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1. INTRODUCTION 

1.1. Erythropoïèse 

 

Figure 1. Les différentes étapes de l’érythropoïèse.  
Modèle hiérarchique (de Pascal Combemorel, Planet-Vie, 2012).  

 Chez un Homme adulte, 200 milliards de globules rouges (également appelés 

hématies ou érythrocytes) sont produits chaque jour à partir des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) présentes dans la moelle osseuse : ce processus est appelé 

l’érythropoïèse 1. Un globule rouge est énucléé : il ne possède pas de matériel 

génétique pour se reproduire ou se réparer, et possède donc une espérance de vie de 

120 jours 2. Selon le modèle classique de la différenciation hématopoïétique, pour 

arriver à des globules rouges matures, les CSH passent par différents progéniteurs, 

avec une différenciation et une spécialisation croissante, mais une diminution de leur 

potentiel multipotent et de leur auto-renouvellement. Tout d’abord, on trouve la cellule 

souche myéloïde (pouvant aussi donner les granulocytes et 

monocytes/macrophages), puis le progéniteur mégacaryocyte-érythrocyte (pouvant 

aussi donner les plaquettes). De ce dernier se spécialise la lignée érythrocyte :        

BFU-E (burst forming unit-erythroid), CFU-E (colony forming unit-erythroid), 

proérythroblaste, érythroblaste, et après énucléation, réticulocyte et érythrocyte 

(également appelé globule rouge ou hématie). Au cours de la différenciation, 
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différentes cytokines sont nécessaires, dont les deux principales, l’érythropoïétine 

(EPO) et un facteur de croissance de cellules souches appelé stem cell factor (SCF) 

(Figure 1) 3. Cette vision hiérarchique est remise en cause ces dernières années avec 

des analyses de traceurs de lignée chez la souris ou des analyses en cellule unique 

avec des approches multiomiques (single-cell analysis) : le dogme d’un système 

pyramidale binaire laisserait place à un continuum d’états réversibles et transversales 

entre les différentes lignées hématopoïétiques, guidé par l’environnement cellulaire et 

physiologique 4,5.  

 Au niveau embryonnaire, l’érythropoïèse s’effectue dans différentes régions au 

cours de vagues d’érythropoïèse successives : c’est l’érythropoïèse primitive. La 

première vague d’érythropoïèse commence au niveau des ilots sanguins de la vésicule 

vitelline durant les 8 premières semaines de gestation. Ensuite la deuxième vague va 

se faire au niveau du foie fœtal entre la 8ème et 32ème semaine de gestation, et enfin 

l’érythropoïèse définitive va commencer au niveau de la moelle osseuse après la 32ème 

semaine de gestation. 

1.2. Hémoglobine 
 

1.2.1.  Les différentes hémoglobines 
 

 L’hémoglobine (Hb) est le principal composant d’un globule rouge, avec une 

concentration chez des sujets sains variant de 13 à 18 g/dL pour un homme et de        

12 à 16 g/dL pour une femme. La production d’Hb est une véritable usine protéique : 

chaque globule rouge contient 270 millions de molécule d’Hb, capable chacune de 

fixer 4 molécules d’oxygène. Cette métalloprotéine permet donc le transport de 

l’oxygène dans le corps, des poumons aux tissus cibles. L’Hb a une structure 

quaternaire qui contient 4 sous-unités formés d’un assemblage de 2 chaines de 

globine de type α et assimilés (ζ), et de 2 chaines de globine type β et assimilés              

(γ, ε et δ) variant selon l’âge. Ces 4 sous-unités sont assemblées autour d’une cavité 

centrale, et sont stabilisées par des liaisons hydrogènes. Chaque chaine de globine 

contient une cavité avec en son centre une molécule d’hème (quatre hèmes au total) 

(Figure 2) 6. L’hème permet la liaison à l’oxygène. En l’absence d’oxygène, les 

molécules d’hème de l’Hb désoxygénée (aussi appelé désoxyhémoglobine) se lient à 

une molécule d’eau.  
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1.2.2.  Hémoglobine et développement  
 

