
fragilis soit aussi un pathogéne fréquemment impliqué dans I'ostéomyélite vertébrale.
Au niveau clinique cela s'accompagne de fiévre, frissons, nausées, vomissements, et
des douleurs du bas du dos, localisées et non rayonnantes sans symptome
neurologique.

Le traitement consiste alors a une antibiothérapie en intraveineuse. On pourrait en
déduire des cas d'ostéomyélite anaérobie hématogéne aigué, qui peut étre résolue
sans nécessité de débridement chirurgical.(74) En situation chronique, les
changements osseux dus aux infarctus répétitifs contribuent a une nécrose
avasculaire, et ensuite I'hyperplasie de la moelle a I'ostéoporose. Les thromboses et
les infarctus affectent le plus souvent la téte d'humérus ou de fémur.(65,75)
D'ailleurs, une autre étude pédiatrique cherchant a démontrer un lien avec la
croissance des enfants drépanocytaires a observé la présence d'un déficit de la
densité minérale osseuse ainsi que de la surface totale osseuse. (76)

» Ostéoporose

Les individus atteints de drépanocytose, sont prédisposés a de l'ostéoporose, en
raison d'un faible taux de vitamine D et une densité minérale osseuse réduite. Cette
derniére pourrait conduire a une hyperplasie médullaire. (77)

Ces deux phénomeénes ne sont pas encore bien décrits mais pourraient étre en lien
avec l'inflammation chronique au niveau des os des patients drépanocytaires. Une
étude basée a Boston a permis de mettre en évidence le fait que le niveau de la
partie C-terminale du procollagéne de type I, marqueur de la résorption osseuse,
était élevé avant et aprés traitement de l'ostéoporose. D'autres études disent que la
libération dans les os de TNFa (tumor necrosis alpha) et d'IL-6 (interleukine 6) en
condition ischémique, est liée a I'augmentation de la résorption osseuse, car ce sont
des cytokines inflammatoires, expliquant alors en partie la faible densité osseuse
chez ces patients. Ce qui représente donc un risque élevé de fracture en
comparaison a la population générale. (78)

Par conséquent, un traitement préventif de I'ostéoporose et de I'ostéomyélite est mis
en place lorsqu'un faible taux de vitamine D associé a une faible densité minérale
osseuse au niveau des lombaires est observé. (79)
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2) Prise en charge de la drépanocytose

A — La douleur

Les crises vaso-occlusives constituent le premier motif de consultation et/ou
d'hospitalisation. Elles sont d'une douleur telle qu'il faut fréquemment administrer des
morphiniques ou des dérivés d'opiacés pour soulager les crises. (57)

* Hydroxyurée

En terme de traitement de fond, I'Hydroxyurée (hydroxycarbamide), commercialisée
sous le nom de Siklos® (et Hydréa®) en France, est un agent cytotoxique capable
d'augmenter les taux d'hémoglobine foetale chez certains patients. C'est la seule
thérapeutique de modification de la maladie approuvée pour la drépanocytose. (80)
En raison de son efficacité par voie orale et le peu d'effets toxiques. Autres
bénéfices, elle diminue le taux de plaquettes et de globules blancs, ainsi que le
changement d'expression des molécules d'adhésion. De plus, plusieurs études ont
montré que I'hnydroxycarbamide diminue la fréquence des épisodes douloureux, du
syndrome thoracique aigu, des transfusions sanguines et du nombre d'admissions a
I'népital chez les adultes et les enfants. Permettant ainsi une meilleure qualité et
durée de vie. (80,81)

Durant les deux premiéres années de vie, de fagon physiologique, I'expression des
chaines y (gamma) globine diminue voire disparait. Sachant que associées aux
chaines de a (alpha) globine, elles forment I'hémoglobine foetale (Hb F). Or dans le
syndrome drépanocytaire majeur, le géne de I'Hb F n'est pas touché par la mutation,
de ce fait I'induction d'Hb F est un axe thérapeutique qui a été exploité pour prévenir
la falciformation. (82)

Ce traitement n'intervient pas au niveau de la prévention des AVC, ou des atteintes
osseuses secondaires ni sur les infections pulmonaires ou osseuses.(83)

Il y a tout de méme certains effets indésirables a prendre particulierement en compte
car tres fréquents (= 1/10): l'oligospermie et I'azoospermie. Ce sont des effets
généralement réversibles mais bien a signaler aux patients masculins en cas de
désir d'enfant.(84) Il existe aussi un effet de myélosuppression dose-dépendant
apparaissant a court terme.

Cependant la réponse a ce traitement n'est pas uniforme parmi les malades et une
réserve demeure sur l'usage a long terme. (85)
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* Transfusions

Un autre traitement consiste a des échanges transfusionnels partiels.(57)
Effectivement, La transfusion d'érythrocytes intervient dans la prise en charge des
complications aigués et chroniques de la drépanocytose. Elle a pour fonctions de
corriger l'anémie, de diminuer le pourcentage d'Hb S, supprimer la synthése d'Hb S,
et réduire I'némolyse. Il peut s'agir d'une transfusion additive ou d'un échange
sanguin. L'exsanguino-transfusion est plus susceptible d’étre employée, si la
concentration initiale en hémoglobine est élevée ou alors s'il faut diminuer
rapidement le taux d'Hb S sans augmenter I'hématocrite ni la viscosité du sang,
notamment lorsqu'il y a des symptoémes neurologiques.

La transfusion sanguine chronique engendre généralement une surcharge en fer.
C'est pourquoi la chélation en fer est importante afin d'éviter I'atteinte hépatique chez
les drépanocytaires concernés. |l s'agit d'un traitement par voie parentérale de
déféroxamine, Desferal®, ou de Déférasinox, Exjade® qui est un chélateur
administré par voie orale.(86) Les transfusions sanguines répétées exposent aussi
les malades aux risques de transmission d'infection, d'allo-immunisation et autres
réactions immunologiques.(31) Mais il y a aussi le risque de développer des allo-
anticorps qui est exacerbé par le fait que les patients atteints de drépanocytose y
sont déja plus susceptibles que les patients sains.(87) D'ailleurs une conséquence
directe de transfusions fréquentes, est que plus le patient en est dépendant
longtemps, plus ¢a va étre difficile de trouver des produits sanguins compatibles a lui
transfuser a cause des multiples allo-anticorps. (88)

B — Atteinte multiple des viscéres

L'hypersplénisme, soit I'hnyperactivité de la rate, se caractérise par I'hypertrophie
persistante de la rate, la séquestration importante des hématies, I'expansion
considérable de la moelle osseuse.

La séquestration splénique aigué est assez fréquente entre I'age de 6 mois et 2 ans,
et ca devient plus rare aprés l'age de 6 ans. La résolution peut se faire
spontanément, sinon une transfusion chronique est mise en place et la splénectomie
est préconisée, dés que deux attaques spléniques ont eu lieu. Car la mauvaise prise
en charge de cette complication va entrainer une forte morbidité et mortalité.
D'ailleurs I'éducation des parents par rapport aux signes de splénomégalie a permis
de diminuer la mortalité liée a cette complication.

La relation entre la séquestration splénique aigué et I'hypersplénisme est assez
complexe.(17)

L'administration de vitamine B9 (Acide folique) est aussi recommandée pour éviter
I'aggravation de I'anémie. Cette correction est nécessaire en cas d'infections ou
d'atteinte splénique.(57)
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C — Mortalité précoce
* Les causes

L'espérance de vie a été historiquement estimée a 50 ans environ (50), bien qu'elle
s'améliore avec le développement de la médecine moderne dans les pays
développés. On dit globalement qu'elle y est diminuée de 20 ans par rapport a la
population générale. Mais celle-ci est davantage limitée dans les pays en voie de
développement, pouvant s'abaisser a 5 ans dans les zones ou l'accés au soin est
limitée.(17)

Bien que la mortalité infantile en lien avec la drépanocytose soit élevée, on retrouve
relativement peu de documentation sur les causes, notamment en Afrique. Elle est
donc ainsi souvent attribuée au paludisme ou bien une infection bactérienne
sanguine.(89) Cependant, une étude menée auprés d'une population africaine a
montré que la fréquence de bactériémies causées par Streptococcus pneumoniae et
Haemophilus influenzae chez les enfants drépanocytaires était similaire aux chiffres
concernant la Jamaique et les Etats-Unis. (90,91) Cette susceptibilité est causée par
I'atteinte de la fonction splénique, les défauts d'activation du complément (immunité
innée), les déficiences en micronutriments et ischémie tissulaire.

* Prophylaxie

A partir de ces infections, on a ainsi supposé qu'une prophylaxie antibiotique adaptée
pourrait diminuer jusqu'a 50% la mortalité infantile en Afrique.(1) Cette mortalité
pourrait aussi étre causée par un syndrome thoracique aigu.(17) Et de fagon plus
globale, le dépistage systématique des nouveaux-nés, la prophylaxie a la pénicilline
et les vaccinations supplémentaires, ont contribué a une baisse significative du taux
de mortalité chez les jeunes enfants.(91) Ainsi que I'éducation des parents dés la
naissance a la détection précoce des complications telle que la séquestration
splénique. (82) Une urgence qui peut parfois étre compliquée a saisir pour les
parents qui ont devant eux un bébé qui semble en bonne santé, asymptomatique.

La vaccination contre Haemophilus influenzae est généralement intégrée dans les
programmes nationaux. |l s'agit de trois doses de vaccin avant I'dge de 1 an (a 2
mois, 4 mois et 11 mois). Concernant la vaccination contre le pneumocoque, il est
recommandé de faire 4 doses de Prevenar 13® (a 2 mois, 3 mois, 4 mois et 9 mois),
complétées d'une dose Pneumo 23® a 24 mois puis tous les 5 ans.(94) La
vaccination contre I'hépatite B, quant a elle, est faite a la naissance pour tous. Cela
dit, le risque de faire une hépatite est plus important pour le patient atteint de la
drépanocytose car il est amené a avoir des transfusions assez réguliérement. Pour le
méningocoque, il faudrait a minima vacciner contre la méningocoque de type A
(MENATfriVac®) aprés l'age de 1 an. Et durant la premiére année la vaccination un
vaccin conjugué ACYW135 et la vaccination contre le méningocoque B (Bexsero®).
Et concernant la prophylaxie antibiotique, I'administration quotidienne de pénicilline
en sirop est recommandée jusqu'a I'age de 15 ans. (57)
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Figure 11 : Evolution de I'espérance de vie chez les patients atteints de drépanocytose entre
1910 et 2000 (5)

* Les complications

Avec I'age, le syndrome thoracique aigu demeure une cause de mortalité importante,
mais le type de septicémie peut évoluer, avec des sérotypes de Streptococcus
pneumoniae résistants a la pénicilline et/ou non couverts par la vaccination.(17) Par
ailleurs, une augmentation de la fréquence des douleurs aigués va étre associée a
une mort précoce chez les patients atteints d'anémie falciforme ayant plus de 20 ans.
(51) Aprés I'age de 30 ans, il y a accumulation d'atteinte des organes, notamment au
niveau des poumons (fibrose pulmonaire et hypertension pulmonaire) et des reins
(fibrose glomérulaire progressive). (17)
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3) Traitements en cas de complications

A — Douleurs aigués

Les douleurs aigués sont la cause la plus courante d'hospitalisation chez les enfants
et les adultes. Elles sont plus couramment observées chez les adolescents et les
jeunes adultes, moins chez les jeunes enfants.

Bien que la douleur aigué vaso-occlusive n'aboutira généralement pas a une atteinte
des organes, c'est la complication la plus importante du point de vue des patients.
Leur fréquence est en lien avec un hématocrite élevé, de faibles concentrations en
Hb F (51), I'historique fraternel concernant I'asthme (95) et I'nypoxémie nocturne.

La prise en charge des douleurs sévéres comprend principalement les opiacés par
voie orale, qui serait équivalente a la voie parentérale chez les enfants.(96) Une
enquéte britannique confidentielle a fait le lien entre de le décés de personnes
atteintes de la drépanocytose et la sédation excessive aux opiacés. Mettant en
lumiére l'importance d'une surveillance rapprochée et de la présence d'un spécialiste
de la douleur dans les équipes médicales. (97)

Les corticostéroides peuvent réduire les épisodes aigus mais sont finalement peu
administrés car ils présentent fréquemment un effet rebond de la douleur aboutissant
a une nouvelle admission. (98)

B — Syndrome thoracique aigu

Le syndrome thoracique aigu est la deuxiéme cause d'admission hospitaliere pour
les personnes atteintes de la drépanocytose. C'est en fait une lésion pulmonaire
aigué, causeée par le développement d'une infiltration alvéolaire au niveau d'au moins
un des segments pulmonaires. (99)

La cause de ce syndrome est la résultante de plusieurs éléments, une infection, une
embolie graisseuse, une vaso-occlusion au niveau pulmonaire. Les manifestations
cliniques peuvent étre variables incluant : douleur thoracique, toux, et dyspnée. La
sévérité est variable, mais 13% des patients vont nécessiter une assistance
respiratoire et il y a un taux de 3% de mortalité.(100) En effet ce syndrome peut
survenir suite a une hypoventilation associée a une douleur pleurétique due a une
nécrose avasculaire des cotes ou du sternum, d'ou la mise en place d'une
spirométrie préventive.
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Vaso-occlusion: augmentation de la polymeérisation de HbS
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Figure 12 : Physiopathologie du syndrome thoracique aigu (1)

* Infection pulmonaire: 29% Chlamydia pneumoniae, 20% Mycoplasma
pneumoniae, 2% Legionella pneumoniae, 10% virus respiratoire syncytial, 4%
parvovirus, 3% rhinovirus, 2% virus parainfluenza, 2% cytomegalovirus, 1% virus
Epstein-Barr, et 1% Herpes simplex virus; 5% Staphylococcus aureus was isolated et
4% Streptococcus pneumoniae.

Une hypoxie pulmonaire va étre causée par une infection ou d'autres stimuli
inflammatoires, qui vont augmenter l'expression endothéliale des molécules
d'adhésion, notamment lintégrine o4B1 et VCAM-1. Ceci va accélérer la
polymérisation de I'HbS et la vaso-occlusion et causer par la suite une hypoxie et
une réaction inflammatoire qui vont évoluer sous forme de cycle permanent. La vaso-
occlusion entraine la libération d'hémoglobine plasmatique libre, ce qui va diminuer
la disponibilité du monoxyde d'azote (NO) et altérer I'expression de VCAM-1. La
vaso-occlusion et l'infarctus de la moelle osseuse peuvent provoquer une embolie
graisseuse, ce qui va endommager la circulation pulmonaire. L'encadré (Figure 12)
montre des taches rouges au niveau des macrophages des alvéoles pulmonaires,
cela correspond aux inclusions lipidiques rouges caractéristiques du diagnostic de
I'embolie graisseuse. En paralléle les concentrations en phospholipase A2 sécrétrice
sont trés élevées en réponse a l'inflammation. Et celles-ci vont étre suivies de
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l'augmentation de l'expression des molécules d'adhésion dans la vascularisation
pulmonaire, qui va elle-méme accroitre la vaso-occlusion.

La prise en charge implique une antibiothérapie a spectre large, des
bronchodilatateurs et de I'oxygénothérapie. En cas de baisse considérable des
concentrations en Hb ou de détérioration de I'état clinique du patient, on mettra en
place une transfusion sanguine.

La dexaméthasone, Dectancyl®, peut améliorer la clinique et diminuer le besoin de
transfusion sanguine chez les enfants ayant un syndrome thoracique aigu. Il existe
tout méme un effet indésirable de rebond de la douleur a l'arrét du corticostéroide.
(101).

On pourra aussi administrer de I'hydroxycarbamide lors de récidives de cette
complication.

C — Complications neurologiques

La drépanocytose est I'une des causes les plus fréquentes d'AVC pédiatrique. La
plupart des cas sont liés a une sténose touchant la carotide interne distale et 'artere
cérébrale moyenne. Le mécanisme de ce type d'AVC n'est pas encore établi car il
difféere d'une sténose au niveau de vaisseaux plus petits, mais certains facteurs de
cette vasculopathie ont été identifiés : anémie, leucocytose, hypoxémie, rhéologie
anormale causant des dommages au niveau endothélial, dysfonctionnement du
monoxyde d'azote associé a I'némolyse, altération de la régulation du flux sanguin
causant une hyperémie.(102)

La vasculopathie semble commencer dés la petite enfance, l'incidence du premier
AVC est de 1,02 pour 100 patients-années entre I'age de 2 et 5 ans, et 11% des
patients drépanocytaires avaient déja fait un AVC a I'age de 20 ans.(43) La détection
peut étre elle aussi précoce grace a un Doppler transcranien. Chez les patients
présentant des vélocités transcraniennes élevées, le risque d'AVC est diminué de
90% grace a des transfusions sanguines réguliéres qui vont maintenir le taux d'HbS
en deca de 30%. Par contre, une fois qu'un AVC a lieu, le risque de récurrence est
de plus de 60%, bien qu'il soit considérablement diminué par les transfusions. (103)
Généralement, on dit que dans les trois années suivant le 1er AVC, il y aura récidive.
(17)

D'autre part, des études ou les patients sont soumis a des IRM montraient que 20%
des enfants atteints de la drépanocytose avaient des infarctus cérébraux silencieux,
notamment au niveau des lobes frontaux. Ceux-ci peuvent étre la cause de troubles
neurocognitifs, de crises et ultérieurement d'un risque de récidive d'un infarctus
cérébral. (102) Ces troubles peuvent aussi étre présents en l'absence d'infarctus,
mais en lien avec I'anémie et I'hypoxie.
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D — Hypertension pulmonaire

L'hypertension pulmonaire est une complication retrouvée chez les patients
adolescents et adultes.

Dans trois études prospectives faites sur des adultes, on a utilisé I'échocardiographie
pour mesurer la vélocité du jet de la régurgitation tricuspide. 20% des participants
présentaient une légére élévation des pressions artérielles pulmonaires estimées,
c'est-a-dire au-dessus de 35mmHg (pour une norme haute définie a 32 mmHg). 9%
avaient une hypertension pulmonaire modérée a sévére, c'est-a-dire au-dessus de
45 mmHg. Méme si ces mesures sont inférieures a celles des patients ayant des
hypertensions pulmonaires idiopathiques ou héréditaires, le risque de mortalité
associée a une hypertension, méme faible, est élevé pour les patients atteints de la
drépanocytose.

Dans une étude francaise réalisée sur 385 patients qui a exclu les patients ayant une
clairance de la créatinine basse, une capacité pulmonaire réduite, et ceux ayant une
pathologie hépatique, car ce sont les risques majeurs additionnels d'hypertension. I
y a 6% des participants qui avaient en moyenne une pression artérielle pulmonaire
supérieure a 25 mmHg au cathétérisme cardiaque droit. Bien que cette prévalence
soit inférieure a celle des études utilisant I'échocardiographie, la survenue de
I'nypertension pulmonaire est élevée comparée aux autres maladies associées a son
développement et tous les décés s'observaient au sein la population atteinte
d'hypertension.

Pour l'instant, on n'a pas de preuve robuste de la meilleure prise en charge de
I'hnypertension pulmonaire chez les patients ayant la drépanocytose. |l est donc
important d'identifier et de traiter les facteurs de risque comme : hypoxémie, apnée
du sommeil, maladie thromboembolique pulmonaire, maladie pulmonaire restrictive,
dysfonctionnement du ventricule gauche, anémie sévére, et surcharge martiale. Si le
patient n'est pas suffisamment réceptif, on envisage un traitement par
hydroxycarbamide associé a des transfusions sanguines régulieres.

