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La mucoviscidose est causée par des mutations au niveau du gene
CFTR (locus: 7931.2) qui code une protéine exprimée dans la
membrane apicale des cellules épithéliales exocrines.
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Caractéristiques clinique

Classic and Nonclassic Cystic Fibrosis

Nonclassic cystic fibrosis
(some functional CFTR protein,
providing survival advantage)

Classic cystic fibrosis
(no functional CFTR protein)

Chronic sinusitis - . - ~ Chronic sinusitis

Severe chronic bacternial Chronic bacterial
infection of airways infection of airways

\ / (later onset, but variable)
Severe hepatobiliary

disease (5-10% of cases)

Pancreatic exocrine
insufficiency

Adequate pancreatic
exocrine function {usually);
pancreatitis (5-20% of cases)

Meconium ileus at birth

(15-20% of cases) \:“ﬁ- o
Sweat chloride value ———— Vil Sweat chloride value usually

usually 90-110 mmol/liter; ! ‘ 60-90 mmol/liter; sometimes
sometimes 60-90 mmol/liter normal (<40 mmol/liter)

Obstructive azoospermia Obstructive azoospermia




Genotype et Phenotype: les variations cliniques
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canonical splice
Gly542X Phe508del GlyS51Asp Arg117His 3849+10kb(—-T 4326delTC
Specific mutation Trp1282X Asn1303Lys Gly178Arg Arg347Pro 2789+5G—A GIn1412X
examples* Arg553X lle507del Gly551Ser Arg117Cys 3120+1G—A 4279insA
621+1G-T Arg560Thr Ser549Asn Arg334Trp 5T

From Shruti M. Paranjape, 2014



Mutations de CFTR et strategies thérapeutiques
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Les options thérapeutiques actuelles

* Modulateurs de CFTR: traitement modulateurs
(correcteurs, potentiateurs) qui visent a restaurer la
fonctionnalité de |la protéine CFTR

 Edition d’ARN: corriger /ARNm CFTR codant la
protéine  par [l'utilisation  d’oligonucléotides
(inhalation)

 Agents de translecture: molécules permettant de
poursuivre la traduction au dela du codon-stop
pour obtenir une protéine fonctionnelle (ELX-02)



Les options thérapeutiques actuelles: le contraintes
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Essais avec les triples combinaisons: une efficacité

accrue mais qui plafonne a 15% d’ augmentation du

VEMS et encore des non répondeurs
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Ralentissement de la dégradation respiratoire

sans la stopper

Déclin annuel du VEMS des patients sous kalydeko

Estimated Rate of Decline
in Percent Predicted FEV, (+ SE)

0.00

-0.251

-0.50+1

-0.751

-1.001

-1.251

-1.501
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-2.00

-1.73

+0.17

Difference in
rate of
decline:
P=0.02

F508def controls
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G551D livacaftor
N=189

Sawicki et al. AJRCCM 2015
Kiwan et al. Annals ATS 2018



Intérét de la thérapie génique dans la CF?

 La mucoviscidose est considérée comme un candidat de
choix pour le développement de la thérapie génique, car il
s'agit d'un défaut monogénique.

* La réparation par thérapie génique a eté démontrée tres tot
par une restauration de la fonction de |la protéine CFTR in
vitro (ref Egan M, et al. Nature. 1992)

* La thérapie génique dans la MV consiste a administrer des
acides nucléiques d’ADN codant pour la protéine CFTR ou a
réparer le gene CFTR (genome editing).



Les étapes de la thérapie génique dans la CF
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Gene editing of CFTR



La thérapie génique dans la CF

e 27 essais cliniques portant sur environ 600
patients

 LIMITE: le transfert de genes dans les
poumons est difficile en raison des barrieres
extracellulaires (mucus, clairance mucociliaire,
réponses immunitaires) et des barrieres
intracellulaires (membrane nucléaire).

* Le plus grand obstacle a la TG est |'efficacité
de la livraison du gene



Principes de thérapie génique

e La thérapie génique peut étre réalisée ex vivo.

v Les cellules a modifier sont transformées en dehors de
I'organisme puis réintroduite (foie, cellules sanguines).