 L’Hb est également impactée par le développement ontogénique, et sa 

composition diffère selon l’étape embryonnaire/adulte grâce à une expression 

successive des chaines de globines dans le temps. Jusqu’à la 10ème semaine de 

développement embryonnaire, il y a trois types d’Hb prédominantes : HbE Gower-1 

(avec deux chaines ζ et deux chaines ε, formant un hétérotétramère ζ2ε2),                           

HbE Gower-2 (α2ε2) et HbE Portland-1 (ζ2γ2). À partir de la 6ème semaine de gestation, 

l’Hb fœtale (α2γ2), aussi appelé HbF, augmente et devient prédominante. 

 À la 40ème semaine de gestation, un évènement majeur a lieu, le changement 

dans l’expression génique des 2 chaines de globine type β et assimilés, que l’on 

appelle aussi switch de l’Hb. Les chaines de γ-globine sont remplacées 

progressivement par des chaines de β-globine, grâce à différents mécanismes 

complexes comme la méthylation du gène de la γ-globine, ou la mise en place de 

répresseur de la γ-globine comme BCL11A 7.  Ce changement joue un rôle important 

dans la compréhension de la physiopathologie de la drépanocytose et sur les 

différentes thérapies mises en place. 

 À l’âge adulte, l’humain a principalement de l’HbA (α2β2), une petite quantité 

d’HbA2 (α2δ2, 23%) et moins de 1% d’HbF (Figure 3A) 8. 

 

Figure 2. Structure quaternaire de l’hémoglobine. 
(de M. H. Ahmed et al. 2020) 
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Figure 3.  Les différentes chaines de globines.  
A) Changement de l’hémoglobine : expression génique des différentes chaines de 
globines en fonction de la localisation de production, durant l’érythropoïèse 
embryonnaire, fœtal et adulte (de W.G. Wood et al. 1976). B) Loci de la β-globine et 
de l’α-globine sur les chromosomes 11 et 16. LCR et HS-40 sont des éléments majeurs 
de la régulation des locus de la β-globine et de l’α-globine, respectivement                           
(de D. Costa et al. 2015). 
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1.2.3.  Les différents gènes impliqués 
 

 Les chaines de globines humaines sont codées par deux clusters de gènes, 

chacun sous la régulation d’éléments cis-régulateurs (cis-regulatory element) 

spécifiques du tissu érythroïde. Ces éléments permettent l’expression séquentielle des 

différents gènes du cluster durant le développement grâce à leurs interactions 

spécifiques avec les promoteurs individuels de chaque gène 9,10.   

 Le locus pour l’α-globine et ses assimilés est localisé sur le chromosome 16, et 

est régulé par HS-40 9. Il contient le gène HBZ (codant pour l’ζ-globine embryonnaire) 

et les gènes HBA1 et HBA2 (codant pour les α-globines adultes, respectivement α1 et 

α2). HBA1 et HBA2 sont très similaires et encodent pour la même protéine : la 

différence entre les deux gènes vient des introns, et des régions non-traduites (UTR 

pour untranslated regions) en 5’ et 3’ de ces gènes.  

 Le locus pour la β-globine et ses assimilés se situe quant-à-lui sur le 

chromosome 11, et est régulé par LCR 10. Il contient le gène HBE (codant pour              

l’ε-globine embryonnaire), HBG2 et HBG1 (codant pour les γ-globines fœtales différant 

par un seul acide aminé, respectivement γG et γA), HBD (codant pour la δ-globine 

adulte) et HBB (codant pour la β-globine adulte) (Figure 3B) 8.  

         

1.3. La drépanocytose 
 

1.3.1.  Les hémoglobinopathies 
 
 

 Les hémoglobinopathies, regroupant l’ensemble des pathologies génétiques 

affectant l’hémoglobine, touchent environ 300 000 naissances par an à travers le 

monde. Elles incluent les maladies causées par les mutations provoquant une 

altération de la production d’hémoglobine, comme les thalassémies, et les mutations 

provoquant une altération de structure de l’hémoglobine, comme la drépanocytose 11.  
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1.3.2.  La distribution géographique 
 

 La drépanocytose, également appelé anémie falciforme, est une maladie 

autosomale récessive causée par une simple mutation dans le gène de la β-globine. 