Chez les patients ayant une hypertension pulmonaire sévére (vélocité du jet de la
régurgitation tricuspide supérieure a 3 m/s), un cathétérisme cardiaque droit est
nécessaire pour confirmer le diagnostic et évaluer la fonction ventriculaire gauche.
Les antagonistes des récepteurs a I'endothéline (ex : bosentan et ambrisentan), la
thérapie basée sur la prostaglandine (ex : epoprostenol, treprostinol, et iloprost) et
les inhibiteurs de phosphodiestérase de type 5 (ex : sildénafil), sont tous utilisés dans
I'hypertension pulmonaire idiopathique et peuvent étre bénéfiques aux patients qui
en sont atteints. L'administration de sildénafil par voie orale améliore la tolérance a
I'effort physique et I'hypertension pulmonaire chez les personnes atteintes de la
drépanocytose. Bien qu'un essai clinique multicentrique contrélé contre placebo, ait
eté soudainement arrété suite a la suite d'une augmentation inattendue des douleurs
aigués chez les admis du groupe sous traitement. (1)
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E — Complications rénales

La détérioration de la fonction rénale va étre majeure de la morbidité des
drépanocytaires de plus de 40 ans. Se constatent une fibrose glomérulaire
progressive associée a une diminution du taux de filtration glomérulaire, une chute
du taux d'érythropoiétine et une diminution du taux d'Hb total. En général, cela
demeure asymptomatique, mais la diminution graduelle du taux d'Hb va nuire a la
fonction cardiaque. Il est donc conseillé d'avoir une créatinémie de référence, pour
les patients S/S, inférieure a celle de population générale, pour déterminer une
insuffisance rénale. (17)

F — Pathologies de la colonne vertébrale

Les méthodes de traitement non invasives vont étre priorisées par rapport a la
chirurgie dans la prise en charge des pathologies spinales afin d'éviter une
complication telle que l'effondrement de la vertébre atteinte de I'ostéoporose. Qui est
une complication fréquente chez les patients atteints de la drépanocytose.(48)

Chez ces patients il est cliniguement trés difficile de faire la distinction entre une
infection osseuse et un infarctus osseux. Car il y a une similitude du tableau
clinique : taux élevés des marqueurs de l'inflammation, fiévre et sensibilité. La prise
en charge implique donc du repos, un traitement symptomatique des accés
douloureux aigus, des médicaments pour l'ostéoporose et une orthése.

Les antalgiques et les myorelaxants peuvent servir mais leur usage chronique peut
provoquer des effets indésirables notamment la sédation et les effets anti-
cholinergiques (sécheresse buccale, constipation). L'usage d'orthése lombaire et/ou
thoracique va permettre de moins utiliser ces médicaments.(74)

La salmonelle et Staphylococcus aureus sont les deux bactéries en cause dans
l'ostéomyelite dans le cadre de la drépanocytose. Donc on met en place une
antibiothérapie principalement a base de Ceftriaxone et d'Oxacilline per os ou
intraveineuse. Avec éventuellement en plus, un débridement chirurgical.(104) La
prise en charge thérapeutique sera la méme pour un abcés de la colonne vertébrale.
La prise en charge de linfarctus médullaire nécessite : du repos, une gestion
symptomatique de la douleur, une prévention médicale de ['ostéoporose, une
orthése. Et il peut y avoir en plus de la chirurgie.

La prise en charge de l'ostéoporose implique : une prévention médicale, un corset
dorso-lombaire/ceinture de soutien lombaire, la gestion symptomatique de la douleur,
et une orthese (41).

Le traitement chirurgical des pathologies de la colonne vertébrale est considéré
lorsque celles-ci impactent cliniquement un jeune patient chez qui la drépanocytose
est stabilisée.(105) Le débridement chirurgical intervient également lorsque
I'antibiothérapie seule ne semble pas étre adaptée au soin d'abcés étendus. (104) En
effet les patients atteints de la drépanocytose deviennent parfois immunodéprimés
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suite a un infarctus splénique lui-méme causé par une occlusion vasculaire. Et de ce
fait, ils ont tendance a moins bien répondre a une antibiothérapie seule lorsqu'il s'agit
d'ostéomyélite ou d'un abcés splénique. (79)

G — Nécrose avasculaire de la moelle osseuse

La dactylite est une complication causée par la nécrose avasculaire de la moelle
osseuse au niveau des petits os des mains et des pieds. Elle surgit de fagon précoce
environ a 10 a 12 semaines de vie. Dans une étude de cohortes en Jamaique, 50%
des enfants ayant atteint I'age de 2 ans étaient touchés. Le temps de résolution
d'une attaque est généralement de 5 a 7 jours, avec un traitement analgésique, mais
cela aura tendance a étre récurrent jusqu'a I'age de 5 ans. C'est en fait I'dge ou la
moelle osseuse active se retire des petits os. A I'adolescence il y a la crise de
douleur osseuse qui prend le relais, jusqu'a 25-30 ans ou ¢a va généralement
diminuer en fréquence et en sévérité.

Une autre conséquence de cette atteinte de la moelle osseuse, la nécrose
avasculaire de la téte fémorale. Elle apparait généralement a la fin de I'adolescence.
Les conséquences dépendront de la maturité de la téte fémorale, vont nécessiter un
remodelage ou nécessiter la mise en place d'une prothése de hanche. (17)

H - Autres

L'incontinence nocturne, va toucher les jeunes enfants et peut parfois continuer
jusqu'a I'age de 18-20 ans. Ces patients auront tendance a avoir un volume urinaire
plus important et une vessie avec une capacité moindre (106). En effet, une étude de
cohorte réalisée en Jamaique montrait que 45% des enfants de 8 ans avaient des
accidents deux fois par semaine, contre 18% pour le groupe des non atteints de
drépanocytose. On s'y attarde peu car il n'y a pas d'enjeu vital. Les effets délétéres
sont principalement aux niveaux social et psychologique a cause du stress généré
chez le patient et sa famille.

L'ulcére chronique de la jambe constitue rarement une cause de déces mais
I'isolement scolaire et sociétal qui I'accompagne peut étre source de dépression. Car
cet isolement se manifeste par un cycle vicieux de guérison et de rechute.

La croissance et le développement sexuels sont communément assez tardifs
(d'environ 2,5 ans) lors de l'adolescence chez les patients atteints de la maladie.
Certains traits peuvent subsister : des membres graciles et allongés, des hanches et
des épaules étroites, et un taux de graisse relativement faible.

La grossesse va engendrer une augmentation de risques de crise de douleurs
osseuses, de syndrome thoracique aigu, et de mortalité maternelle, notamment
durant le troisieme trimestre et en post-partum.
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Le priapisme, est une complication particulierement pénible. Il s'agit d'une érection
douloureuse qui n'est pas liée a un désir sexuel. Il touche jusqu'a 35% des jeunes
garcons et hommes drépanocytaires.

Il en existe deux formes cliniques. Le priapisme du bégaiement : plutét nocturne, qui
va durer entre 2 a 4h, et sans altération de la fonction sexuelle. |l peut étre suivi de
somnolence en journée car il va y avoir un manque de sommeil. Or, le taux de
recensement de ces épisodes pourtant sources de géne pour les patients, est assez
faible. Et il y a I'attaque de priapisme : pouvant durer plus de 12h généralement
suivie de Iésions vasculaires permanentes et d'une impotence. (17)

49



4) Autres approches thérapeutiques

A - Transplantation allogénique de CSH

Comme vu précédemment, il existe plusieurs traitements chroniques mais la
principale option curative pour la B-thalassémie et la drépanocytose est la
transplantation allogénique de cellules souches hématopoiétiques. Elle a longtemps
été le seul traitement curatif. Et elle se fait a partir de donneurs HLA géno-identiques,
c'est-a-dire qui sont apparentés au receveur.

Elle est principalement faite chez les enfants atteints de la drépanocytose ayant un
donneur HLA-compatible parmi leurs fréres et sceurs hétérozygotes pour Hb S, chez
qui elle est plus sdre. Ce qui rend de ce fait, ce traitement peu accessible. En effet
cela représente moins de 15% des patients a cause du manque de donneur
compatible d'une part et du risque élevé de mortalité et de morbidité d'autre part. En
particulier quand le donneur n'est pas un frére ou une sceur HLA géno-identique et
chez un adulte présentant un organe sévérement endommageé.

Or généralement, les enfants déclarent assez peu de complications manifestes.
Donc cette transplantation n'est envisagée qu'en cas de complication séveére telle
que les maladies cérébrovasculaires ou les enfants vont étre dépendants des
transfusions. (1)

Les données des études indiquent une survie globale de 92 a 94 %, une survie sans
événement indésirable lié a la transplantation de 82 a 86 % et une mortalité en lien
avec la greffe de 7 %. (107) Il est difficile de faire la balance bénéfices/risques entre
le risque de mort a court terme et le risque de complications a long terme lié a la
maladie chronique qu'est la drépanocytose.

B - Transplantation haplo-identique de CSH

Les transplantations haplo-identiques peuvent potentiellement étre aussi curatives.
Ici la promesse faite avec cette approche, c'est un plus grand nombre de donneurs
compatibles (supérieur a 90%) car ils peuvent étre non apparentés : parents
biologiques, enfants biologiques, fréres et sceurs, demi-fréres et demi-sceurs, ou des
membres de la familles plus éloignés. Mais seuls 19% des drépanocytaires ont un
donneur non apparenté compatible.

Un donneur HLA-haploidentique partage exactement un haplotype HLA (antigénes
des leucocytes humains) avec le receveur, mais avec des différences au niveau de
plusieurs génes HLA sur le 2éme haplotype non identique.

Le principal challenge, est l'alloréactivité bidirectionnelle a I'origine de fortes
incidences de rejets de greffon et de maladie du greffon contre I'héte (taux de 50 a
60%). Qui en plus n'a aucun bénéfice dans le contexte de la drépanocytose qui est
une pathologie non maligne.
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En comparaison avec les patients ayant une hémopathie maligne qui ont dans un
premier temps une chimiothérapie et/ou un traitement par rayons, les patients
atteints de drépanocytose pourraient avoir un risque plus élevé de rejet du greffon a
cause du fait que le systéme immunitaire demeure intact et robuste, qu'en plus ils
présentent une anémie et une inflammation depuis le plus jeune age, et ils ont un
plus grand taux d'alloimmunisation. Donc pour pouvoir traiter plus de patients avec
cette stratégie, il faudrait ne pas augmenter le taux de syndrome de rejet du greffon
contre de I'hote (GVH).

Notamment en utilisant des méthodes de déplétion des lymphocytes T qui d'une part
réduiraient le taux de lymphocytes T du receveur reconnaissant la HLA dissemblance
des cellules du donneur haplo-identique ainsi que le taux de rejets de greffe. Et
d'autre part qui réduiraient le taux de lymphocytes du donneur conduisant au
syndrome de rejet GVH. Ces méthodes nécessitent in vivo du cyclophosphamide
post-greffe (CyPG) et ex vivo des CD34+ issus du greffon.(92)

* Cyclophosphamide post-greffe (CyPG)

L'usage de CyPG a fortes doses permet de cibler la déplétion des lymphocytes T
alloréactives, tout en préservant la reconstitution de I'immunité et une immunité
protectrice. L'expérience initiale la plus large de transplantation de HLA haplo-
identique dans la drépanocytose, a montré que le CyPG donné a J+3 et J+4 était
efficace dans la baisse du syndrome de greffon contre I'héte. (108) En effet aucun
patient n'a eu le syndrome, que ce soit de fagon aigué ou chronique, le CyPG a bien
éteé toléré et il n'y a pas eu de mortalité liée a la transplantation. Cependant, le rejet
avec un taux de 42,8% demeure un obstacle conséquent. Cela peut étre di a une
immunosuppression insuffisante lors d'un rejet de greffe qui est dit immunologique ou
a une myélosuppression insuffisante lorsque les CSH de I'hnéte supplantent les
cellules du donneur. Théoriquement on peut solutionner cela en augmentant
l'irradiation corporelle totale (de 200 cGy a 400 cGy) réalisée avant, afin de préparer
la moelle osseuse. On a ainsi une amélioration du taux de rejet : on est passé de
42,8% a 6% (n=1) (109), treize des dix-sept patients ont fait un chimérisme total
donneur et trois ont fait un chimérisme mixte donneur-receveur. Et tous les patients
étaient en vie lors du contréle a 705 jours. Les taux de maladie GVH aigué et
chronique étaient de 29% et 18%, qui ont été tous résolus lors du suivi le plus récent.
Et 88% des patients n'étaient plus en état d'immunosuppression.

Dans une autre étude avec des patients présentant un état sévere (n= 21
drépanocytose et n= 2 3 thalassémie), qui ont été traités avec une approche non
myéloablative, impliquant une irradiation corporelle totale a 400cGy, alemtuzumab,
des doses croissantes de CyPG et sirolimus en prévention de la maladie GVH.

Si on élimine la fludarabine, ce protocole pourrait étre proposé en cas d'atteinte
sévere des organes, notamment une insuffisance rénale. La survie sans événement
a augmenté de 50% avec deux doses de CyPG par rapport au cas ou il n'y avait pas
eu de dose ou une seule. Un protocole supplémentaire utilise de la pentostatine et
du cyclophosphamide par voie orale avant la transplantation, pour qu'il y ait
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davantage de lymphocytes déplétés chez le receveur afin d'essayer de diminuer le
taux de rejet de greffe.

Une autre méthode pour potentiellement améliorer la greffe de CSH haplo-
identiques, c'est I'ajout de Thiotépa. Suite auquel on a constaté une baisse du taux
de rejet de 60% (3 sur 5) a 6% (1 sur 15) et du taux de maladie GVH de 20% a 6%.
Et 100% de survie globale aprés le suivi médian a 13 mois. Une seconde cohorte de
cette étude ou on a transplanté 22 patients pédiatriques avec l'azathioprine et de
I'nydroxycarbamide, a montré 9% de rejet de greffe, 18% de GVHD aigué et
chronique et 86,4% de survie globale.

Ces résultats de transplantations HLA haploidentiques avec le CyPG ont démontré
un taux élevé de survie globale, une toxicité limitée et une diminution efficace de la
GVHD aux niveaux aigu et chronique, dans la plupart des études. L'augmentation de
l'irradiation corporelle totale a 400cGy et Il'ajout de thiotépa au protocole de
préparation semblent améliorer la greffe. Et c'est en cours d'évaluation dans un essai
clinique multicentre BMT CTN 1507, NCT03263559 (92).

» Exvivo approche des lymphocytes T déficitaires

Cette approche permet d'éliminer le risque de toxicité des organes qui était associé
in vivo avec le cyclophosphamide. Notamment, il existe une méthode pour diminuer
le temps de la prise de la greffe ou enrichir I'immunité anti-virale. En élargissant la
capacité de la greffe a de prendre de plus grandes doses de CSH tout en maintenant
le taux lymphocytes T a une dose fixe, ou en réintégrant les lymphocytes T
spécifiques du virus.(92)
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C - Crizanlizumab, Adakveo®

Figure 13 : Photo d'une boite d'’Adakveo® (110)

Le crizanlizumab est un anticorps monoclonal humanisé 1gG2 kappa sélectif qui se
lie a la P-sélectine avec une haute affinité et bloque l'interaction avec ses ligands.
est produit dans des cellules d'ovaires de hamster chinois par la technique de I'ADN
recombinant.(111)

La P-sélectine est une molécule d'adhésion exprimée sur les cellules endothéliales
activées et les plaquettes. Elle joue un réle essentiel dans le recrutement initial des
leucocytes et I'agrégation des plaquettes sur le site de la Iésion vasculaire pendant
l'inflammation. Dans le cas de la drépanocytose, lorsqu'il y a un état pro-
inflammatoire chronique, il y a une surexpression de la P-sélectine et une activation
des cellules endothéliales et sanguines circulantes et qui vont alors devenir
hyperadhérentes. L'adhérence multicellulaire médiée par la P-sélectine est un facteur
clé dans la pathogenése de la vaso-occlusion et des crises vaso-occlusives (CVO).
D'ailleurs des taux élevés de P-sélectine sont retrouvés chez les patients atteints de
drépanocytose.

Le 7 mai 2021, ce médicament était en cours de phase Il en France pour diminuer
les crises vaso-occlusives. En effet, un avis favorable a été donné pour le
remboursement dans le cadre de la prévention des crises vaso-occlusives (CVO)
récurrentes chez les patients atteints de drépanocytose agés de 16 ans et plus. |l
peut étre administré en association avec de I'hydroxyurée/de I'hydroxycarbamide
(HU/HC).(112)

Cela dit, le maintien de cet avis est conditionné par la soumission des résultats de
'étude de phase Ill comparant le crizanlizumab au placebo et des données du
registre des patients traités en France. Ainsi une réévaluation par la Commission
aura lieu dans un délai maximum de 4 ans. A ce moment, les données préliminaires
disponibles issues d’'une étude de phase Il montraient un effet modeste (avec
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seulement 1,35 CVO évitée par an par rapport au placebo : taux annuel médian de
crises vaso-occlusives dans le groupe crizanlizumab 5,0 mg/kg de 1,63 [0,0-24,3]
versus 2,98 [0,0-24,3] dans le groupe placebo ; difféerence des médianes selon la
méthode de Hodges-Lehmann de -1,01, IC95% [-2,00 ; 0,00]), p=0,010)) dans une
population hétérogéne en termes de gravité et d’antécédent de traitement par
I'hydroxycarbamide. Mais ces résultats ne sont pas suffisants pour positionner
ADAKVEDO (crizanlizumab) par rapport a I'hydroxycarbamide, traitement de référence
dont l'efficacité est établie pour prévenir la survenue des crises vaso-occlusives. En
effet, le recul est faible en termes d’efficacité et de tolérance (1 an).(113)

La Commission de la Transparence considére, qu'en l'état actuel du dossier, le
crizanlizumab ne peut se substituer a un traitement par I'hydroxycarbamide bien
conduit réalisé a une posologie adaptée sur une durée de traitement adéquate, et
apres s’étre assuré de la bonne observance de ce traitement. De ce fait, un
traitement par crizanlizumab doit étre envisagé préférentiellement en association a
'hydroxycarbamide. Toutefois, le crizanlizumab, selon son résumé des
caractéristiques du produit (RCP), pourra étre prescrit en monothérapie uniquement
chez les patients chez qui le traitement par HU/HC est inapproprié ou inadéquat.

En résumé de SMR est faible et 'ASMR absente (niveau V). En effet, il est
impossible d’estimer la quantité d’effet du crizanlizumab d’'une part en monothérapie
chez les patients pour lesquels le traitement par hydroxycarbamide est inapproprié
ou inadéquat, et dautre part en association avec I'hydroxycarbamide liée a
I'hétérogénéité de la population incluse. La population comportant une majorité de
patients avec un faible taux de crises annuel (soit de 2 a 4 crises au cours de I'année
précédant l'inclusion pour 62,6% des patients) et une minorité de patients (37,4%)
ayant entre 5 et 10 crises vaso-occlusives au cours de I'année précédant I'inclusion ;
ainsi qu’une majorité de patients traités par hydroxycarbamide a I'inclusion (62,1%).

Ce médicament a été commercialisé(114), il était réservé a I'usage hospitalier car il a
été démontré que la fixation a la P-sélectine, a la surface des cellules endothéliales
activées et des plaquettes, bloque efficacement les interactions entre les cellules
endothéliales, les plaquettes, les globules rouges et les leucocytes, prévenant ainsi
la vaso-occlusion. Au cours des études cliniques, le traitement par crizanlizumab
dosé a 5 mg/kg a entrainé une inhibition dose-dépendante, immédiate et prolongée
de la P-sélectine (mesurée ex vivo) chez des patients atteints de drépanocytose.

Adakveo se présente sous la forme d'une solution a diluer pour perfusion dosée a
10 mg/mL dans un flacon de 10 ml, sous forme de conditionnement unitaire (Figure
13). Le liquide est incolore a Iégérement jaune-brunatre. Ce médicament doit étre
conservé au réfrigérateur avant ouverture. (111)

Le traitement doit &tre initié par un médecin expérimenté dans la prise en charge de
la drépanocytose. Concernant la posologie, la dose recommandée de crizanlizumab
est de 5mg/kg administrés sur une période de 30 minutes par perfusion
intraveineuse a la semaine 0, a la semaine 2, puis toutes les 4 semaines. Il peut étre
administré seul ou en association avec de I'HU/HC.
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En cas de dose manquée, le traitement doit étre administré dés que possible. Soit le
crizanlizumab est administré dans les 2 semaines suivant la dose manquée, alors
I'administration doit étre poursuivie conformément au schéma d'administration initial
du patient. Soit le crizanlizumab est administré plus de 2 semaines aprés la dose
manquée, alors l'administration doit étre poursuivie toutes les 4 semaines par la
suite.