Biopsie

de cellules \

injection

Culture
cellulaire

Mise en contact
avec le vecteur
Sgle,ct_lon des ceIIuIe_s_ , -
genetiqguement modifiées

Contréle de
I'expression du ou des
transgenes

Culture

cellulaire
Modification

’ génique
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Principes de thérapie génique

e La thérapie génique peut étre réalisée in vivo.

v’ Le vecteur contenant le gene d’intérét est injecté directement
dans I'organisme en ciblant le tissu a traiter.

o Administration
dans le tissu ou
_. I'organe
o Liver _-_

Pancreas
Gallbladder

Small
inlesting

Lung

Injection
locale

Vas dafarans
Testls

vecteur
_-_

Injection |/ J/|\1)
systémique |
(nécessite

ciblage)




Les vecteurs

Wiral vectors Liposomes Peptides

& @&
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nucleus
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Gene editing

Crispr-Cas9, des « ciseaux moléculaires »

Le gene editing consiste a réeparer le gene deéfectueux au
niveau de I'ADN en utilisant de vrais ciseaux moléculaires pour
couper I'hélice de I'ADN au point souhaité et remplacer 'ADN
defectueux par une copie saine.




Etapes du Gene editing

In 2005 the spacer sequences CRISPR/Cas9 system In 2016 CRISPR/Cas9
in Bacteria and Archaea were was engineered and nuclear dynamics and
found highly homologous used to editmammalian target recognition

with their viruses cells in 2013 were revealed in living
cells
CRISPR was officially CRISEyCanbwasuised
named in 2002 to inactivate oncogenic
mutations in 2016
! -
1987 2000 2005 2010 2015 2020

1\ A

A genome editing technique In 2017 CRISPR-Cas13

CRISPR/Cas9 was can target RNA in
developed in vitro in 2012 mammalian cells
The 29 nt tandem
interval repeat sequences First time used the CRISPR /Cas9
was found in E. coli in successfully modified the beta-globin gene
1987 mutations in human embryos in 2017

2012 Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna



Gene editing: comment ¢a marche?

* Gene editing fonctionne en réparant le gene
défectueux au niveau de I'ADN

* Deux avantages majeurs:

—le gene corrigé reste sous le controle de son
promoteur endogene, garantissant ainsi une

expression a vie et une régulation naturelle dans
la cellule.

— La correction génique a le potentiel d'éviter
I'implication d'ADN étranger, réduisant ainsi le
risque de mutagenese par insertion



Gene editing: les applications

Etudes cliniques actuellement en cours pour traiter:
Hemophilie, MPS, ADA, Leucémie, Lymphomes, sdr Kabuki (in
vitro)




Gene editing in CF: comment ¢a marche?

Les outils de CRISPR gene editing comprennent un «guide»
localisant la séquence mutée dans le gene CFTR, un modele avec
le segment correct des lettres d'ADN et des «ciseaux» qui
cassent I'ADN du patient sur le site de la mutation. Une fois que
les outils entrent dans la cellule et atteignent la séquence d'ADN
mutée, les ciseaux coupent la mutation.

Plusieurs études pré-cliniques

actuellement en cours (schwank et al. (2013);
Firth et al., 2015...)




Gene editing offre une approche permettant de réparer des mutations
spécifiques de CFTR avec une grande précision

s
- R

AT Oligonucleotide
Splice Defect Repair
—— Gene editing
Exon (CRISPR, ZnFN, TALENSs)
Intron - .

Gene|replacement therapy

L I

cDNA {
mRNA therapy
mRNA \ Chemically modified mRNA
Reduced\faulty protein Normal protein

Faulty protein

Current Opinion in Pharrnacw




Gene editing: les limites

Gene editing n'est pas parfait

Chaque outil de gene editing doit étre évalué
individuellement pour déterminer s’il est suffisamment
précis pour pouvoir étre utilisé chez des patients

Division cellulaire: le gene editing ne pourrait corriger
les mutations de CFTR dans de nombreuses cellules
pulmonaires a moins que les cellules souches ne soient
spécifiguement ciblées

L'objectif devra étre une administration unique ciblant
suffisamment de cellules souches pour peupler les

voies respiratoires et rétablir le fonctionnement tout
au long de la vie.



Gene editing: le future?

99 9

Des niches de cellules souches ont éeté identifiees
dans les poumons (cellules souches broncho-
alvéolaires).

Récupérer des cellules souches du poumon d'un
patient atteint de mucoviscidose

. Le traiter par Crispr/Cas9 pour corriger la mutation
CFTR

. Transfert dans l'une de ces niches pulmonaires ou les
cellules souches trouvent le micro-environnement
adéquat pour leur survie et leur croissance.

Utilisation des iPSCs?




Gene editing: conclusions

Probablement le bon outil pour la thérapie
génigue dans la mucoviscidose

Des efforts supplémentaires doivent étre déployés
afin de verifier la securité et l'efficacité a long
terme (mutations off target?)

Identifier les profils des patients atteints de
mucoviscidose qui pourraient benéficier de ce
traitement