Chez les patients ayant au moins un allèle muté, plusieurs mécanismes permettent 

une protection contre l’infection du Plasmodium falciparum, un parasite responsable 

du paludisme 12,13. D’un point de vue évolutionniste, la drépanocytose a donc une forte 

prévalence dans les régions tropicales et subtropicales endémiques pour le 

Plasmodium falciparum, majoritairement en Afrique sub-saharienne, Moyen-Orient et 

l’Inde : les patients drépanocytaires ayant un « avantage » pour survivre au paludisme 

(Figure 4A et B) 12. Avec la migration des populations, la drépanocytose est devenue 

de plus en plus fréquente dans les pays non-tropicaux, et est devenue la maladie 

génétique la plus fréquente en France 14. Selon les prédictions issus des données de 

l’Assurance Maladie Française durant la période de 2006 à 2016, la prévalence de la 

drépanocytose se situe entre 19 800 et 32 400 patients en France, avec un âge médian 

de 31-33ans 15. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  INTRODUCTION 

 
7 

    

 
Figure 4. Cartes du monde de la drépanocytose et du paludisme. 
A) Nombre de naissance d’enfants drépanocytaires pour 100 000 naissances en 
2015 (de Gregory J. Kato et al. 2018). B) Incidence du paludisme en 2018 (de World 
Malaria Report 2019).  
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1.3.3.  Physiopathologie de la drépanocytose 
 
 

 La drépanocytose est causée par une seule substitution de nucléotide, avec un 

changement d’une adénine par une thymine dans le gène de la β-globine (c.20A>T). 

Il en résulte le changement de l’acide aminé en position 6 de la chaine mature de la   

β-globine, avec le remplacement d’un acide glutamique hydrophile par une valine 

hydrophobe (p.Glu6Val) (Figure 5A). Cela engendre la formation d’une hémoglobine 

anormale (α2βS2) appelé Hémoglobine S (HbS) pour « Sickle hémoglobine ».  

 Les patients drépanocytaires ont au moins un allèle βS et peu/pas de                 

β-globine normale, c’est-à-dire homozygote βSβS, hétérozygote βSβ0 ou βSβ+. Les 

allèles β0 et β+ sont impliqués dans des formes de β-thalassémie, une autre 

hémoglobinopathie autosomale récessive caractérisée par une absence (β0) ou une 

diminution (β+) des chaines de β-globine.  

 Les patients hétérozygotes pour la drépanocytose ayant l’autre allèle sain 

(βSβA) ont ce qu’on appelle le trait drépanocytaire (HbAS) : il n’y a pas de 

répercussion clinique chez ces patients car la production d’HbA est suffisante, mais ils 

peuvent transmettre le gène à la descendance 16. 

 À basse pression d’oxygène, sous forme de desoxyhémoglobine, les acides 

aminés hydrophobes de la chaine de β-globine (phénylalanine en position 85 et leucine 

en position 88) créent une niche hydrophobe pour la valine en position 6 nouvellement 

présente dans la chaine βS-globine mutée. Cette interaction n’est pas présente avec 

l’acide glutamique ayant un résidu hydrophile en position 6 dans la chaine de β-globine 

saine 17.  

 Il en résulte l’agrégation et la polymérisation de l’HbS en long filaments, 

déformant les globules rouges. Ces derniers deviennent rigides avec une forme de 

faucille (d’où le nom d’anémie falciforme) pouvant facilement se briser dans les 

capillaires sanguins mais également les boucher, provoquant les manifestations 

cliniques de la maladie comme les crises vaso-occlusives (Figure 5B). L’anémie 

hémolytique qui en résulte, détectable par analyse sanguine, est un paramètre 

important de la maladie. Les patients développent aussi une inflammation chronique. 
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 D’un point de vue moléculaire, l’hémolyse induit le découplement de l’oxyde 