Concernant les effets indésirable trés fréquents, on note : des nausées & des
douleurs abdominales, des arthralgies & des douleurs dorsales, ainsi que de la
pyrexie. Et concernant les effets indésirables dits fréquents il y a : la réaction a la
perfusion (qui va demander une prise en charge particuliere en fonction du grade de
sévérité), la diarrhée & les vomissements, la douleur oropharyngée, la myalgie & les
douleurs thoraciques musculo-squelettiques.

Depuis le 15 juin 2023 I’Adakveo a perdu son AMM suite aux résultats de I'évaluation
de I'étude de phase Ill STAND qui n’ont pas montré d’efficacité suffisante dans la
prévention des CVO récurrentes dans la drépanocytose chez les patients agés de
16 ans et plus. Il ne peut donc plus étre administré.(115)

D - Voxelotor, Oxbryta®

NDC 72786-101-01 B on

Oxbrytd
(voxelotor) tablets
500 mg

9 tablets

Figure 14 : Photo d'un flacon d'Oxbryta® 500mg (116)

Le 26 juin 2022, la Haute Autorité de santé (HAS) a délivré une autorisation d’acces
précoce, pour le OXBRYTA (voxelotor) dans le traitement de 'anémie hémolytique
sévere causée par la drépanocytose chez les adultes et les adolescents agés de 12
ans et plus, ne répondant pas suffisamment a un traitement bien conduit par
I'hydroxyurée/hydroxycarbamide et nécessitant des apports transfusionnels réguliers,
toujours en association avec HU/HC.

Le voxelotor est un inhibiteur de la polymérisation de 'hémoglobine S (HbS) qui se
lie a 'HbS et qui en plus présente une répartition préférentielle dans les érythrocytes.
En augmentant l'affinité de I'Hb pour I'oxygéne, le voxelotor induit une inhibition
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dose-dépendante de la polymérisation de I'HbS qui engendre la diminution des
marqueurs de I'némolyse (bilirubine indirecte), avec une diminution concomitante du
taux de réticulocytes et une augmentation de I'Hb compatible avec I'amélioration de
I'anémie hémolytique. Ainsi le voxelotor inhibe la falciformation des érythrocytes et
augmente leur déformabilité.(117)

Cette autorisation précoce remplace I'ancien systéme des autorisations temporaires
d’utilisation (ATU) de cohorte et de prise en charge temporaire post-AMM (PECT).
(118) C'est une procédure permettant [lutilisation, a titre exceptionnel, d’un
médicament dans une indication précise soit avant la délivrance d’'une autorisation
de mise sur le marché (AMM), soit dans l'attente de sa prise en charge par
I’Assurance maladie au titre de son AMM (sous ces conditions : la maladie est grave,
rare ou invalidante ; il n’existe pas de traitement approprié ; I'efficacité et la sécurité
de ce médicament, pour l'indication considérée, sont fortement présumées au vu des
résultats des essais thérapeutiques ; le médicament est présumé innovant ; la mise
en ceuvre du traitement ne peut étre différée).

Comme il vient d'obtenir une AMM, ce médicament sera prochainement examiné par
la Commission de la Transparence de la Haute Autorité de santé pour déterminer le
bien-fondé de sa prise en charge par 'assurance maladie. Cette décision est donc
susceptible d’évoluer (maintien, modification ou retrait) en fonction des nouvelles
données. En cas de retrait ou de suspension, un dispositif de continuité de prise en
charge des patients en cours de traitement est prévu. Aujourd'hui il est donc
commercialisé mais pas disponible en ville, et il faut noté qu'il est considéré comme
meédicament dopant.

Il y a quelques effets indésirables trés fréquents qui ont été notifiés : des nausées,
diarrhée & douleurs abdominales, ainsi que des céphalées, et un rash cutané.

Le traitement doit donc étre instauré par un médecin expérimenté dans la prise en
charge de la drépanocytose. La posologie recommandée est de 1500 mg une fois
par jour. |l s'agit de comprimés pelliculés de 500 mg (cf Figure 14). La posologie est
identique pour la population pédiatrique agée de plus de 12 ans. Par contre aucune
donnée n'a été établie pour la population de moins de 12 ans que ce soit en termes
de sécurité ou de I'efficacité du traitement.

Ces deux derniers traitements n'ont jusqu'a présent pas encore prouvé d'effet curatif
ou sur les complications telles que : la nécrose avasculaire, l'atteinte rénale ou
I'hypertension pulmonaire. Il faut faire davantage d'études a ce sujet pour le savoir.
(119) Il y a actuellement une dizaine d'essais cliniques en cours dont plusieurs en
phase Il (Figure 15).
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Trial Phase N Objective Year of completion

NCTO03814746 I 240 Efficacy and safety of two doses of crizanlizumab versus placebo, in adolescent 2027
and adult SCD patients with vaso-occlusive crises

NCT03474965 I 100 Efficacy and safety of crizanlizumab in pediatric patients with vaso-occlusive 2023
crises

NCT04053764 11 170 Effect of crizanlizumab + standard therapy renal function in CKD patients 2022

NCT03264989 I 57 PK/PD of crizanlizumab in sickle cell patients 2021

NCT03938454 1l 56 Efficacy and safety of crizanlizumab in SCD patients with priapism 2022

NCT03573882 i 179 Long-term treatment efficacy of voxelotor and disease progression in SCD patients 2024

NCTO04218084 111 224 Efficacy and safety of voxelotor in SCD pediatric patients 2026

NCTO04 188509 11 50 Extension study for efficacy of voxelotor and disease complications in SCD pedi- 2026
atric patients

NCT04247594 11 45 Safety and tolerability at higher doses of voxelotor in SCD patients 2021

NCT04335721 /11 12 Efficacy, safety, and CKD progression in SCD patients with CKD 2024

NCT02850406 Il 155 Efficacy and safety of voxelotor in SCD pediatric patients 2022

Figure 15 : Tableau des essais cliniques en cours portant sur Crizanlizumab dans la
prise en charge de la drépanocytose, notamment au niveau de l'atteinte rénale(61)
(CKD : « chronic kidney disease »)

57



5) Conseils et éducation thérapeutique

A - Aménagements du quotidien

Il est important pour une meilleure qualité de vie de prodiguer des conseils aux
patients, ainsi qu'a leurs proches, afin de prévenir les crises et de mieux les
appréhender. Les voici :

La déshydratation est un facteur déclenchant de crise, il est donc conseillé de
boire au moins 2L d'eau par jour. Il faut donc intervenir rapidement en cas de
vomissements ou de diarrhée. Et d'éviter la consommation de sodas et
d'alcool.

Eviter les situations d'hypoxie, c'est-a-dire les voyages en altitude : ne pas
aller au-dela de 1500m d'altitude (les complications surviennent plus
frequemment en haute altitude), ou un effort physique intense et prolongé.
Donc éviter I'essoufflement.

Le tabagisme est lui déconseillé.

Une activité physique est fortement recommandée mais elle ne doit étre ni
traumatisante, ni trop intensive. Toute activité nautique, doit se faire dans une
eau a au moins 25°C.

Concernant l'anxiété, il est conseillé de faire une évaluation psychologique. Et
si une anxiété est avérée, il faudra éviter les benzodiazépines qui ont un effet
indésirable de détresse respiratoire.

Eviter le port de vétements trop serrés et les médicaments vasoconstricteurs.
Eviter les changements de températures brutaux. Les bains et douches froids
sont déconseillés.

Prévenir le médecin traitant si voyage en zone tropicale en prévision : car la
potentielle déshydratation va augmenter la viscosité du sang et déclencher
des crises.

Avoir une bonne observance du traitement et un suivi médical régulier. Ne
surtout pas arréter le traitement sans avis médical.

Faire un examen ophtalmologique annuel.

Aller consulter un urologue en cas de priapisme.

La vaccination prophylactique est fortement recommandée : méningocoque,
pneumocoque, Haemophilus, grippe, Covid-19.

Avoir une alimentation riche en fer ou facilitant I'assimilation de celui-ci.

Eviter les infections respiratoires ainsi que les courants d'air.

Toujours avoir sur soi sa carte de groupe sanguin. (120,121)

Notons, que dans les pays en voie de développement, les infections sont la
principale cause de mort infantile chez les patients atteints de drépanocytose, surtout
en Afrique mais que dans les pays développés, les infections peuvent survenir a tout

age.
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De plus, la maladie peut se manifester de fagon plus ou moins sévére selon
'environnement. Le temps froid ou les variations de température favorisent les
complications aigués, notamment les crises douloureuses. |l en est de méme pour la
vitesse du vent, ou encore les saisons séches ou pluvieuses.

Il a d'ailleurs été observé dans les pays tropicaux que la fréquence des épisodes de
douleur aigué est augmentée durant la saison des pluies.(122) Bien que cela ait été
moins documenté dans les pays tempérés, un lien a été fait entre le temps venteux
et une augmentation de la survenue de douleur.(123) Ces variations dépendent aussi
de la qualité du logement et de I'’habillement.

La pollution atmosphérique est un facteur aggravant, elle touche surtout les patients
en zone urbaine, il en est de méme pour le tabagisme passif.

Concernant I'éducation thérapeutique, il est également important de connaitre les
motifs de consultations en urgence : les doigts gonflés (surtout chez I'enfant), les
troubles visuels, les vomissements et diarrhées répétés, une fievre a plus de 38,5 °C
(toute fievre est signe d'infection grave chez un patient avec SCD, jusqu'a preuve du
contraire), les douleurs importantes notamment osseuses, les signes d'hémolyse
(yeux jaunis et urines foncées) et une érection prolongée de plus d'1h.

En cas de présence de I'un de ces symptdmes, il est important que le patient se
rapproche d'un service des urgences ou contacte le SAMU afin d'étre pris en charge
dans les délais les plus brefs. (124)

B - Le cannabidiol

Depuis quelques années le cannabidiol, plus couramment appelé CBD, s'est
démocratisé dans nos quotidiens. On pourrait se demander si de fait il constitue un
conseil avisé pour les douleurs chroniques des patients atteints de drépanocytose.
Aux Etats-Unis, compte tenu du manque de stratégies thérapeutiques efficaces et de
la montée de la réluctance des médecins pour prescrire des opiacés pour cette
indication. De nombreux patients ont recours a l'usage de marijuana récréative pour
tenter de soulager leur douleur ainsi que d'autres symptédmes en lien avec la
drépanocytose. Des études rétrospectives ont montré que 31 a 51% des
drépanocytaires se disent consommateurs de cannabis et la plupart dans le but de
soulager la douleur. Une étude rétrospective montrait que l'usage médical du
cannabis était associé a une diminution du nombre d'admissions a I'hépital. Par
contre, la seule étude randomisée contrélée portant sur le cannabis inhalé dans la
drépanocytose n'a pas démontré une diminution significative au niveau du report de
douleurs, mais elle a montré une amélioration prometteuse au niveau de I'humeur.
Par conséquent il faudrait davantage d'études rigoureuses évaluant l'intérét et
I'efficacité du cannabis dans la prise en charge des douleurs chroniques en lien avec
la drépanocytose. D'autant plus que des études chez les murins ont montré que la
réponse a la molécule est fonction de la dose et du genre.
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Il faut étre d'autant plus vigilant que beaucoup de produits sur le marché ne sont pas
qualitatifs. Aux Etats-Unis, il existe une forme orale de CBD qui est autorisée par la
FDA, mais uniquement dans le cadre des troubles épileptiques. (125)
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IV - Thérapie génique

La thérapie génique, en utilisant des cellules souches hématopoiétiques autologues
génétiquement modifiées et la transplantation de celles-ci, est une nouvelle
alternative thérapeutique. Car, en effet elle permettrait d'éviter les problemes de
mortalité et de morbidité liés aux rejets de greffon a la suite de la transplantation
haplo-identique de CSH. Et de ce fait, le processus d'immunosuppression n'est plus
nécessaire. (32)

1) Définitions et Principe

Le principe de la thérapie génique consiste a insérer une copie du gene cible sain
dans les cellules souches hématopoiétiques du patient malade, le tout suivi d'une
transplantation de moelle osseuse.

L'Agence Nationale de la Sécurité du Médicament (ANSM), définit les médicaments
de thérapeutique génique comme : tout produit obtenu par un ensemble de procédés
de fabrication visant au transfert d’un géne prophylactique, diagnostique ou
thérapeutique chez 'homme et son expression consécutive in vivo, constitue un
médicament de thérapie génique. Le transfert d’'un géne implique un systéme
d’expression contenu dans un systéme d’administration appelé vecteur qui peut étre
d’origine virale ou non virale.

Les préparations de thérapie génique sont des médicaments non fabriqués
industriellement servant a transférer du matériel génétique et ne consistant pas en
des cellules d’origine humaine ou animale. Les préparations sont constituées a
I'avance et dispensées sur prescription médicale a un ou plusieurs patients. (126)

L'Agence Européenne du Médicament (EMA) définit un produit de thérapie génique
comme un meédicament biologique présentant deux caractéristiques. D'une part, il
doit contenir une substance active contenant ou consistant en un acide nucléique
recombinant utilisé ou administré a un étre humain afin de réguler, réparer,
remplacer, ajouter ou supprimer une séquence geénetique. Et d'autre part, l'effet
thérapeutique, prophylactique ou diagnostique doit directement étre corrélé a la
séquence d'acide nucléique recombinant qu'il contient ou au produit de I'expression
génétique de cette séquence. Les vaccins contre les maladies infectieuses ne
faisaient pas partie des médicaments de thérapie génique avant I'élaboration des
vaccins contre la Coronavirus disease 2019 (COVID-19)(127).

L'Agence Américaine, Food and Drug Administration (FDA) définit la thérapie

génique comme cherchant a modifier ou exprimer I'expression d'un géne, ou a altérer
les propriétés biologiques de cellules vivantes a des fins thérapeutiques. C'est une
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thérapie qui va traiter ou soigner une pathologie en modifiant les génes d'une
personne. |l existe plusieurs mécanismes : le remplacement du gene malade par une
copie du gene sain, l'inactivation du géne malade ne fonctionnant pas bien, et
I'introduction d'un nouveau géne ou d'un géne modifié.

Les produits de thérapie génique vont donc agir par la transcription et/ou la
translation de matériel génétique transformé et/ou par l'incorporation dans le génome
de I'héte. On recense ainsi plusieurs types de produits de géne thérapie :

— plasmide : les molécules d'ADN circulaire peuvent étre génétiquement
modifiées pour incorporer des genes thérapeutiques dans des cellules
humaines

— vecteurs viraux : les virus ont la faculté de délivrer du matériel génétique dans
les cellules aprés qu'ils aient été modifiés de fagon a leur enlever une fonction
infectieuse

— vecteurs bactériens : les bactéries peuvent étre modifiées de fagon a prévenir
leur fonction infectieuse et ensuite étre utilisées comme porteur de géne
thérapeutique dans les cellules humaines

— techniques de modification génomique : le but étant d'empécher les génes
défectueux ou de réparer les génes mutés

— produits dérivés des cellules du patient : les cellules prélevées chez les
patients, modifiées génétiquement (souvent via un vecteur viral), puis
réadministrées aux patients

Ainsi ces produits peuvent étre utilisés pour modifier des cellules in vivo, ou d'abord
transférés dans des cellules ex vivo avant I'administration chez le receveur.(128)

On distingue deux catégories : la thérapie génétique somatique et la thérapie
geénétique germinale. Dans la premiére technique, le matériel génétique est inséré au
niveau de cellules cibles et la modification ne sera pas transmis a la descendance.
La ou dans la technique germinale la modification génétique serait transmise la
génération suivante. Or la législation actuelle autorise uniquement la thérapie
geénique sur les cellules somatiques. (127)
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2) Historique

La thérapie génique semble avoir débuté en 1928 avec Frederick Griffith,
bactériologiste britannique, qui a décrit la transformation d'un pneumocoque non
virulent en une forme virulente. (129) Durant son étude, il a mélangé un
pneumocoque de type | vivant non virulent en configuration R, avec un
pneumocoque de type Il virulent inactivé par la chaleur en configuration S, et par la
suite il a administré le mélange a des souris. Il a observé que les souris avaient
développé des pneumonies avant de décéder. Et a partir du sang des souris
infectées, il a pu isoler des colonies de pneumocoques de type Il en configuration S.
Comme leur virulence avait été inactivée, il en a déduit qu'il y avait da y avoir une
conversion de la configuration de R a S mais aussi du type de pneumocoque de | a
II. Ce fut la premiére observation de la sorte. Et par la suite Dawson et Sia ont
développé une méthode de transformation in vitro en 1931.(130) Juste aprés en
1932 James Alloway a fait une manipulation lui permettant de dire qu'un élément de
I'extrait acellulaire issu du contenu intracellulaire de pneumocoque S était
responsable de la conversion de la bactérie. C'est ce qu'il a appelé le « principe de
transformation bactérienne ». (131) Ultérieurement il verra que la réaction peut étre
précipitée par une solution alcoolique.

Et en 1944, Avery and McCarty démontraient que cette transformation était causée
par l'acide désoxyribonucléique (ADN). A cette époque, les généticiens pensaient
que les génes étaient composés de protéines. (132)

En 1947, Joshua Lederberg découvrait un nouveau mode de transfert de matériel
génétique chez certaines bactéries : I'accouplement. (133) Et en 1952, avec Norton
Zinder, ils découvraient un troisieme mécanisme de transfert chez la bactérie : la
transduction. lls avaient observé que la recombinaison de mutant de Salmonella
résistant aux antibiotiques avec une souche sauvage pouvait se faire méme
séparées par un filtre en fibres de verre. Aprés purification de l'agent, ils ont réalisé
que ce n'était pas de I'ADN pur qui était responsable du transfert de I'hérédité mais
plutét un bactériophage (virus bactérien) de la Salmonella typhimurium. Cette
découverte a permis d'expliqguer comment des bactéries de différentes especes
pouvaient trés rapidement devenir résistantes au méme antibiotique. (134)

En 1958, Lederberg recevait le Prix Nobel pour ses travaux sur les génétiques
bactériennes.(127)

Entre temps en 1953, Watson et Crick font la découverte de la structure en double
hélice de I'ADN.

Plus tard, en 1962, Waclaw Szybalski publiait son étude “DNA-mediated heritable
transformation of a biochemical trait” (transformation d'un caractére biochimique
transmissible via I'ADN). C'est une technique ou des cellules génétiquement
modifiées pouvaient étre sélectionnées en se basant sur leur phénotype.
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Son concept se fondait sur le fait que les cellules avaient besoin de la dihydrofolate
réductase (DHFR) pour la synthése de novo d'acides nucléiques, notamment les
purines. Lorsque cette enzyme est inhibée, la cellule doit alors utiliser une autre voie
de sauvetage faisant intervenir la hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase
(HGPRT). Cette derniere catalyse la conversion de I'hypoxanthine en inosine
monophosphate et la guanine en guanosine monophosphate pouvant étre utilisés
dans la biosynthése des purines. Et a partir de l1a il a établi des dérivés des cellules
humaines de moelle osseuse (D98S), certaines avec la HGPRT activée, et d'autres
chez lesquelles I'enzyme est inhibée. Et lorsque ces cellules sont en présence du
mélange hypoxanthine, aminoptérine (inhibiteur de la DHFR) et thymidine (mélange
HAT), seules les HGPRT(+) sont capables de synthétiser de I'ADN nécessaire a leur
survie et a leur prolifération. Szybalski a ensuite isolé cet ADN issu des cellules
HGPRT(+) pour transformer les cellules réceptrices HGPRT(-) qui ainsi pouvaient
proliférer. (135)

Ainsi il a démontré qu'une anomalie génétique peut étre résolue en transférant de
I'ADN fonctionnel issu d'une autre source. Mais aussi que le géne fonctionnel pouvait
étre hérité lorsque les cellules filles ont le méme phénotype que les cellules méres
transformées. Cette étude est devenue la 1ére preuve de transfert de génes
héréditaire dans des cellules de mammiféres.

Une décennie apres la découverte de Joshua Lederberg avec le bactériophage
comme vecteur de transfert de matériel génétique, Howard Temin fit en 1961 la
découverte que de la méme fagon, certaines mutations génétiques pouvaient étre
transmises a la suite d'une infection virale. Ainsi ces observations 'amenérent a
constater que les cellules de poulet infectées par le virus du sarcome de Rous (VSR)
ont hérité de mutations génétiques speécifiques contenant des informations pour la
descendance de ce virus. (136) L'étude de Temin montra en méme temps que
l'information pouvait passer de I'acide ribonucléique (le VRS étant un virus a ARN) a
I'ADN, et non plus uniquement dans le sens inverse. Et ensuite cette découverte a
mené aux ADN polymérases ARN-dépendantes.

En 1966, Edward Tatum évoquait I'efficacité de I'utilisation des virus comme systéme
de transmission de génes et donc comme possibilité d'améliorer les maladies
génétiques humaines. C'est I'émergence du concept de thérapie génique. (137)

Et en 1968 Sambrook montrait que la transmission de fagon stable de l'acquisition
d'une nouvelle caractéristique se faisait via une insertion chromosomique du matériel
génétique étranger. (138) La méme année, Rogers et Pfuderer utilisaient le virus de
la mosaique du tabac comme véhicule pour introduire une portion de polyadénylate
(agent de la maturation de I'ARN) dans de I'ARN viral. lls ont fait la démonstration de
faisabilité du transfert de géne via un virus. En 1973, les résultats leur ont permis
d'effectuer le 1er essai de thérapie génique chez I'étre humain, en utilisant le
papillomavirus de Shope dans l'intention d'introduire le géne de l'arginase chez deux
filles souffrant de troubles du cycle de l'urée. (139) lls pensaient que le virus codait le
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gene de l'activité de l'arginase mais ce n'est pas le cas donc l'essai a abouti a un
eéchec thérapeutique.

En 1990 Martin Cline fit le 1er essai de thérapie génique utilisant de I'ADN
recombinant. Cela aprés avoir réussi a insérer de fagon expérimentale, des génes
étrangers dans des cellules souches de moelle osseuse de souris. Et il avait ensuite
démontré que ces cellules modifiées étaient capables de repeupler partiellement la
moelle osseuse d'autres souris. (140) Devant ces résultats, il a voulu postuler au
Comité Ethique de I'UCLA dans le but d'essayer cette nouvelle approche chez
I'hnomme et notamment pour avoir l'autorisation de I'exercer chez des patients
souffrant de B thalassémie. Il commenca donc son étude en prélevant les cellules
souches de la moelle osseuse des patients, sans avoir l'autorisation du Conseil
d'Examen Institutionnel qui avait des réticences au niveau de l'efficacité. (141)

C'est en décembre 1988, qu'a été établi le premier protocole clinique introduisant un
géne étranger chez I'humain approuvé par le Comité consultatif sur I'ADN
Recombinant (RAC). Au lieu de proposer une thérapie, Rosenberg voulait utiliser des
techniques de marquage des genes pour tracer les mouvements des cellules
sanguines au niveau des tumeurs chez les cancéreux.(142)

C'est entre le début des années 1990 et le début des années 2000 que des essais
cliniques et des démonstration de faisabilité ont été proposés, d'abord sur les
immunodéficiences primaires (143—-145). Puis des essais pas tout a fait aboutis ont
produit des résultats peu concluants avec une faible efficacité de la transduction
virale, un manque de durabilité de la prise de la greffe (146). (92)

Récemment, les scientifiques ont réessayé d'obtenir un modelage du génome précis
via la méthode de recombinaison homologue avec I'ADN donneur (homology-
directed repair ou « HDR » en anglais) d'une mutation de I'hnémoglobine B. Cela a été
exploré depuis 1985, mais avec une tres faible efficacité (107¢). (147,148)
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3) Un nouveau traitement pour la drépanocytose

La thérapie génique constitue une opportunité pour les patients n'ayant pas de
donneur HLA identique ou résidant dans un pays ou il est difficile de réaliser une
allogreffe de moelle osseuse. De plus, aucune transplantation ou greffe ne peut
permettre d'éliminer complétement le risque de syndrome GVH ou le besoin
d'immunosuppresseur sur le long terme.

Pour qu'elle soit concluante, la thérapie génique doit atteindre deux objectifs. D'une
part, un transfert génétique sar et effectif ou une correction de la repopulation des
CSH sur le long terme. Et une expression génétique stable, bien régulée et a un
niveau thérapeutique, d'autre part. (55) Et cela sans remise en cause de la sécurité
que ce soit en termes de réponse immunologique ou d'oncogenése due a une
mutagenése aléatoire. (85)

Il existe alors, différentes stratégies qui ont été mises en place avec la
drépanocytose : la thérapie par addition de genes, I'édition génomique, le silengcage
génique et la thérapie de correction génétique (cf Figure 16). L'némoglobine saine
(non-falciformante) est la protéine cible de toutes ces thérapies, mais ce qui va
différer I'une de l'autre c'est le moyen employé pour induire le remplacement de I'HbS
par de I'Hb saine.

gt 4.
~ /

N /

Figure 16 : Représentation des techniques de thérapie génique (119)
A : édition génomique, B : correction génétique, C : silencage génique, D : addition de gene
via un vecteur viral

La thérapie par addition de géne: comme son nom lindique, c'est l'ajout d'un
nouveau géne, généralement via un vecteur viral au niveau des CSH, afin d'y
produire de I'Hb non falciformante. Ici, il n'y a pas d'altération du géne de I'HbS natif,
mais une production d'HbS native et de la nouvelle Hb. Actuellement plusieurs essais
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cliniques en cours utilisent cette stratégie a I'aide d'un vecteur lentiviral notamment.
(149)

Dans la drépanocytose, I'édition génomique est plus souvent utilisée pour décrire
une perturbation génétique. Elle peut servir a cibler les suppresseurs de I'HbF afin
d'augmenter le taux d'HbF tout en diminuant le taux d'HbS. Des éléments au niveau
de I'ADN d'un géne peuvent étre ciblés a I'aide d'un guide capable d'identifier et de
se lier précisément a la cible avec une spécificité élevée. Ce guide va étre couplé a
une enzyme qui va couper I'ADN faisant une cassure double-brin. Cette cassure va
permettre de spécifiquement changer la séquence génétique avec une grande
précision, ce qui va généralement aboutir a une insertion ou une délétion. Souvent,
ce type de thérapie génique s'intéresse a une autre partie de I'ADN (séparée de la
mutation HbS), afin d'obtenir une augmentation de la production d'HbF tout en
supprimant la production d'HbS de fagon réciproque. (149) Actuellement, plusieurs
thérapeutiques se servent du géne BCL11A, régulant I'expression de I'HbF de fagon
négative.

Le silengage génique utilise la régulation de I'expression génique dans une cellule
pour en empécher l'expression et ensuite empécher la production de certaines
protéines. Et de fagon similaire a I'édition génomique, cette méthode va chercher a
supprimer le géne BCL11A, toujours pour aboutir a une suppression de Hb S tout en
augmentant la HbF. Cependant, contrairement a I'édition de génes, cette thérapie
repose sur la délivrance d'un vecteur viral (tout comme dans I'addition de génes)
pour avoir un anti-sens a I'ARN messager (ARNm) afin de supprimer le produit
génique plutét que de couper le géne.

La correction génétique peut s'effectuer de plusieurs fagons. Mais la plupart du
temps, un ARN guide est utilisé pour cibler a quel niveau la coupe de la mutation doit
avoir lieu, et ensuite I'édition se fait simultanément avec I'obtention de 'ADN matrice
de la séquence saine, servant a la réparation par recombinaison homologue (HDR).
La correction génique constitue la méthode la moins efficace actuellement, mais des
efforts d'amélioration sont en cours (via insertion d'ADN, édition directe des bases)
car c'est la seule thérapie génique qui, pour l'instant, vise a supprimer la production
d'HbS tout en introduisant une hémoglobine non falciformante.

Actuellement, on peut dire que toutes les formes de thérapie génique appliquent la
méme procédure. Chaque étude débute par un dépistage des patients. Ces derniers
doivent présenter des complications importantes liées a la drépanocytose tout en
ayant une fonction organique en capacité de subir la chimiothérapie nécessaire a la
préparation au traitement. Ensuite les patients sélectionnés sont amenés a faire un
prélevement des cellules souches a l'aide du Plerixafor (Mozobil®) pour la
mobilisation et une apharése. Cette étape a parfois lieu plusieurs fois afin de
s'assurer d'avoir suffisamment de CSH. Une fois les CSH modifiées de la bonne
facon, vient la chimiothérapie avec le Busulfan pour avoir une myéloablation et
assurer la greffe optimale des CSH. L'essai MOMENTUM utilise plutét le Melphalan
pour un schéma de chimiothérapie d'intensité « réduite ». (119)
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Figure 17 : Protocole de thérapie génique ciblant les cellules souches
hématopoiétiques (CSH) dans la drépanocytose (édition génomique/addition de
genes) (150)

A — L'édition génomique : les nucléases

La conception de nucléases réalisant des cassures double brin a permis de
grandement améliorer la capacité a reéaliser la technique de recombinaison
homologue (HDR), et d'autres techniques de recombinaison de I'ADN sur des
cellules humaines non transformées. Depuis 2008, il est possible de générer des
cellules souches pluripotentes induites (CSPi) humaines a partir de patients atteints
de drépanocytose ayant des mutations uniques de I'Hb B.(151,152)

Au méme moment, le développement des nucléases a doigt de zinc (ZFN) et des
nucléases effectrices type activateur de la transcription et des nucléases Cas9
(CRISPR-associated protein 9) utilisant la méthode des courtes répétitions en
palindrome regroupées et régulierement espacées (CRISPR : Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), a ainsi permis d'établir une édition précise
du génome afin de corriger les mutations de I'Hb B au niveau des CSPi.(153)

* la technique CRISPR-Cas9

Il s'agit d'une technologie de remodelage de génes faisant intervenir deux
composants principaux. Un ARN guide d'une part, qui devra s'associer au géne cible
souhaité. Et une endonucléase Cas9 d'autre part, qui va causer des cassures
double-brin de I'ADN, guidée par la section d'ARN. L'ensemble va permettre
d'effectuer des modifications de fagon spécifique sur le génome (Figure 18).
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Figure 18 : Représentation simplifiee de la technique CRISPR/Cas9 (154)

C'est en 1987 qu'un segment d'ADN atypique a été découvert dans un génome
bactérien d'Escherichia Coli par le biologiste japonais Atsuo Nakata et son équipe. Et
c'est en 2002 que ces séquences prennent le nom qu'on leur connait aujourd'hui,
c'est-a-dire un ensemble de molécules correspondant a de courtes répétitions en
palindrome regroupées et régulierement espacées (CRISPR). En fait, c'est un
systéme de l'immunité adaptative présent chez plusieurs espéces procaryotiques
dans le but de prévenir les infections des phages.(155) Et ces molécules se couplent
a une série de protéines Cas9 ou Cas12 qui vont intégrer des fragments d'ADN
étranger issus d'infections antérieures, appelés proto-espaceurs (« protospacer »), et
qui ainsi protegent contre les virus envahisseurs.

Dans un premier temps, ces proto-espaceurs vont étre transformés en ARN guide
(appelés aussi ARN CRISPR), au sein du réseau de CRISPR. Et ils pourront étre
intégrés a une endonucléase Cas. L'ARN guide utilisé est simple brin, il correspond a
la section d'ARN faisant 18 a 20 nucléotides qui se lie a 'ADN génomique cible
(154). Ensuite, I'appariement des bases de I'ARN guide chargées d'ADN étranger
provenant de Cas, va stimuler la cassure de I'ADN étranger par une endonucléase
Cas. On obtient alors une cassure double-brin de I'ADN, ce qui va interrompre
l'infection. (156-158)

L'endonucléase Cas9 est issue du systéme CRISPR de classe Il du Streptococcus
pyogenes, et I'endonucléase Cas12 est issue du systéme CRISPR de classe V du
Francisella novicida.(159) Tous les systétmes CRISPR ont une activité
endonucléasique spécifique liée a une séquence programmable.

Cas 9 est une ribonucléoprotéine dont la structure est faite de deux lobes protéiques
et deux molécules d'ARN. Parmi les deux lobes, l'un sert a la reconnaissance
hélicoidal (REC) et l'autre contient un domaine d'endonucléase de type HNH et
RuvC (Figure 19).
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Figure 19 : Représentation simplifiée de I'architecture et du mécanisme de Cas9

(le lobe REC en violet, le lobe de la nucléase décomposé en bleu et jaune, I'ARN guide en
orange et I'ADN cible en rouge). L'ARN guide forme un complexe hydride complémentaire
ADN/ARN avec I'un des brins de I'ADN cible.(88)

Les molécules d'ARN sont liées au lobe REC : I'on distingue un ARN guide et un
ARN transactivant (ARNtracr). La spécificité est déterminée par la complémentarité
de la séquence d'ADN cible avec I'ARN guide généré a partir d'une infection
antérieure par un bacteriophage.

L'ARNTtracr, contrairement a I'ARN guide, est constant en matiére de séquence et de
son réle qui est de maintenir associés I'ARN guide et le squelette de la protéine
Cas9. En effet les régions constantes de I'ARN guide se liant de fagon
complémentaire a I'ARNtracr, lui-méme lié au squelette de Cas9. En intégrant des
ARN guides complémentaires a I'ADN étranger des Cas 9, la cellule devient capable
de transmettre une spécificité de séquence a une nucléase intrinsequement non
spécifique, en la ciblant sur I'ADN spécifique de phage. Afin de couper une séquence
spécifique d'ADN allant de 2 a 5 nucléotides (la séquence exacte dépendant de la
bactérie qui produit la protéine Cas), il doit se trouver au niveau de la terminaison 3'
de I'ARN guide. C'est ce qu'on appelle la configuration PAM (protospacer adjacent
motif)(154). En effet, en plus de I'addition des paires entre I'ADN cible et 'ARN guide,
un motif adjacent au proto-espaceur (PAM), doit étre présent dans I'ADN cible. C'est
un motif de séquence spécifique conservée se situant en dehors de la séquence du
proto-espaceur dans I'ARN guide. Et une fois en présence des deux, les deux
domaines de la nucléase vont hydrolyser l'une des deux liaisons phosphodiester des
squelettes d'ADN opposés. Ce qui engendre une cassure double-brin franche. (160)

Cas 12 (initialement appelé CPF-1), est similaire a Cas 9 structurellement et
biochimiquement, mais avec des différences clés pouvant lui étre avantageuses. En
effet il est plus petit et a un mécanisme moléculaire plus simple. De plus,
contrairement a Cas 9, Cas 12 n'utilise naturellement qu'un ARN guide et ne
nécessite pas d'ARNtracr, ce qui simplifie la modélisation de I'ARN guide. Et la
rupture engendrée en 5' par Cas 12 est beaucoup moins franche que celle de Cas 9,
ce qui permet une recombinaison plus efficace, car il y a un meilleur appariement.

70



Enfin la séquence PAM de Cas 12 est plus susceptible de couper des séquences
d'ADN riches en T (thymine), que la séquence PAM de Cas 9 qui plus susceptible de
ne couper que des séquences d'ADN riches en G (guanine). Ces avantages
potentiels ont conduit a favoriser I'usage de Cas 12, en alternative a Cas 9, dans la
thérapie génique. (159,161)

Contrairement a d'autres nucléases comme les ZFN ou les TALENS, ici la nucléase
n'a pas besoin d'étre remodélisée pour chaque ADN cible. Elle reste constante et est
facilement programmable pour cibler une séquence spécifique en changeant la
complémentarité de I'ARN guide. Cas 9 induit des cassures double brin de I'ADN qui
ne vont pas altérer la fonction des génes mais qui vont précipiter leur mutation.
Comme le systeme CRISPR n'est exprimé que de maniéere transitoire, ne s'intégrant
jamais dans le génome, il sera éliminé lors d'une mitose ultérieure de la cellule. Bien
gu'une modification hors cible du génome puisse se produire en plus de la
modification prévue, la perte du systtme CRISPR dans les générations suivantes
garantit que la modification du génome est stoppée. (88)

Dans la configuration faisant intervenir Cas9, la modification aprés la coupure de
I'ADN peut se faire de deux fagons (Figure 20). Soit la jonction des extrémités non
homologues (JENH) menant généralement a une insertion ou une délétion aléatoire
d'ADN. Soit la mutagenése dirigée par recombinaison homologue (RH ou HDR) ou
un segment d'ADN homologue est utilisé comme matrice de remodelage. C'est ce
segment qui permet une édition génomique précise, car avec un changement de la
séquence requise, a l'aide du complexe ARN guide et endonucléase Cas9,
permettrait théoriqguement une modification avec une précision allant jusqu'a une
paire de bases. (154)

ARN guide simple

Cas9
P ¥

: BRI I IRRRRR
ADN cible L A
A - =7 séquence PAM
[ 4 N
Jonction des extrémités non homologues el Recombinaison homologue
v mutation v

TP TrrrTooTeT A RRERRRRARRRARALE SRRRRARLRRRRANEL] ISRRARRRRRRRRERAN
IERNRRRARNANNNRET] ARERRARERRNNRENT RN RRER AN AT ALLIRALI RNty
Site spécifique de cassure de I'ADN :
AL LR L LR R R LR
ADN donneur

Nucléotide corrigé v
TTTTITITTTITIIo T TTTTITTTTTIorT T TITTTTT I T v T T v rTrorry e T Ty
NI NARERANTNE [FITNARNNNNT AALIRL i LRIy

Délétion du nucléotide
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v

Réparation précise

Insertion d'un nouveau nucléotide
Disruption génique

Figure 20 : Modes de coupures des endonucléases Cas 9 (119)
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Bien que l'efficacité de la méthode RH demeure faible chez les cellules non
transformées (< 1%), quelques rares clones de CSPi ayant subi une correction
geénétique d'aprés cette derniére, peuvent étre sélectionnés, ainsi que caractérises et
largement développés. A l'aide de nucléases validées qui vont cibler la localisation
spécifique de mutations diverses précises de I'Hb B, des corrections du génome ont
pu étre réalisées notamment dans le cadre de la drépanocytose au niveau de la
mutation de I'exon 1 lorsqu'on avait un modeéle donneur d'ADN spécifique.(162,163)
La facilité d'usage et la robustesse du systeme CRISPR/Cas9 en fait la technique
mise en avant au cours des derniéres années pour réaliser une cassure double-brin
spécifique au niveau d'un locus de I'Hb B.(163,164)

En vue de faciliter les futures applications cliniques de la correction de différentes
mutations de I'Hb B, il a été préférable d'essayer de développer une stratégie
universelle de correction de plus de 200 mutations de I'Hb B en utilisant une
séquence ARNs (short) guide, validée par la méthode CRISPR et un modéle de
donneur d'ADN pour la technique RH. Afin de prouver un principe de démonstration,
une stratégie a été établie avec deux ARNs guide validés (ciblant I'exon 1 de I'Hb B
et la région 3' non traduite (UTR untranslated region)) de I'ARNm (messager) et un
modeéle d'ADN donnant toute la région codante de I'Hb B. Ainsi une recombinaison
homologue a c6té de I'ARN guide permettrait la correction fonctionnelle de plusieurs
sites, au-dela de I'exon 1.

Et par ailleurs, d'autres essais cliniques actuels traitant de la modification génétique
utilisant le systeme CRISPR, ciblent la séquence codante du géne BCL11A ainsi que
la région promotrice des genes de la sous-unité y 1 et 2 de I'hémoglobine (HBG1 et
HBG2). (88)

A: Interruption de I'amplificateur érythroide de BCL11A B: Coupure au niveau des promateurs de BCL11A

BCL11A:

X

RCL

HBE HBG2 HBGI HBD  HBB

A

Chromosome 2 - BCLT1A
i fo fo fo <]
(A U

Amplificateur (Intron 2)

Promoteurs de la globine gamma

Figure 21 : Autres approches d'édition génomique de thérapie génique dans la
drépanocytose (165)

En effet, l'interruption de I'amplificateur érythroide spéficique de BCLA11, en utilisant
le systtme CRISPR-Cas9 au niveau de lintron 2 (région amplificatrice) du
chromosome 2 (Figure 21A). Ce qui va diminuer la fonction de la BCL11A. Sans la
répression de la BCL11A sur la globine y , la RCL (région de contrdle du locus) va
interagir avec HBG1 et HBG2. Ce qui va augmenter I'expression de la globine vy.
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Par ailleurs l'interruption du promoteur de la globine y, en coupant la séquence
liasison de BCL11A au niveau des promoteurs de la globine y, va inhiber la liaison de
BCL11A et ainsi que la répression de la globine y. La RCL va alors interagir avec
HBG1 et HBG2, et augmenter I'expression de la globine y (Figure 21B). (165)

* Technologie d'édition génomique

Comme la drépanocytose est issue d'une mutation monogénique de la globine 3, une
edition génomique ayant pour but de corriger ce géne serait applicable a tous les
patients atteints, ce qui fait de ce trouble la cible idéale. De plus, les faits que la
coupure geénique au niveau de loci spécifiques soit plus efficace que la correction
geénétique, et que le syndrome PHHF ait un effet mélioratif sur le phénotype de la
pathologie, font que les loci de la PHHF sont a l'origine de l'approche initiale.
L'induction de la synthese d'Hb F via I'édition de séquences régulatrices (comme
BCL11A ou des promoteurs) est une approche de traitement curatif radical des
hémoglobinopathies de la globine .

On le rappelle, le systtme CRISPR/Cas9, c'est une endonucléase qui va couper
I'ADN, un ARN guide pour diriger précisément ou la cassure a lieu et un ADN matrice
qui sert de copie corrigée du géne cible. L'on reléve différentes fagcons de délivrer
ces outils aux cellules en fonction de I'application, mais l'efficacité des cassures
double-brin a des loci spécifiques peut étre obtenue a des taux de 90% ou plus, Ia ou
pour l'instant les taux de la recombinaison homologue demeurent assez bas. Comme
les CSH sont principalement quiescentes (Go/G,), la rupture génétique sera plus
facile que la correction génétique qui est plus probable parmi les cellules
progénitrices (S/G;).(166)

* Induction de globine y ciblée a travers I'édition génomique

Augmenter les taux de HbF dans les érythrocytes drépanocytaires avant une atteinte
sévere d'organe, peut étre bénéfique dans la prévention de complications difficiles de
la drépanocytose.

BCL11A a été l'une des premieres cibles de I'édition génomique. Mais I'élimination
compléte de BCL11A est létale chez la souris, a cause des déficiences au niveau du
développement neural et lymphoide (167). En conséquence, une recherche d'un
amplificateur spécifique érythroide pourrait étre une cible sans complication
associée. Dans une étude, des mutations saturantes médiées par CRISPR/Cas9 ont
été introduites dans des cellules érythroides pour évaluer les effets sur les taux de
Hb F dans les érythrocytes. Ce tour de force a mené a l'identification d'un site
particulier dans la région amplificatrice de BCL11A, activant la production significative
de Hb F sans affecter le comportement des CSH ni le développement lymphoide
(168,169). Dans une approche similaire, Tan et al., ont utilisé des ZFN spécifiques
pour cibler deux régions de BCL11A afin d'augmenter la production de Hb F dans
des cellules CD34+ dérivées de moelle osseuse. L'ablation de BCL11A a abouti a la
réactivation de I'Hb F dans les érythrocytes et au maintien de la capacité de greffe,
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ce qui est un bon indicateur de la pertinence de ces stratégies d'édition génique
(170). Plus récemment, on a vu que la perturbation de I'exon 2 et du motif GATAA au
niveau intronique de l'amplificateur de BCL11A de CD34+ dérivés de moelle
osseuse, en utilisant des ZFN ciblées, augmenterait I'expression de Hb F, alors que
la délétion en exon 2 affectait négativement I'énucléation ex vivo et le greffage chez
la souris immunodéficiente (171).

Autre que BCL11A, des mutations connues du syndrome de PHHF dans le locus le
globine B ont aussi été créées dans des cellules CD34+ en utilisant CRISPR/Cas9,
faisant augmenter l'expression de la globine y dans les érythrocytes générés en
culture ex vivo (172,173).

La régulation positive de Hb F dans des cellules progénitrices modifiées est
prometteuse et les efforts pour obtenir une greffe fiable devraient étre poursuivis car
les technologies nécessitent une électroporation des CSH. Ce processus avait
initialement conduit au développement des vecteurs viraux il y a plus de 25 ans, a
cause des effets délétéres en matiére de viabilité de I'électroporation.

Malgré de nombreuses avancées sur |'édition génomique, il demeure de sérieuses
contraintes et réflexions. Plusieurs méthodes de délivrance pour les outils d'édition
génomique, sous forme d'ADN, d'ARN ou de protéine, ont été présentées dans la
littérature, incluant ['électroporation, les lipides cationiques, les peptides de
peneétration cellulaire, les nanoparticules et les vecteurs viraux, associés a des
avantages et des inconvénients (174,175).

L'utilisation de vecteurs viraux incorporés a une expression persistante de Cas9 et
d'ARN guide, permet I'étude de l'activité du systeme. Mais I'expression persistante de
Cas9 n'est pas souhaitable dans la plupart des mises en place cliniques (176). De ce
fait, une activité nucléasique transitoire serait préférable. On peut se servir des
nucléases ex vivo et in vivo pour cibler les CSH, mais [I'édition serait plus
avantageuse en ex vivo. Car les CSH peuvent étre mises en culture et manipulées
pour permettre ainsi le contréle des enzymes. Notamment quand les modifications
« hors cible » posent un probléme et que des niveaux plus élevés de technique sont
nécessaires. Cependant, les CSH peuvent perdre leurs propriétés de cellule souche
et leur capacité de greffe dans les conditions de culture a cause de linstabilité
épigénétique en laboratoire (177). On peut augmenter la capacité de greffe en faisant
un traitement ablatif mais cela implique un certain nombre de risques (176).

* Amélioration du conditionnement pour une meilleure tolérance

De meilleurs traitements de conditionnement offrant moins de toxicité globale et une
spécificité plus importante contourneraient les préoccupations portant sur les
traitements basés sur la chimiothérapie, et augmenteraient le taux de réussite des
thérapies génétiques basées sur les CSH.

Il y a une alternative émergente a la chimiothérapie génotoxique qui est le ciblage
des CSH de moelle osseuse. Mais tout en épargnant les cellules non
hématopoiétiques via des anticorps spécifiques. Ces approches non toxiques sont
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particulierement appropriées pour les troubles sanguins telle que la drépanocytose
ou l'atteinte d'organe aggrave la toxicité du traitement de conditionnement.
L'anticorps monoclonal ACK2 ciblant c-kit a été utilisé avec ou sans de faibles doses
d'irradiation pour éliminer les cellules progénitrices sanguines de I'néte avant la
transplantation des cellules du donneur (178). Et aprés des transplantations
successives, on a obtenu une élimination majeure des CSH endogenes et 90% de
chimérisme avec le donneur.

D'autres stratégies utilisent le CD45 incluant un anticorps conjugué a une protéine
inactivant les ribosomes appelée saporine (CD45-SAP) pour cibler les CSH chez un
modéle murin immunocompétent (179). Une greffe de cellules du donneur a
efficacement (> 90%) été obtenue avec une dose unique de CD45-SAP, sans
neutropénie ni anémie, et surtout une récupération rapide des cellules T et B avec
une immunité antifongique durable, avec en plus une correction des manifestations
drépanocytaires in vivo. Ces stratégies prometteuses pourraient transformer la fagon
d'aborder la transplantation pour les maladies génétiques sanguines si ces résultats
sont largement reproductibles chez les animaux et les humains.

B - Correction génétique

La correction génétique au niveau du site spécifique de la mutation de globine
dans les CSH semblerait la stratégie plus facile ou logique, pour la thérapie génique.
En effet, en principe, cette approche ne requiert qu'une libération transitoire de
nucléase et d'une matrice/modéle de réparation pour réaliser la correction. On évite
donc d'introduire un ADN étranger ainsi que le risque associé d'oncogénése par
mutation insertionnelle existant avec les vecteurs viraux. De plus, la correction
directe de la mutation de la drépanocytose a l'avantage de préserver les
mécanismes de la globine endogéne pour obtenir le bon équilibre des chaines de
globine durant I'érythropoiése. (55)

* La correction génétique a travers I'édition génomique

Le Graal de I'édition génomique pour les B-hémoglobinopathies c'est la correction de
la mutation globine B. Soit chez les CSH dérivées de patient, soit chez les cellules
souches pluripotentes induites (CSPi) dérivées de patient, qui bien que plus faciles a
manipuler, elles requerraient la conversion en CSH greffables. En effet les CSPi sont
infiniment plus exploitables pour ['édition génomique par rapport aux cellules
primaires (162). Mais elles restent trés utilisées car la dérivation de CSH a partir de
cellules souches pluripotentes potentiellement greffables est insuffisante pour
l'instant. Et il demeure des préoccupations au niveau de la sécurité d'usage des CSPi
dans les troubles de la B globine. Cependant les CSH dérivées de patient constituent
tout de méme une option appropriée pour la correction génétique, en attendant que
les CSPi puissent étre utilisées au niveau clinique. Bien que des données issues des
expériences sur des modéles animaliers avec des cellules CSH-like dérivées de
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CSPi soient encourageantes. Le modéle murin drépanocytaire humanisé, chez qui la
transplantation de progéniteurs hématopoiétiques obtenus a partir de CSPi
autologues fibroblaste-like de la peau qui avaient été corrigées avec de la globine B
normale, a résolu les manifestations en lien avec les cellules drépanocytaires. Afin
de commencer a transférer ces méthodes chez I'humain, les tentatives de correction
au niveau de cellules progénitrices sanguines dérivées de patient drépanocytaire ou
de CSPi par les nucléases (ZFNs (162,180,181) et TALENs (182,183)) ont montré un
grand potentiel dans la cure de la drépanocytose. Ces nucléases peuvent étre
modélisées pour étre assez spécifiques (aucun souci majeur de mutagenése n'a été
révélé par manque de précision au niveau de la cible), mais généralement elles sont
colteuses, demandent beaucoup de main d'ceuvre et d'expertise, et sont
chronophages.

Pour toutes les techniques de thérapie génique, il est crucial que les effets « hors
cible » soient minimes. L'amélioration de la spécificité de I'ADN via des nucléases
modifiées telles que : les nickases Cas9 (Cas9n), I'enzyme chimérique morte Cas9-
Fokl dépendante de la dimérisation, ou des versions de haute fidélité de la Cas9
mutées lors de la liaison a 'ADN pour augmenter la spécificité de la nucléase, a du
coup permis de réduire I'activité hors-cible (166).

Aussi, les taux de correction des progéniteurs dérivées de patients atteints de
drépanocytose sont encourageants, avec 20% au niveau des cellules de moelle
osseuse CD34+ ayant subi une électroporation avec ARNm Cas9 et transduites avec
un vecteur lentiviral sans intégrase porteur d'un ARN guide et d'une matrice de
globine B du donneur (Hoban et al) (184). Ce niveau de correction pourrait étre
cliniquement pertinent car il suffit de 20% de chimérisme avec les donneurs pour
apporter des améliorations significatives. Et ainsi, inverser les manifestations au sein
des CSH allogéniques transplantées chez les patients malades. Un taux de presque
30% de correction des érythrocytes dérivés de CD34+ drépanocytaires a aussi été
reporté. La transplantation de ces cellules corrigées chez un modéle de souris NSG
(NOD scid gamma) a révélé un maintien sur le long terme et la repopulation des
CSH éditées selon la technique RH dans la moelle osseuse (2,3%) et dans la rate
(3,7%). Cependant, malgré ces résultats plutdét encourageants, la correction cellulaire
avec une activité de repopulation sur le long terme requiert davantage d'optimisation.
Afin de solutionner cette limite, le récepteur du facteur de croissance nerveuse
(tNGFR) a été utilisé plus récemment pour enrichir les CSH ciblant Hb B via la
séparation de billes magnétiques. (164)

La correction génétique via des nucléases spécifiques suivie de la technique RH a
été démontrée chez différents types cellulaires, y compris des CSPi issues de la
souris et de I'nomme. De plus, les stratégies de thérapies géniques basées sur
I'oligonucléotide (comme les acides nucléiques peptidiques en formation triplex), qui
reposent sur la RH mais pas sur la formation initiale de cassure double-brin, sont
parvenues a une correction a basse fréquence de la mutation drépanocytaire. Bien
que ces approches proposent la possibilité de déterminer la spécificité de la
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modification génomique a un niveau clonal, il demeure un défi de taille d'établir des
dérivés de CSH fonctionnelles a partir de cellules pluripotentes. Car malgré un essai
de correction chez des CSH humaines, les taux de correction sur le long terme
étaient bien en dega de ceux nécessaires pour un effet thérapeutique. Un résultat
similaire a été observé avec la technique JENH (plutét que la RH qui est un peu plus
robuste chez les cellules progénitrices et les souches hématopoiétiques CD34+)
pour tenter de corriger la mutation SCID-X1 chez des CSH humaines. Cela pourrait
s'expliquer par le fait que la filiere de la technique de RH est restreinte aux phases S
et G2 du cycle cellulaire, quand les chromatides sceurs sont disponibles en tant que
donneuses des séquences modéles de réparation. La ou les CSH sont
principalement des cellules quiescentes, s'appuyant davantage sur la technique de
JENH. (55)

C — Vecteurs viraux : addition de génes

Pour réussir l'intégration dans le génome de la cellule héte, les vecteurs rétroviraux
sont couramment utilisés. La réplication des rétrovirus se fait via la conversion de
I'ARN simple brin du génome, en ADN double brin. Cet ADN est par la suite intégré
dans le génome de la cellule infectée. Suite a la transfection, il y a la transcription du
génome de I'ARN (simple brin) qui est ensuite dégradé par une transcriptase inverse,
laissant une matrice d'ADN simple brin. Celle-ci va amorcer sa propre réplication et
générer une copie d'ADN double brin de génome du rétrovirus. Cet ADN double brin
est ensuite intégré au génome de la cellule héte via une intégrase. L'intégrase est
dépendante de la présence de deux séquences terminales longues répétées (LTR)
se trouvant aux terminaisons de I'ADN double brin. (185)

Les deux sous-classes de rétrovirus utilisées pour la délivrance de produits
genétiques sont les rétrovirus gamma et les lentivirus. La principale différence est
que la physiologie des lentivirus permet a leurs acides nucléiques d'étre conduits au-
dela de I'enveloppe nucléaire a travers le pore nucléaire pour accéder au génome de
I'néte. Alors que les rétrovirus gamma doivent attendre la disparition de I'enveloppe
de I'h6éte pendant la mitose. En conséquence, les vecteurs lentiviraux peuvent
intégrer le génome de cellules primitives comme les CSH. (186)

L'un des risques majeurs de la thérapie génique basée sur les rétrovirus réside en la
mutagenése ou l'oncogenése. Car elles peuvent se produire lorsqu'une insertion
induit I'expression d'un proto-oncongéne ou bien réprime un géne suppresseur de
tumeur, pouvant donner des tumeurs malignes retardées. (187) Les vecteurs
lentiviraux présentent un risque inférieur par rapport aux vecteurs rétroviraux
gamma, mais le risque demeure. Une partie de la solution est l'incorporation de
séquences terminales longues répétées (LTR) auto-inactivantes. (188) L'autre risque
potentiel des vecteurs rétroviraux c'est l'infection de I'héte par des lentivirus
réplicateurs présents dans le produit cellulaire. (187)

Bien que de bons protocoles de fabrication et la conception de vecteur aient pour but
de produire des vecteurs qui ne font pas de réplication, le processus peut créer une
sous-population de rétrovirus pouvant se répliquer indépendamment et par la suite
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infecter le patient. De plus, comme les composants des vecteurs sont dérivés du VIH
(virus de I''mmunodéficience humaine), il est possible que les patients traités soient
testés faux séropositifs au VIH. (78)

Les premiéres tentatives de développement de vecteurs intégrant un rétrovirus y
pour le transfert de B globine, révélaient des difficultés a se montrer efficaces. En
cause, une expression érythroide importante due a un manque de RCL (région de
contréle du locus) dans le vecteur. Cette RCL est un élément essentiel de la
régulation, faisant entre 40 et 60 kb en amont du géne de la 3 globine, délimitée par
5 sites hypersensibles (HS) a la DNase de type |, contenant des amplificateurs
érythroides puissants fonctionnant avec des éléments en aval des génes de la
globine.(55)

Cependant le développement d'un vecteur lentiviral (LV) incluant une cassette
globine avec portion de RCL, a permis de faire une avancée dans la recherche. A
l'origine I'idée était d'inhiber la polymérisation de I'Hb S en introduisant un transgéne
de globine B fonctionnelle dans des CSH. Mais I'expression spécifique au niveau
érythroide et efficace du transgéne dans la reconstruction des CSH demeurait
insuffisante dans les études in vivo (85). C'est par la suite que l'incorporation de la
RCL de la globine B humaine est devenue réalisable grace au développement de
systémes de vecteurs lentiviraux basé sur le VIH-1. Ainsi cette nouvelle génération
de vecteurs exprimant une globine B-like a des niveaux bien plus élevés, s'est
montrée efficace chez deux souris modéles porteuses de la B thalassémie et de la
drépanocytose, ouvrant la voie aux essais cliniques.

En effet, les vecteurs lentiviraux offrent plus d'avantages que les vecteurs rétroviraux
y (transduction des CSH ne se divisant pas, une capacité d'ADN plus grande, une
transmission stable et un profil d'intégration plus sir). Car les vecteurs rétroviraux ont
tendance a s'intégrer a proximité des sites d'initiation de la transcription, ce qui va
exacerber la potentielle altération de l'expression du géne. La ou les vecteurs
lentiviraux ont tendance a s'intégrer de fagon plus aléatoire avec un biais vers
l'intégration des corps des génes exprimés. Les vecteurs auto-inactivants ont une
délétion au niveau de la région U3 de la séquence LTR 3', qui est copiée en LTR &'
lors de la transcription inverse. Cette modification minimise la transactivation des
genes autour, et va ainsi limiter l'insertion d'une potentielle oncogenése.
Contrairement aux rétrovirus gamma, les lentivirus ont tendance a s'insérer au
niveau des régions actives agissant pendant la transcription, plutét qu'au niveau des
sites d'initiation de la transcription.

Différents vecteurs lentiviraux porteurs de B globine humaine ont donc été utilisés
pour corriger des modéles malades dans la B thalassémie et la drépanocytose. Un
essai clinique multicentrique a pris place aux Etats-Unis avec le vecteur lentiviral LV
BB305, chez sept patients dans un premier temps. Le protocole a été modifié une
premiére fois de fagon a introduire un processus de transfusion d'hématies avant le
prélevement des CSH ainsi qu'une étude pharmacocinétique en temps réel de
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Busulfan pendant la myéloablation. Cela entraine la modification du nombre de
transplantés de cellules progénitrices souches ou hématopoiétiques CD4+, ainsi
gu'une modification du protocole de transduction. Apres six mois de génothérapie, le
dernier groupe de patients a montré un taux médian d'HbS inférieur a 50% et une
baisse des paramétres hémolytiques a des taux normaux. A partir de ces résultats, il
a été fortement recommandé d'apporter en moyenne 7.10° cellules CD34+/kg avec
une VCN (variation du nombre de copies) =2 pour le LV BB305. Par ailleurs, pour
avoir un nombre élevé de cellules, les CSH des drépanocytaires doivent étre
mobilisées dans le sang périphérique en utilisant du Plérixafor. Trois mois aprés la
transplantation, le premier patient drépanocytaire traité avec des cellules CD34+
ayant subi une transduction avec Plérixafor, montre que 23% de I'Hb totale est de
I'HbF et que 60% des cellules érythroides I'expriment également. En effet parmi les
criteres clés pour obtenir un bénéfice sur la clinique, I'on note la distribution
pancellulaire de I'HbF et le ratio d'Hb anti-falciformation par cellule.(32)

Des vecteurs contenant des cassettes d'expression de la globine 3 ou de la globine y
ou des hybrides B/y globine ont été développés (Figure 22). Notamment en se
basant sur I'Hb F (a2y2) qui est une hémoglobine anti-falciforme plus efficace que
I'hnémoglobine adulte (a2B32). En effet, les patients drépanocytaires présentant des
taux accrus d'Hb F (> 20%), auront tendance a avoir une meilleure évolution clinique.
De ce fait, l'insertion génétique avec la globine y pourrait procurer une réponse
thérapeutique avec une exigence relativement moindre par rapport a la globine B
pour l'expression génique. (55)
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Globine B anti-falciformation Région de contréledu  LTR
(T87Q) locus modifiée SIN (AU3)

Y cPPT RRE

Isolant Globine B anti-falciformation
FB (AS3)

Figure 22 : Modeles de vecteurs lentiviraux (55)

(A) : vecteur de la globine 8 anti-falciformation, comportant de la mutation T87Q. Le vecteur
lentiviral auto-inactivant n'est pas isolé et comprend une RCL modifiée avec HS2, HS3 et
HSA4.

(B) : vecteur de la globine B anti-falciformation, comportant les mutations G16D, E22A et
T87Q (AS3). Le vecteur lentiviral auto-inactivant possede un élément FB comme isolant
bloqueur d'activité, et il comporte une RCL modifiée avec HS2, HS3 et HS4.

(C) : vecteur hybride B/y comportant les régions codantes de la globine y et les régions non
codantes de la globine (. Les cassettes des genes de la globine y (bleu foncé), de la globine
B, ou de la globine B anti-falciformation (bleu clair) avec les régions non transcrites 5' et 3'
de la globine B (petites cases bleues) sous le contréle d'un promoteur de la globine S (fleche
bleue) et de la RCL de la globine B modifiée (rouge). La cassette génétique est a I'envers
fout en respectant la transcription virale afin d'éviter un épissage anormal lors de
I'encapsidation due a la présence de séquences introniques de globine (bleu clair). Ce sont
tous des vecteurs lentiviraux AU3 (vert).

W: signal d'encapsidation - cPPT : central polypurine tract - HS : site hypersensible a la
DNase | - LTR : séquence terminale longue répétée (U3, R et U5) - RRE : élément de
réponse a Rev - WPRE : élément de régulation post-transcriptionnel du virus de I'hépatite
woodchuck

* Addition génétique globine 3 anti-falciformation

L'état polymérisé de I'Hb S est la raison principale de la déformation structurale des
érythrocytes. Des études ont montré que la globine fcetale ou le tétramére hybride
(a2BSy) ne contribuent pas ou trés peu a la polymérisation de la désoxyHbS. La
thréonine en position 87 (T87) est remplacée par une glutamine (Q87) au niveau de
la globine B et ainsi sera moins susceptible d'entrer en contact avec la sous-unité
falciformante de la valine en position 6. (85) La mutation de la séquence B(A-T87Q)
du géne de la globine B permet d'obtenir de fortes propriétés d'anti-falciformation,
aussi efficaces que la globine y dans l'inversion le phénotype de deux modéles
murins drépanocytaires (BERK et SAD). (190) De plus, la globine B modifiée peut
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étre isolée des autres globines dans la phase inverse de [l'analyse de la
chromatographie liquide a haute performance. Ce qui est arrangeant pour les essais
cliniques. Les résultats d'une étude multicentrique (NCT02140554) en phases
cliniques | et Il, a montré chez adultes atteintes de drépanocytose sévére qu'une
transfusion au préalable du traitement avec des CD34+ améliorées et des conditions
de production, avec l'amélioration de la myéloablation, permettaient d'avoir un
nombre plus élevé de NCV (nombre de copies de vecteur) dans le sang périphérique
des patients. De plus I'utilisation du plerixafor (récepteur antagoniste au CXCR4)
pour mobiliser les CD34+ a permis d'avoir une collecte moins invasive, respectant la
moelle osseuse, contrairement au facteur de stimulation granulocytaire ayant engagé
des complications d'ordre vital auparavant.

Comme la modification en B16 de la glycine en acide aspartique, procure un
avantage concurrentiel par rapport a la globine falciforme BS pour la liaison a la
chaine a et que la modification en 22 de I'acide glutamique en alanine, donne une
amélioration partielle de l'interaction axiale avec I'histidine a20, le mutant double
(BAS2 ; T87Q et E22A) (191) et le mutant triple (BAS3 ; T87Q, E22A et G16D)(192)
qui sont des variants de la globine B ont également été développés. Cela permet
d'obtenir une meilleure propriété anti-falciformation que le mono-variant modifié
T87Q et comparable a la globine fcetale (Figure 23). Chez un modéle murin
drépanocytaire, la transplantation de cellules souches de moelle osseuse transduites
avec du lentivirus auto-inactivant vecteur de BAS3 avait conservé la physiologie des
hématies. Sur la base de cette découverte encourageante, ce variant est testé dans
I'essai clinique NCT02247843.
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Polymere de HbS

= contacts axiaux
= contacts latéraux
* valine en position 6
* * *acides aminés inhibant la polymérisation de Hb

Figure 23 : Inhibition de la polymérisation de I'hémoglobine S (Hb S) par les globines
B-like anti-falciformantes.(30)

La polymérisation des tétraméres de HbS a lieu lors de la désoxygénation. A l'intérieur des
polymeres d'HbS, la valine en position 6 (V6) de la chaine de globine S forme une connexion
latérale avec les résidus de phénylalanine et de leucine en position 85 et 88 (F85 et L88)
présents sur le tétramere de globine S adjacent. De plus I'acide glutamique en position 22 de
la chaine B interagit avec le résidu d'Histidine en position 20 (H20) de la chaine a, faisant un
contact axial. Et le résidu de glutamine en position 87 (Q87) dérivé de la chaine y inhibe les
connexions latérales entre les tétraméres d'HbS. Enfin dans la globine B AS3, l'acide
glutamique en position 22 est remplacé par I'alanine (A22), ce qui inhibe les contacts axiaux
entre les tétrameres.

* Addition génétique globine y
On rappelle que la synthése de globine chez I'humain est contrélée par I'expression
geénique régulée par le développement, appelée la commutation de I'hnémoglobine. Le

type dominant aprés le premier trimestre de gestation est I'Hb F, qui va
graduellement étre remplacée par I'hnémoglobine adulte apres la naissance. Le taux
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de I'Hb F chez l'adulte est généralement inférieur & 1% et elle n'est pas
uniformément distribuée dans les érythrocytes, mais plutét dans les cellules F.

Il'y a environ 70 années, Janet Watson et ses collégues démontraient chez les
erythrocytes désoxygénés dérivées de nourrissons drépanocytaires, une
falciformation retardée par rapport a la falciformation des érythrocytes de leurs méres
en conditions in vitro (4). Cela était attribué a la présence de Hb F en fortes
concentrations dans le sang des nourrissons, avec une augmentation de la
falciformation plus tard lors de la régression de I'Hb F. Cette observation initiale a été
confirmée par d'autres via la démonstration que les patients atteints de la
drépanocytose ou de la B-thalassémie avec un syndrome PHHF, ayant des
érythrocytes avec une distribution pancellulaire de Hb F a un taux de 30%, ont une
clinique et une biologie au niveau hématologique beaucoup moins séveres. (193,194)
Ainsi on a cherché a augmenter l'expression de la globine y. Tout comme pour les
vecteurs d'encodage de la globine B, les vecteurs d'encodage de la globine y étaient
insuffisants. La problématique de la spécificité tissulaire a été partiellement résolue
avec différents modéles de vecteurs comme la liaison du promoteur de I'ankyrine a la
cassette de la globine y pour obtenir une expression érythroide spécifique. Ou
comme l'utilisation des séquences régulatrices et promotrices de la globine B pour
obtenir une expression a taux élevé et une spécificité cellulaire. Sur une différente
approche, Samakoglu et ses collegues ont utilisé I'expression d'un transgéne de la
globine vy et l'interférence concomitante de I'ARN BS sous le contrdle de la RCL et
des promoteurs de la globine y dans des cellules CD34+ dérivées d'un patient atteint
de drépanocytose. Avec une réduction de la globine BS et une augmentation de
globine y, on s'attendrait a un renforcement de I'activité anti-falciformation (195). Afin
d'obtenir un niveau stable et thérapeutique de I'expression génique pour les essais
cliniques, des vecteurs hybrides y/B ont été construits afin de bénéficier des
eléments régulateurs de la RCL de la globine B ainsi que des propriétés anti-
falciformes de la globine y. L'un de ces hybrides conduit par le promoteur de
I'ankyrine-1 et contrdlé par deux amplificateurs érythroides, a donné 43 a 113% de
copies de globine y humaine/globine a murine. (196)

» Ciblage de l'induction de globine y

Avec la connaissance de l'existence de plusieurs facteurs de transcription régulant
I'expression des globines, le contréle de ces parameétres afin d'induire la production
de Hb F a été un centre d'attention dans la recherche de traitement pour la
drépanocytose. La commutation de la globine y a B pendant la période néonatale est
menée par la RCL de la globine B, qui va moduler les expressions de globine B-like
de facon directe avec leurs promoteurs. Le changement d'interaction entre les
promoteurs et la RCL est mené des facteurs de transcription (Gata1, Tal1, E2A,
Lmo2 et Ldb1)] (Figures 4 et 6) (30) .

Plus récemment une stratégie innovante basée sur le changement de fagon
artificielle du site de liaison, a émergé afin de modérer cette commutation de globine.
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Deng et ses collegues ont reporté que la protéine de fusion d'un ZF (doigt de zinc)
artificiel et Ldb1, ou son domaine d'auto-association, peuvent sauver l'interaction
entre le promoteur de la globine B et la RCL au niveau des érythroblastes Gata-null
(197). L'ensemble ZF-Ldb1 peut efficacement étre ciblé sur le promoteur de la
globine vy, ce qui va réactiver I'expression de la globine y (85% du total des globines
B-like) et une réduction concomitante de l'expression de globine B au niveau des
erythroblastes primaires adultes humains. Cette approche a également été testée
dans des cellules progénitrices hématopoiétiques dérivées de patients atteints de
drépanocytose. La transduction de cellules CD34+ drépanocytaires avec un vecteur
lentiviral codant ZF-Ldb1 a régulé la production de Hb F et a réduit la falciformation
erythrocytaire in vitro, avec une meilleure efficacité par rapport aux inducteurs
chimiques de Hb F tels que I'hnydroxyurée et le butyrate.

Par ailleurs, des modéles de ZF ont été fusionnés avec des facteurs de transcription
régulant I'expression de la globine y. En fait, la ZF était dirigée vers la position 117 du
promoteur de la globine y, qui est disponible pour les protéines de liaison a I'ADN et
suffisamment proche des régulateurs connus de la transcription du géne. La
transcription de cellules K562 avec le rétrovirus exprimant le domaine activateur
transcriptionnel gg-VP64, a engendré I'expression de Hb F. Wilber et ses collégues
ont employés cette technologie pour des cellules CD34+ humaines (198). Ainsi une
induction de Hb F, jusqu'a 20%, a été menée par la surexpression du domaine gg-
VP64 conduite par I'ankyrine-1 (promoteur spécifique érythrocytaire).(85)

D - Silencage génique

A coté de la thérapie génique par addition de génes notamment le géne de la globine
anti-falciformation, une autre approche corrige le phénotype drépanocytaire dans le
but d'induire la production d'hémoglobine foetale endogéne (HbF, a2y2). Dans un
essai clinique (NCT03282656) ou la stratégie d'induction de I'HbF est l'introduction
d'ARNsh, « short » ciblant la suppression de la BCL11A des cellules érythroides
dérivées de CSH. L'avantage ici, c'est que cela permet d'augmenter I'expression
thérapeutique des génes de globine y endogéne sous le contréle de la RCL, et en
plus une diminution de la synthése de la globine BS drépanocytaire.

» Silengage du répresseur de la globine y : BCL11A, une cible majeure

Les taux d'hémoglobine fcetale (HbF) chez I'adulte, modifient la morbidité de la
drépanocytose (50), en inhibant la polymérisation de I'hémoglobine falciforme (HbS)
et en réduisant ainsi I'anémie hémolytique et les lésions tissulaires. Les taux d'HbF
sont trés variables et héréditaires, principalement par des variations génétiques a
trois loci principaux, BCL11A, HBS1L-MYB et cluster HBB (Figure 24), représentant
10% a 20% des variations de I'HbF chez les patients SCD (199). Plus précisément,
des variations de BCL11A ont été montrées pouvant se préter a une manipulation
thérapeutique, conduisant a l'inversion des symptdmes de SCD dans des modéles
de souris (200). (201)
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La protéine BCL11A est une protéine, un facteur de transcription pour étre plus
précis, jouant un réle majeur dans le contrdle de I'expression de I'HbF. De ce fait, une
modification génétique au niveau de I'amplificateur érythroide de la BCL11A impacte
son expression et par conséquent le taux d'HbF. En conséquence, les patients
présentant une haploinsuffisance de la BCL11A affichent des taux d'HbF susceptibles
d’étre thérapeutiques pour les B hémoglobinopathies (202). La difficulté a consisté a
supprimer I'expression de la BCL11A uniquement dans les érythrocytes, puisque la
perturbation de cette protéine a une incidence sur les fonctions physiologiques au-
dela de l'expression de la globine. Notamment I'auto-renouvellement des CSH, la
maturation des lymphocytes B, et le développement du systéme nerveux central.

Plusieurs travaux et études menés sur les donneurs de sang ont révélé des
polymorphismes de I'ADN au niveau des génes BCL11A et HBS1L-MYB qui sont en
lien avec un taux d'expression de I'Hb F élevé (53,54). L'activité régulatrice de
BCL11A a été confirmée par la suite. Notamment son réle de répresseur de la
globine y dans les cellules érythroides primaires via la reconfiguration de la RCL par
la liaison aux facteurs de transcription tels que GATA-1 et SOX-6 (203). De plus, la
délétion conditionnelle de BCL11A dans les cellules érythroides chez un modéle de
souris drépanocytaire suggérait que le ciblage de ce répresseur était suffisant pour
inverser les manifestations cliniques de la drépanocytose in vivo, montrant donc
I'importance de ce géne comme cible potentielle pour des études cliniques. D'ailleurs
I'étendue du pouvoir de contréle de BCL11A sur I'HbF a été partiellement reportée
dans deux études cliniques portant sur des patients atteints d'un trouble autistique
avec des microdélétions rares (2p15-p16.1), ayant une haploinsuffisance en
BCL11A, et exprimant des niveaux d'Hb F environnant les 20%. Indiquant son réle
central dans le silengage de la globine y (202,204). D'autres facteurs clés, tels que
KLF1 et MYB ont été étudiés dans des modéles génétiques et fonctionnels.
(205,206). La poursuite de ces différentes recherches autour des facteurs de
répression de I'Hb F aura un effet de levier sur les techniques d'édition génomique
des approches cliniques. (85)
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Figure 24 : Les principaux acteurs lors du switch de I'hémoglobine fcetale a adulte

Au niveau des érythroblastes adultes, BCL11A interagit avec SOX6, GATA1, FOG1 et le
complexe répresseur NuRD pour opprimer l'expression des génes de la globine y. Les sites
de liaison de BCL11A (rectangles bleus) sont au niveau des promoteurs de la globine et d'un
silenceur de HbF (rectangle noir). KLF1 régule de facon positive I'expression de BCL11A et
elle-méme régulée de la méme facon par MYB. De plus, KLF1 est favorable au switch de
I'hnémoglobine foetale a adulte en activant directement I'expression du géne de la globine S.
Le facteur de transcription LRF, quant a lui, inhibe I'expression du gene y via le complexe
NuRD. (30)

* Le principe de l'interférence par ARN (ARN:i)

C'est une technique de silengage génique basée sur la présence d'ARN double-brin
dans la cellule qui a été initialement décrite chez Caenorhabditis elegan, avant
d'apprendre plus tard que c'est un moyen de signalisation présent dans toutes les
cellules eucaryotes. (207)

Les études initiales montraient que la perte de fonction de la BLC11A en utilisant un
vecteur lentiviral ARNsh/pARN, induit la production d'HbF dans les érythrocytes
humains. Comme des séquences étroites sont responsables de I'expression de la
BLC11A au niveau des érythrocytes, une simple coupure par une nucléase, (que ce
soit une nucléase a doigt de zinc (ZFN), une nucléase effectrice type activateur de
transcription (TALENSs)), ou une association de protéines CRISPR-Cas9, serait
suffisante pour perturber I'expression de la BCL11A dans les globules rouges
associée a un taux éleve d'HbF.

L'interférence par ARN peut étre activée et utilisée par plusieurs types d'ARN double-
brin : un micro-ARN (MARN) encodé par le génome de la cellule, ou un ARN double-
brin viral exogene. Les deux sont traités par la cellule et utilisés pour réprimer la
transcription et la traduction des ARN messagers (ARNm) partageant une homologie
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avec I'ARN double-brin déclencheur. C'est a ce niveau qu'il y a une similarité avec
les systéemes CRISPR.

Les génes des pARN codent pour un ARN ayant une complémentarité interne
formant d'épingle a cheveux a double-brin. Aprés un traitement post-transcriptionnel,
ces ARN double-brin en épingle a cheveux sont transformés en pARN simple-brin de
20 a 22 nucléotides capables de mettre sous silence ou de moduler les génes cibles
aprés avoir été inclus dans un complexe de silengage induit par un ARN (RISC).
(208)Il y a plusieurs modalités : le clivage de I'ARNm, le blocage de la traduction, et
la désacétylation des histones. L'ensemble pJARN-RISC va inhiber un ARNm cible
par complémentarité avec 'UTR 3' (région non traduite en 3') de cet ARNm (Figure
25). Et comme I'hnomologie n'a pas besoin d’étre parfaite, un méme pARN peut agir
sur plusieurs cibles.(208,209) C'est au sein du RISC, que I'ARN double-brin
s'associe avec la protéine Argonaute (Ago) qui va dégrader le brin dit passager de
cet ARN, tout en maintenant l'autre brin dit guide du JARN mature. La ou tous les
complexes Ago-pARN sont capables de réduire sous silence I'expression des génes,
seule la composante Ago-2 (dite la trancheuse) est capable de dégrader un ARNm
cible via son activité nucléasique. De plus, cela ne peut se produire qu'en cas de
complémentarité quasi totale, entre le JARN et son ARNm cible. (210)
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Figure 25 : Mécanisme de l'interférence par ARN (88)

Un complexe RISC (jaune) chargé d'un ARNsh mature (noir), lui-méme lié 8 un ARNm cible
complémentaire (rouge). L'ARNm va est rompu via l'activité trancheuse de la composante
Ago-2 (pas représentée ici) de RISC. L'ARNm fendu, est ensuite dégradé par la mitose
cellulaire.

L'interférence par ARN est une méthode qui, contrairement aux systemes CRISPR-
Cas9, montre dans les essais en cours que ¢a fonctionne pour supprimer 'ARNm
transcrit de BCLA11 plutdt que de muter le géne de BCL11A lui-méme. De plus, la ou
un ribonucléotide CRISPR n'a besoin d’étre présent que dans les cellules de fagon
transitoire pour modifier le génome, l'interférence par ARN nécessite que le RISC soit
continuellement rechargé avec I'ARN double-brin contre BCL11A. Afin de surmonter
cette difficulté, un vecteur lentiviral est utilisé pour introduire un pARN artificiel contre
BCL11A de fagon ex vivo dans le génome des CSH, c'est 'ARNsh « short hairpin ».
Celui-ci va étre transcrit par la polymérase Il et étre traité par la voie de l'interférence
par ARN.(149)
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Les ARNsh sont une sous-classe des JARN, congue pour subir le méme processus
de maturation que celui ayant lieu naturellement chez les pJARN. Mais contrairement
a la plupart des yARN, les ARNsh ne ciblent qu'un ARNm cible en particulier. De plus
les ARNsh sont généralement congus pour étre totalement complémentaires avec
une région codante spécifique, plutét que de cibler la région UTR 3'. Et c'est cette
complémentarité totale qui permet d'assurer un ARNm ciblé par un ARNsh qui réduit
au silence via l'activité trancheuse de la protéine Argonaute (Ago-2). Dans le cas de
I'ARNsh anti-BCL11A, qui est en cours d'essais cliniques, 'ARNsh est basé sur le
MARN naturel mais avec la base de la région en épingle a cheveux « hairpin »,
remplacée par 21 nucléotides (et leurs compléments inverses) complémentaires a
une partie de la séquence codante de BCL11A. (78)

On sait donc aujourd'hui, que plusieurs tentatives d'inactivation de I'amplificateur
érythroide de la BCL11A ont fonctionné en matiére de correction fonctionnelle au
niveau de cellules CD34+ thalassémiques et drépanocytaires in vitro et in vivo via
une ZFN ou CRISPR-Cas9.

De plus, la technique d'édition génomique serait plus sécurisante par rapport a
I'intégration de vecteur lentiviral de fagon semi-aléatoire dans le génome.

Chaque technique génothérapie utilisée dans le cadre de la drépanocytose a ses
limites (Figure 26).
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Figure 26 : Récapitulatif des techniques de thérapie génique et leurs limites(85)
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4) Le 1er patient traité en France

Il s'agit d'un garcon présentant un génotype BS /S avec une délétion de 3,7 kB au
niveau du géne de la globine a, ainsi qu'une absence de déficit en glucose-6-
phosphate déshydrogénase. Le diagnostic de la drépanocytose a été posé a sa
naissance, et il a été suivi au Centre de référence de la drépanocytose, I'HOpital
universitaire Necker-Enfants malades a Paris par une équipe médicale dirigée par la
professeure Marina Cavazzana.

Ses antécédents cliniques comportent de nombreuses crises vaso-occlusives, deux
épisodes de syndrome thoracique aigu, et une ostéonécrose bilatérale de la hanche.
Il a subi une cholécystectomie et splénectomie. Durant le dépistage, une hypodensité
au niveau cérébral a été détectée sans qu'aucune caractéristique de la vasculopathie
cérébrale ne soit présente.

En raison du fait qu'il ait regu une thérapie par I'hydroxyurée de ses 2 a 9 ans, mais
qui n'a pas diminué significativement les symptémes. Une prophylaxie par
transfusion d'hématies a été mise en place en 2010 avec un chélateur du fer le
Déférasirox, Exjade® a une posologie de 17mg/kg par jour. En moyenne par an, il
avait 1,6 événements en lien avec la SCD sur les 9 ans précédant les transfusions.
En mai 2014, il a commenceé l'essai clinique aprés le recueil de son consentement
oral et du consentement écrit de sa mére. En octobre 2014, a I'age de 13 ans, il a
regcu une perfusion de LentiGlobine BB305. Il a été traité par l'ajout d'un vecteur
lentiviral du géne de la pB-globine anti-falciformation aux cellules souches
hématopoiétiques autologues. En se basant notamment sur un modéle de thérapie
geénique efficace chez la souris ou on a effectué un transfert lentiviral d'HbB modifiée
codant pour un variant anti-falciformation (8A87Thr:GIn [BA-T87Q]). (190,211)

Cet essai a été sponsorisé par la société américaine Bluebird Bio qui développe le
vecteur. Vecteur qui a été élaboré par le Professeur Philippe Leboulch. Le protocole
a été revu par le Comité francais de la Protection des Personnes et les comités
institutionnels d'éthique compétents.

Concernant le vecteur lentiviral, il est auto-inactivant et code pour le variant humain
BA-T87Q de I'HbB. En plus d'inhiber la polymérisation de I'HbS, la substitution T87Q
permet a la chaine de globine B de I'Hb A adulte d’étre quantifiée de fagon
différentielle via l'intermédiaire d'une chromatographie en phase liquide a haute
performance durant la phase inverse.

Au niveau de la procédure de transfert et de la transplantation de génes, de la moelle
osseuse a été prélevée a deux reprises chez le patient afin de recueillir en nombre
des cellules souches (6,2.102 par kilogramme pour le transfert de géne et 5,4.102 par
kilogramme pour le pool, du total des cellules nucléées obtenues). Cela a été réalisé
par exsanguino-transfusion, sans sequelle clinique chez le patient. Mais au niveau
biologique une anémie de grade 3 a été déclarée, c'est le seul événement
indésirable qui a été remonté. Ainsi le patient a bénéficié d'une transduction des
cellules de la moelle osseuse enrichies en CD34+, avec le vecteur LentiGlobin BB0S.
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Les moyennes du nombre de copies du vecteur pour les deux lots de cellules étaient
de 1,0 et a 1,2 copies par cellule.

Avant la greffe de CSH, le patient a subi une myéloablation via I'administration de
Busulfan en intraveineuse. Le Busulfan servant a élimination des CSH comportant le
gene malade. Et aprés 2 jours de sevrage thérapeutique, les cellules CD34+
transduites, en étaient imprégnées (5,6.10° cellules CD34+/Kg). Les transfusions
d'hématies se sont poursuivies apres la transplantation, jusqu'a ce qu'une large
proportion de I'HbA T87Q soit détectée, soit 25 a 30% de I'hémoglobine totale.

En paralléle, une greffe de polynucléaires neutrophiles avait été effectuée a J 38
post-transplantation, et une greffe de plaquettes a J 91. Et les résultats de I'essai
nous indiquent une augmentation progressive du marquage génétique dans le sang
total, les CD15, les cellules B et les monocytes, suivis d'une stabilisation vers le
3éme mois. L'augmentation des cellules T porteuses du vecteur, a été elle davantage
graduelle.

De méme, la Figure 27 montre que les niveaux d'Hb T87Q ont progressivement
augmenté ce qui a motivé l'interruption des transfusion de globules rouges, la
derniére a eu lieu le 88éme jour. Au 9éme mois les taux d'Hb T87Q atteignaient 5,5
g/dL (46%), ensuite au 15éme mois 5,7 g/dL (48%). Et de fagon similaire les taux
d'HbS augmentaient, on est passé de 5,5 g/dL (46%) au 9éme mois a 5,8 g/dL (49%)
au 15eéme mois. Au 6eme mois post-transplantation, les taux d'hémoglobine totale se
stabilisaient entre 10,6 et 12,0 g/dL. Les taux d'hémoglobine fcetale (HbF) sont restés
en deca de 1 g/dL.
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Figure 27 : Evolution des concentrations en hémoglobines (Hb) suite & la
réimplantation de cellules CD34+ modifiées (212)

Concernant les effets indésirables, se sont manifestés les effets connus du
Busulfan : neutropénie de stade 4, une anémie et une thrombocytopénie de stade 3,
ainsi qu'une infection a Staphylococcus epidermidis de stade 3 également. Tous
résolus avec une prise en charge classique. Aprés la sortie d'hopital qui a eu lieu au
50éme jour, d'autres événements indésirables de stade 2 sont survenus : douleurs
au niveau des membres inférieurs au 3éme mois, des augmentations transitoires des
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alanine amino-tranférases (ALAT), des aspartate amino-transférases (ASAT) et
gamma glutamytransférases (GGT) entre le 5éme et le 8éme mois. Ces signes
d'atteinte hépatique se sont résolus spontanément.

Aucun effet en lien avec le vecteur LentiGlobin BB305 introduit dans les cellules
souches n'a été soulevé. Les résultats du test de détection de lentivirus capables de
réplication, étaient négatifs. La surveillance de sites d'intégration dans des
échantillons de sang périphérique, a montré un profil polyclonal, sans détection d'un
clone dominant au cours du 12éme mois.

Au niveau clinique, plus de 15 mois aprés la transplantation, aucun événement ou
hospitalisation en lien avec la drépanocytose n'a eu lieu. Ce qui tranche avec la
période qui a précédé l'essai durant laquelle le patient ne recevait pas encore de
transfusion de fagon réguliere. Tous les médicaments ont été arrétés, y compris les
antalgiques. Le patient déclare avoir complétement repris ses activités scolaires et
sportives quotidiennes. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) de la téte faite
au 8éme mois, montre des hypodensités inchangées de la substance blanche sous
corticale ponctuée. Et I''RM des membres inférieurs réalisée au 14éme mois ne
montre pas d'atteinte récente des os ou des tissus.

Au niveau biologique, les mesures de sang complet étaient stables, le nombre de
réticulocytes a légérement diminué au fur et a mesure des mois. L'on note
l'inobservation d'érythroblastes circulants détectés. Les différents indicateurs ne
montrent pas de dysfonctionnement des fonctions hépatique et rénale. Et bien que la
chélation du fer ait été discontinue avant la transplantation, la ferritinémie a diminué
passant a 363 pg/L au 15éme mois. L'IRM hépatique a 1 an post-traitement, montre
une faible charge martiale. Les taux plasmatiques de bilirubine totale et de lactate
déshydrogénase s'inscrivent dans les normes. Les taux de récepteurs de la
transferrine soluble ont fortement progressé. Lors du dépistage, on était a 3,4 fois
au-dessus des valeurs normales, et au 12éme et 15éme mois on était passé a 1,5
fois les normes. Cela indique une normalisation progressive de I'érythropoiése.

Cependant, le patient avait suivi un protocole de transfusions régulieres pendant 4
ans avant cette étude, et a cause de l'exsanguino-transfusion préalable a la
transplantation, des études comparatives significatives n'ont pas pu étre menées. On
remarque tout de méme que les proportions d'hématies falciformes présentes dans
le sang du patient avaient significativement baissé au 6éme et au 12éme mois.
C'était en dega des proportions chez les drépanocytaires (BS /BS) non traités. Au
12éme mois, le taux de falciformation en conditions d'hypoxie n'était pas
significativement différent de celui du patient hétérozygote asymptomatique (BA/BS),
qui s'avére étre la mére du patient. Les études quantifiant la saturation en oxygéne
par rapport a pression partielle d'oxygene, ont montré des résultats similaires chez le
patient au 12éme mois et chez le patient contréle hétérozygote (BA/BS).

A ce jour on parle de rémission prolongée de ce patient. Un suivi sur un plus long
terme est nécessaire pour confirmer I'efficacité et la sécurité dans la durée du profil
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observé. Ainsi que des données supplémentaires des évaluations de la thérapie
geénique au niveau de cohortes plus étendues de patients.

Professeure Cavazzana précise que ce patient faisait partie d'une étude de phase
I/ll, ayant déja pris en charge cinqg patients toujours a I'hépital Necker de Paris. Dont
quatre traités pour la béta thalassémie, avec des résultats positifs. En effet la
particularité¢ du vecteur LentiGlobin BB05, est qu'il pourrait traiter les deux
hémopathies. Le traitement a donc été bénéfique pour seulement I'un des deux
autres patients drépanocytaires traités dans le méme essai clinique. (212)
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5) Controle de qualité des produits de thérapie génique

Les médicaments de thérapie génique (fabriqués industriellement) ou spécialités
pharmaceutiques de thérapie génique sont soumis a I'obtention, préalablement a leur
mise sur le marché, d’'une autorisation délivrée par la Commission Européenne. lls
doivent étre fabriqués par un établissement pharmaceutique autorisé.

Les préparations de thérapie génique font I'objet d’'une autorisation délivrée par
TANSM. Les établissements ou organismes qui proposent les préparations de
thérapie génique doivent aussi bénéficier d'une autorisation par ’TANSM.(213)

Il n’existe actuellement pas de préparation de thérapie génique sur le marché
francgais. Les dispositions relatives a l'autorisation des produits eux-mémes et a
lautorisation des établissements ou organismes exergcant les activités de
préparation, de conservation, de distribution et de cession des préparations de
thérapie génique sont cependant déja prévues.

Le laboratoire de contrdles de 'ANSM, ainsi que d'autres laboratoires européens
envisagent de contréler la qualité, l'efficacité et la sécurité de ces produits
postérieurement & leur mise sur le marché. A cette fin, 'Agence a mis sur pied des
laboratoires et des équipes dédiés, en particulier a la manipulation des vecteurs
viraux de thérapie génique en laboratoire confiné de type L3, le développement de
techniques de contrdles en laboratoire en biologie cellulaire et moléculaire,
histologie, virologie, cytométrie en flux, immunodosages, électrophorése capillaire.
De plus I'Agence remplit un rdle majeur de rédaction du chapitre général
« Médicaments de transfert génétique pour usage humain » de la Pharmacopée
européenne comprenant 7 monographies applicables aux principaux types de
vecteurs de thérapie génique. Un pdle d’expertise européen a été constitué au sein
du réseau des OMCL (laboratoires officiels de contrdle des médicaments) en
partenariats avec des experts nationaux du domaine. Ce réseau ambitionne un
transfert technologique et organise la mise a disposition de matériel biologique d’une
part (Généthon) et l'instauration d’'un programme scientifique d’autre part au CHU de
Nantes.

Ainsi, concernant les essais cliniques portant sur les médicaments et produits
biologiques, sont régis par le décret n° 2016-1537 du 16 novembre 2016 en
application. Il y a deux types de recherches impliquant la personne humaine portant
sur le médicament. Les recherches non interventionnelles (observationnelles),
soumises uniquement a I'avis d’'un CPP (Comité de Protection des Personnes) d'une
part, et les recherches interventionnelles (mentionnées au 1 de l'article L. 1121-1 du
code de la Santé Publique) soumises a autorisation de TANSM et avis du CPP. Elles
correspondent aux recherches qui étaient antérieurement définies comme les
recherches biomédicales ou essais cliniques.

La transmission des dossiers a I'ANSM se fait uniquement par voie électronique via
deux adresses distinctes :
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- aec-essaisclinigues@ansm.sante.fr pour les demandes d'autorisation d'essai
initiale (AEC), déclaration début et fin d'essai

- et ams-essaisclinigues@ansm.sante.fr pour les demandes de modification
substantielles (MSA).

Concernant les Etats-Unis, la Food and Drugs Administration (FDA), les produits de
génothérapie sont des produits biologiques régulés par leur Centre d’Evaluation et
de Recherche Biologiques. Les études cliniques chez les hommes requiérent dans
un premier temps de faire une demande de nouveau médicament, avant de
commencer véritablement I'étude. Aux Etats-Unis la commercialisation des produits
issus de thérapie génique exige une demande et une licence d'autorisation de mise
sur le marché. (214)
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6) Controle de I'efficacité

Il existe différentes facons de contréler I'efficacité de la thérapie génique dans la
drépanocytose. L'élément le plus important a la fin du processus étant le taux de
nouvelle Hb produite (autrement dit le produit protéique de la génothérapie). Mais au
cours de l'acheminement sont a respecter des étapes clés ou il est pertinent de
procéder a une évaluation qualitative (Figure 28).
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des cellules des CSH ayant les récupération CSH ayant les
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Figure 28 : Contrdles de I'efficacité de la thérapie génique (119)

Il est important de quantifier le taux d'Hb non falciformante dans chaque hématie, et
de mesurer quelle est la proportion issue de la thérapie génique, par rapport a la
myéloablation (pouvant aboutir a une érythropoiése de stress qui va causer une
production d'HbF). Ceci peut étre fait en analysant I'efficacité de la transduction ou
en évaluant le pourcentage de SCH ayant intégrées le matériel génétique souhaité.
Cependant des études longitudinales sont nécessaires pour déterminer la longévité
de la génothérapie. Enfin il est essentiel de relever les symptomes et/ou
complications de la drépanocytose améliorés par la thérapie génique et voir si les
résultats different en fonction du type ou de la quantité de matériel génétique.

A ce jour, on ne sait pas encore de fagon exacte, le pourcentage de CSH devant étre
génétiquement modifiées pour obtenir suffisamment d'Hb saine. C'est pourquoi les
évaluations de suivi complémentaires doivent inclure en plus des résultats détaillés
habituels, des mesures de laboratoire mais aussi de rhéologie de I'hnémostase et de
I'adhérence.

Enfin, I'évaluation de l'efficacité passe par I'estimation de deux aspects : la thérapie
génique peut-elle prévenir le phénoméne vaso-occlusion (quels types et dans quelle
mesure) ; et peut-elle stabiliser ou résoudre les complications viscérales causées par
la drépanocytose. Et bien que ces données soient essentielles pour I'avancée de la
prise en charge des drépanocytaires, elles demeurent pour l'instant indéterminées ou
tout au moins, pas de facgon claire. Si on prend I'exemple de la fonction rénale, prées
de 10% de malades ayant une anémie falciforme peuvent étre atteints d'une
insuffisance rénale terminale. Et a ce jour, on ne sait pas si la transplantation
allogénique peut prévenir le développement de cette atteinte rénale une fois que
l'insuffisance est chronique. Et les résultats de la génothérapie sont encore moins
accessibles pour l'instant. En revanche, concernant les crises vaso-occlusives, les

95



données semblent plus claires, la réponse sur le long terme spécifique d'organe a la
génothérapie mesurera véritablement son efficacité. (119)
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7) Les essais en cours

140I€ 1. UPEN gene LOeTdpy CIINCAL LIALS 10T SICKIE Cell a1sedse.

ClinicalTrials.gov

identifier Official title Therapeutic gene Age eligibility/phase Status Sponsor
NCT02186418 Gene Transfer for Patients With Sickle Cell Disease Using Y-globin 18-35/Phase I/IT Recruiting Children’s Hospital
a Gamma Globin Lentivirus Vector: An Open-Label Medical Center,
Phase III Pilot Study Cincinnati
NCT02247843 Clinical Research Study of Autologous Bone Marrow BAS3-FB (Antisickling >18/Phase I Recruiting Donald B. Kohn,
Transplantation for Sickle Cell Disease (SCD) Using B-globin) MD (University of
Bone Marrow CD34* Cells Modified With the Lenti/ California, Los Angeles)
PAS3-FB Lentiviral Vector
NCT02193191 Safety and Efficacy Trial of Escalation of Plerixafor for p-globin 18-65/Phase 1 Recruiting Memorial Sloan Kettering
Mobilization of CD34+ Hematopoietic Progenitor Cells Cancer Center

and Evaluation of Globin Gene Transfer in Patients
With Sickle Cell Disease
NCT02140554 A Phase 1 Study Evaluating Gene Therapy by T87Q (Antisickling >18/Phase I Recruiting Bluebird Bio
Transplantation of Autologous CD34* Stem Cells B-globin)
Transduced ExVivo With the LentiGlobin BB305
Lentiviral Vector in Subjects With Severe
Sickle Cell Disease
NCT02633943 Longterm Follow-up of Subjects With T87Q (Antisickling 5-50/NA Enrolling by Bluebird Bio
Hemoglobinopathies Treated With Ex '7vo Gene B-globin) invitation
Therapy Using Autologous Hematopoietic Stem Cells
Transduced With a Lentiviral Vector
NCT02151526 Phase 1/2 Open Label Study Evaluating the Safety and T87Q (Antisickling 5-35/Phase V1T Active, not Bluebird Bio
Efficacy of Gene Therapy of the Beta- B-globin) recruiting
Hemoglobinopathies (Sickle Cell Disease and Beta-
Thalassemia Major) by Transplantation of Autologous
CD34* Stem Cells Transduced ExVivo With a
Lentiviral Beta-A-T87Q Globin Vector (LentiGlobin
BB305 Drug Product)

Figure 29 : Tableau des essais cliniques portant sur la thérapie génique en 2018 (85)

Un rapport de l'essai HGB-205 établit qu'un patient avec une drépanocytose sévere
n'a montré aucune complication jusqu'a 30 mois apres le traitement LentiGlobin,
avec des taux stables d'Hb (12,4 g/dL), de BA(T87Q) a 6,1 g/dL et de NCV dans le
sang périphérique (2,3). Le patient transplanté avec des cellules CD34+ autologues
ayant subi une transduction avec la LentiGlobin BB305, présentait un taux de
BA(T87Q) suffisant pour inverser les taux des marqueurs hémolytiques et stabiliser
les taux d'hémoglobines. Ces résultats sont encourageants mais beaucoup d'essais
cliniques sont encore en cours, demandant des suivis sur du plus long terme ainsi
que d'étudier la sécurité et I'efficacité de ces approches basées sur I'utilisation de
vecteur.

La modification au B16, de la glycine en acide aspartique, produit une action
compétitive par rapport a I'HbS au niveau de l'attache sur la chaine a. Et la
modification au (22, de l'acide glutamique en alanine augmente partiellement
l'interaction axiale avec I'histidine a20. De plus, un mutant double de la BAS2 (T87Q
et E22A) et un mutant triple de la BAS3 (T87Q, E22A et G16D) ont également été
développés (Figure 23). Ces modifications permettent d'obtenir de meilleures
propriétés anti-falciformantes que le mono-variant et comparable a la globine fcetale.
Chez un modéle murin drépanocytaire, la transplantation de cellules souches de
moelle osseuse transduites avec le lentivirus auto-inactivant porteur de la BAS3, a
inversé la physiologie des cellules rouges ainsi que les symptédmes cliniques de la
pathologie. Sur les bases des résultats encourageant in vivo et in vitro, ce variant est
testé en essai clinique (NCT02247843). (85)

Le tableau (Figure 30) ci-apres cite les essais cliniques en cours et a venir.
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Silengage génétique
Nom de I'étude LentiGlobin DREPAGLOEBE MONTER PRECISION-1 de BCL11A CEDRE MOMENTUM

Type de thérapie génique Ajout de géne Ajout de géne Modification des génes Edition de génes Silencage de génes Ajout de génes Correction de génes

Outil d'édition CE CE Doigt de zinc CRISPR-Cas8 RNP ShARN CE CRISPR HiFi
Cas9 RNP
Type de manipulation Transduction Transduction Electroporation Transfection Transduction Transduetion Electroporation
de cellules souches avec ARNm de
nucléase 4 doigts
de zinc
Vecteur {ofn) BB30SLVV EXERCICE 1 LW Aucun Aucun BCH-BB694 LVV qui §G16D LvW Non intégrant
code un shRNA Donneur AAVEG
adapté aux Modidle de
microARN réparation d'ADN
Cible génétique {o/n) NA CE Amplificateur spécifique  locus 11A ARNm de BCL114 MiA Mutation falciforme
de la lignée érythroide  (BCLT14) (adénosine— >
dela (activateur thymine
Géne BCL114 érythroide) [A—=T]
Produit médicamente LentiGlobine DREPAGLOBE CTX001 BIVVOO3 BCH-BB694 ARU-180126 GPH101
BB305
Produit protéique HBATETQ #AS3, une protéine §- HbF HbF HbF HbFG16D HbA

globine antifalciforme
(AS3) contenant 3

substitutions d'acides
aminés dans le HBE

de type sauvage

Figure 30 : Récapitulatif des essais cliniues en cours et a venir portant sur la
drépanocytose en 2021 (119)

Certains de ces essais ciblent le géne BCL11A (activateur érythroide de I'ARNm)
réprimant I'expression de la globine vy, afin d'induire la production d'HbF au niveau
des érythrocytes d'un adulte. D'autres font appel a un vecteur viral d'insertion
aléatoire pour obtenir une production d'HbA. Et une étude cible spécifiquement la
mutation du géne de la drépanocytose. (215,216)

Actuellement, ce sont les essais cliniques de thérapie génique via lentivirus basées
sur I'addition du géne de la globine B modifié (Hb AT87Q) qui ont accumulé le plus de
données pour l'instant et qui ont démontré un bénéfice de diminution significative du
nombre de crises vaso-occlusives (CVO). Cependant ces données restent précoces
et les résultats a propos de l'amélioration de la durabilité sur le long terme et la
fonction des organes sont en cours. D'autre part, CRISPR Therapeutics and Vertex
Pharmaceuticals et des investisseurs du Boston Children’s Hospital ont également
présenté des données de leurs études respectives sur CLIMB et sur I'ARN court
(ARNsh) en épingle a cheveux. Cela montre également que les propriétés anti-
falciformation de I'HbF, combinées a des taux d'HbS diminués, vont résoudre les
CVO. Cependant il est beaucoup trop to6t pour obtenir des rapports ou des résultats
sur le long terme des études d'édition génomique et de silengage génique.

La thérapie par correction génétique est la prochaine technique a entrer en phase
clinique. Cette méthode est en fait I'association de I'édition génomique et de 'addition
de génes. L'étude CEDAR a recgu l'autorisation de la FDA pour passer a la phase |
d'essai clinique au début de I'année 2021. Le principe est d'utiliser une
ribonucléoprotéine CRISPR-Cas9 pour induire une cassure double-brin de I'ADN et
un remodelage homologue (HDR) avec une matrice non intégrante adéno-associée
au virus en position 6, réparatrice de I'ADN du donneur, pour produire un nouveau
produit génique. Et contrairement aux thérapies d'édition génomique basées sur la
jonction des terminaisons non homologues et la formation ultérieure de délétion et
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d'insertion au niveau de la séquence éditée, les thérapies de correction génomique
reposent sur la recombinaison homologue, qui elle est plus compliquée et
historiquement moins efficace. (217)

Les Figures 29 et 30 montrent que la thérapie génique est en pleine expansion et

que les essais cliniques menés a ce sujet s'étendent généralement sur plusieurs
années.
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8) Principal point négatif : le colt

Actuellement le prix élevé pour une thérapie génétique de cellules souches
hématopoiétiques ex vivo est un obstacle majeur a I'utilisation de cette technique a
une variété de pathologies. En effet, la 1ére thérapie génique approuvée dans
I'Occident s'est vendue en I'Allemagne et aux Etats-Unis a prés de 1 million de
dollars par traitement. Le montant s'explique par le fait que par exemple pour le
produit bio bluebird LentiGlobin, les patients doivent étre admis en soins intensifs a
cause du conditionnement myoablasif et de beaucoup de surnageant de virus afin de
faire une transduction effective des CSH.

L'utilisation d'amplificateurs de transduction pourrait réduire la quantité de vecteur
nécessaire pour une transduction de CSH efficace et suffisante. De plus, de
nouveaux vecteurs lentivraux et plus efficients, corrigeant les phénotypes de la
thalassémie et de la drépanocytose, avec une variation faible du nombre de copies
(VNC) par cellule, pourraient aussi diminuer le besoin de grands volumes de
préparations virales. Un producteur stable de lignes cellulaires a été décrit pour un
essai de génothérapie, un vecteur lentiviral basé sur SCID-X1, qui serait une
avancée pour diminuer le colt de ces préparations (218). Enfin, les stratégies
basées sur la modification du génome (« editing ») pourraient étre moins chéres : les
frais de fabrication pour la modification de cellules a usage clinique sont légérement
plus bas, que ceux des stratégies basées sur le LV.

D'autre part, l'utilisation de protocoles de conditionnement de myéloablation partielle
pourrait étre une option prometteuse au regard du codt élevé et du niveau de toxicité
liée au conditionnement. En effet, pour sécuriser I'espace dans la moelle osseuse
pour les CSH transduquées chez les malades (3 thalassémie et drépanocytose), un
protocole de myéloablation compléte peut étre nécessaire afin d'obtenir une
génothérapie réussie. Généralement, les essais réussis utilisent des doses myélo-
ablatives de Busulfan autour de 12 a 16 mg/Kg. Ces protocoles représentent un
risque de toxicité liée au transplant de fagon assez précoce, mais aussi un risque
d'infertilité et de cancers secondaires sur le long terme. Une myélo-suppression
sévere et les toxicités liées a la chimiothérapie, demandent de multiples transfusions
sanguines, un traitement prophylactique des infections, et une hospitalisation dans
un environnement adapté. Ce qui aboutit a un colt élevé de la prise en charge. Une
facon de contourner ce probléeme est I'utilisation d'anticorps monoclonaux ciblant les
antigénes présents sur les CSH. Notamment le CD45, limité dans son expression
aux cellules hématopoiétiques, ou le CD117 (ou c-kit) exprimé au niveau des CSH,
des mastocytes, des mélanocytes, et d'autres cellules non hématopoiétiques. Un
anticorps reconnaissant CD45 chez la souris et chez I'étre humain, lorsqu'il est
couplé avec une saponine toxique (CD45-SAP), il active sur le long terme le greffage
de cellules syngéniques, tout en diminuant la cytopénie ainsi que
I'immunosuppression liée aux conditions cytotoxiques. Cibler CD117 active un
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greffage autologue chez la souris immunodéficiente, et quand il est associé a CD47,
¢a active le greffage chez la souris immunocompétente.

Une autre option pour éviter I'utilisation de réactifs de chimiothérapie pour la
myéloablation, c'est la transduction de CSH in vivo. C'est-a-dire qu'on injecte
directement le vecteur dans le corps humain. Ainsi la procédure serait simplifiée car
le transfert de géne in vivo demande un geste qui est invasif de fagon minimale et
sans besoin de prélever de cellules souches ni de transplantation (Figure 31), ce qui
permet de réduire le codt.

Thérapie génique in
vivo des CSH

Thérapie génique ex vivo des CSH

Cellules CD34+
du patient
Addition de génes via
un vecteur lentiviral

« Addition de génes de globine ,***.

Libération des
outils de thérapie
génique via des
CSH ciblées

* Vecteurs viraux

—

Nanoparticules

béta M e
 Induction de globine _?-‘jﬁ-
CEg
gamma o
- : . e
2. Edition génomique avec 1= Y
électroporation XK

« Correction génique du géne SC[f.ransplantation
« \nduction de globine gamma g patients

» Edition de base nucléique

Injection
to patients

P s
drépanocytaires

Figure 31 : Comparaison entre les thérapies géniques ex vivo et in vivo portant sur
les cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans la drépanocytose (150)

Est-ce que ce colt compense les dépenses en lien avec les hospitalisations
fréquentes ? C'est un élément qui pourrait étre intéressant d'étudier pour pouvoir
mettre en balance le colt que représente la thérapie génique.
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9) Lesrisques de la thérapie génique

La thérapie génique, peu importe la technique employée, va engendrer des risques
potentiels et/ou avérés. La chimiothérapie utilisée pour la myéloablation comporte un
risque élevé d'infertilité (presque 100%), et va étre responsable de mucites, nausées,
perte d'appétit, alopécie, et d'autres complications globalement réversibles.
L'infertilité doit impérativement étre abordée avec les patients car c'est un sujet de
préoccupation majeure. Dans certains cas, on va tenter de préserver la fertilité mais
ce n'est pas toujours possible (par manque de moyens a disposition) ni efficace. Les
patients sont mis en relation avec des spécialistes de la fertilité pour aborder les
différentes options envisageables, ainsi que les bénéfices et les risques y étant
associés.

La malignité secondaire constitue un autre risque majeur. En effet chez les patients
ayant subi une greffe allogénique ainsi qu'une greffe autologue le Busulfan utilisé en
chimiothérapie, comporte ce risque de fagon indépendante sur le long terme. De plus
la transplantation CSH potentiellement endommagées représente aussi une cause.
Car en effet, les patients sont atteints d'inflammation chronique et d'une fragilité
endothéliale, tout en ayant un infarctus osseux hypoxique et un stress
érythropoiétique permanent. (195) Ce qui peut abimer les CSH et qui pourrait par la
suite entrainer une prédisposition a une transformation maligne. Cependant a ce
jour, on ne sait pas encore évaluer la hauteur de ce risque ou si ce risque peut étre
convenablement adapté avec des changements déja utilisés dans les protocoles de
génothérapie ou avec des changements futurs. En effet deux patients ayant suivi
I'essai initial LentiGlobin HGB206 ont développé une leucémie myéloide aigué a 3
ans et 5 ans aprés la thérapie génique autologue. (220) Le bilan de santé insinue
que la malignité n'est pas en lien avec le vecteur et que peut-étre il existe un risque
intrinséque accru chez les patients atteints de la drépanocytose aggravé par une
faible dose de cellules, un faible nombre de copies de vecteur et un rebond du
phénotype drépanocytaire au stress érythropoiétique élevé.

Il est possible que ces risques soient atténués via une collecte de cellules souches
médiée par Plérixafor (au lieu d'une collecte de moelle osseuse) et une transfusion
au préalable de cette collecte. Cependant la mesure dans laquelle ¢a diminuerait les
risques sur le long terme est inconnue.

Concernant I'addition de génes, la préoccupation majeure est le potentiel risque de
faire une insertion au niveau d'un site promoteur qui causerait une prolifération
cellulaire non souhaitée ou transformation maligne. En effet le probleme s'est
présenté chez un patient atteint d'adrénoleucodystrophie qui a développé un
syndrome myeélodysplasique a la suite d'une thérapie génique. Le vecteur lentiviral
(LV), Lenti-D (Bluebird Bio) est différent de ceux utilisés dans la génothérapie de la
drépanocytose mais ils sont similaires au niveau du but qui est d'ajouter des copies
fonctionnelles d'un géne dans une cellule souche. Cela dit, en se basant sur
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I'emplacement de l'insertion du LV, on soupgonne que ce soit la cause du syndrome
myélodysplasique (rapport de presse BlueBird Bio, aolt 2021). Jusqu'a présent, ¢a
n'a pas été observé dans les génothérapies a LV de la drépanocytose, mais ¢a
n'écarte pas le risque pour autant.

L'édition génomique peut elle aussi aboutir a des modifications imprévues sur le
génome en dehors de la séquence d'ADN ciblée. La technologie actuelle permet de
détecter les mutations hors cible apparaissant a fréquence élevée. Mais les
mutations plus rares peuvent ainsi ne pas étre identifiées et ainsi pourraient avoir
une croissance ou une survie cellulaire qui favoriserait un cancer. (119)

Bien que la thérapie génique représente un réel espoir dans la prise en charge de la
drépanocytose, toute la décision de faire ce choix thérapeutique par le patient et son
entourage devrait étre encadrée par un expert en drépanocytose ainsi qu'une équipe
connaissant lI'ensemble des options thérapeutiques. En effet, le consentement
devant étre éclairé, le patient devrait avoir des attentes réalistes et étre conscient
des risques potentiels d'une thérapie génique. Il est important que la décision finale
soit prise en cohésion entre la patient, son entourage et le praticien. (221) Ainsi les
aspects connus et moins connus de ces nouvelles procédures doivent étre partagés,
par un dialogue le plus pertinent et accessible possible. La myéloablation étant
toujours nécessaire dans la génothérapie, elle peut susciter un frein d'adhésion ou
de participation de la part des patients, a cause des risques d'infertilité et ou d'une
inéligibilité a cause d'un dysfonctionnement d'organe. Ces discussions approfondies
devraient donc avoir lieu au préalable de dépistage de la population cible.
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V - Conclusion

La thérapie génique est prometteuse dans l'avancée de la prise en charge
thérapeutique des patients atteints de la drépanocytose. Cependant des données
récentes de thérapies géniques en cours montrent le besoin de suivi sur le long
terme et d'une collecte cohérente des données en utilisant des éléments de données
communes afin de garantir que les résultats puissent étre comparés entre différents
essais cliniques ainsi qu'avec I'histoire naturelle de la drépanocytose.

Tout comme des données supplémentaires sont nécessaires concernant ['utilisation
de la génothérapie dans la résolution spécifique des complications organiques en
lien avec la drépanocytose. Chez le patient atteint, le symptédme majeur est la
douleur chronique séveére. Enfin, pour mieux comprendre, quantifier, et comparer la
malignité éventuelle pour cette population, il faut une surveillance renforcée et des
études longitudinales de la drépanocytose. (119)

Un autre axe d'amélioration de la prise en charge de la drépanocytose se joue au
niveau de I'un des premiers traitements, la transfusion sanguine issue des dons du
sang. En effet, les patients drépanocytaires sont plus a risque d'alloimmunisation, a
cause de la différence ethnique d'origine entre les donneurs et les patients. En effet
le sang est soumis a une compatibilité étendue et complete pour les groupes
sanguins ABO, pour les Rhésus (Cc/D/Ee) et les Kells.(222) Cette procédure est
recommandée car elle permet de réduire I'alloimmunisation de 50%, ce qui n'est pas
négligeable dans les pays ou les donneurs sont principalement d'origine européenne.
(1) Il a été observé que les minorités ethniques sont moins susceptibles de donner
leur sang. En Angleterre, entre 2019 et 2020, la communauté noire ne représentait
que 1,2% des dons, et ceux concernant les donneurs de la communauté asiatique ou
d'origine métissée représentaient de 2,1%. Or les patients drépanocytaires ont
besoin de dons du sang comportant une compatibilité du systeme antigénes Rho
Kell. Ce qui est plus fréquemment le cas chez la population noire (52%), que chez la
population caucasienne (2%). De fait, de meilleurs résultats ont été observés sur la
drépanocytose dans les cas ou cette compatibilité ethnique était présente. De plus,
la demande en antigene Kell, augmente chaque année de 10 a 15% en Angleterre,
or seulement 2% des donneurs anglais ont des antigénes Rho.(223)

Cela s'explique car il existe des groupes sanguins rares. Actuellement I'on compte 40
groupes sanguins érythrocytaires définis a partir de 380 antigenes. Les plus
fréquents étant les systtmes ABO et Rhésus. Les groupes sanguins rares, en
France sont ceux qu'on retrouve chez moins de 4 personnes sur 1000 dans la
population et avec lesquels aucun groupe sanguin n'est compatible pour la
transfusion. On en compte environ 250. Ca concerne environ 700 000 individus. Ainsi
les produits sanguins rares sont essentiellement stockés dans la Banque Nationale
de Sang de Phénotype Rare située a Créteil.
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Par ailleurs, I'Afrique est le continent comportant la plus grande diversité génétique.
Faisant que certains groupes sanguins sont présents uniquement chez des
personnes d'origine africaine ou caribéenne. Ainsi en France, une personne
originaire, ou ayant des ancétres originaires, d'Afrique ou des Caraibes ou de
I'Océan Indien, est beaucoup plus susceptible d'avoir un groupe sanguin rare ou peu
fréquent.

Chaque patient dans le besoin devrait pouvoir bénéficier d'une transfusion sanguine
compatible. Pour cela il est impératif de disposer d'une diversité des dons afin
d'obtenir une meilleure représentation de ces groupes sanguins peu fréquents voire
rares, ce qui revient a une meilleure représentation de la population francaise parmi
les donneurs. (224)

Autre fait notoire, le 15 novembre 2022 la HAS a publié un avis recommandant
I'extension du dépistage néonatal de la drépanocytose a l'ensemble des nouveau-
nés. Cette préconisation découle de la demande de la Direction Générale de la
Santé (DGS) auprés de la HAS en 2018. Cette demande était fondée sur de
nouvelles études épidémiologiques, et les différents arguments suivants.

D'abord parce que la drépanocytose est la seule maladie dépistée a la naissance
dont l'incidence augmente réguliérement : 557 cas ont été dépistés en 2020 (soit 1
nouveau-né sur 1 323) contre 412 en 2010. D'autant plus qu'un défaut de prise en
charge précoce est responsable d'une forte morbidité. Or jusqu'a présent le
dépistage en France est hétérogéne, avec une majorité en ile de France (75,9 % des
nouveau-neés deépistés), alors que la pathologie s'étend sur I'ensemble du territoire.
La généralisation permettrait de ne plus stigmatiser les populations dites cibles et
d'éviter les erreurs liées a ce fait. Effectivement, les professionnels de santé ont
soulevé des difficultés d'application des régles de ciblage actuelles, qui exposent a
un risque de non-dépistage, une prise en charge tardive et une perte de chance
élevée. (225)

Cette décision est partagée avec l'ensemble des acteurs de la lutte contre la
drépanocytose. La HAS a aussi pu s'appuyer sur l'expérience des autres pays
occidentaux pratiquant déja le dépistage universel pour la mise en place de cette
nouvelle recommandation.
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