nitrique synthase endothéliale, provoquant la formation d’espèce réactives de 

l’oxygène (ERO) et la baisse du monoxyde d’azote (également appelé oxyde nitrique 

ou NO) disponible. Les ERO causent des dégâts à la membrane des globules rouges 

et augmentent l’hémolyse, l’inflammation vasculaire et l’activation endothéliale. En 

même temps, la baisse de la disponibilité en NO augmente l’activation plaquettaire. Il 

en résulte l’adhésion des globules rouges, globules blancs et plaquettes à 

l’endothélium, ce qui ralentit ou arrête le flux sanguin, induisant une vaso-occlusion 

dans la microcirculation et une hypoxie locale. De la xanthine oxydase est libérée par 

les tissus endommagés par la répétition de l’alternance ischémie/reperfusion, et 

augmente la production de ERO. L’hypoxie et l’adhésion endothéliale sont des 

éléments majeurs qui contribuent à l’augmentation de la polymérisation de l’Hb, ce qui 

entretien le cercle vicieux de la maladie (Figure 5C) 18. 
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Figure 5. Physiopathologie de la drépanocytose. 
A) Mutation du gène de la β-globine dans la drépanocytose (de 
biologycorner.com) B) Mécanisme de déformation des globules rouges 
drépanocytaires. À gauche : Globules rouges normaux dans un vaisseau sanguin. À 
droite : Globules rouges déformés bloqués à un embranchement dans un vaisseau 
sanguin. La coupe du globule rouge déformé montre la polymérisation de l’HbS en 
filaments. (de National Heart, Lung and Blood Institute, Maryland, United-States, 
2020). C) Cercle vicieux du stress oxydatif dans la pathogénèse de la 
drépanocytose. (de E. Chirico et al., 2012). eNOS : Endothelial nitric oxide synthase ; 
ROS : Reactive Oxygen Species ; XO : Xhanthine oxidase ; NO : Nitric oxide 
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1.3.4.  Les manifestations cliniques 
 

 Les manifestations cliniques apparaissent lors du changement de l’HbF en HbA 

(switch de l’Hb), soit quelques semaines après la naissance. Elles incluent une anémie 

hémolytique chronique, des crises vaso-occlusives extrêmement douloureuses 

pouvant entrainer des ischémies tissulaires et des dommages aux organes 

irréversibles, un risque d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) accru, un syndrome 

thoracique aigu caractérisé par un état fébrile avec des douleurs thoraciques 

associées à des symptômes respiratoires (toux et dyspnée), des douleurs chroniques 

secondaires à une ostéonécrose, une inflammation chronique, une augmentation de 

la susceptibilité aux infections pouvant entrainer des sepsis fulminants et une 

vasculopathie artérielle chez certains patients 16,19.   

 

1.4. Prise en charge de la drépanocytose 
1.4.1.  Dépistage en France  

 

 Pour diagnostiquer la maladie, la recherche de l’HbS dans le sang du patient 

est nécéssaire. Deux techniques doivent être utilisées pour confirmer le diagnostic. 

L’Association Française pour le Dépistage et la Prévention des Handicaps de l’Enfant 

(AFDPHE) propose les associations des techniques de dépistage suivantes : 

Isoélectrofocalisation (IEF) + Chromatographie Liquide Haute Pression par échange 

de cations (CLHP) ou CLHP + Electrophorèse capillaire. Des tests génétiques sont 

réalisés pour lever le doute devant certains cas cliniques complexes, mais ils ne sont 

pas effectués de façon systématique.  

 Beaucoup d’acteurs sont impliqués dans l’organisation de ce dépistage massif. 

Au niveau national on trouve l’AFDPHE, le ministère de la santé, et la Caisse Nationale 

d’Assurance Maladie des Travailleurs Salariés (CNAMTS). Au niveau régional, sont 

impliqués dans le processus les maternités, les laboratoires d’analyses, les médecins 

traitants et des associations (Figure 6).  

 Chez les nouveaux-nés de parents originaires de pays endémiques, un 

dépistage néonatal est nécéssaire. Cela inclus les pays d’Afrique sub-saharienne, le 

Moyen-Orient, l’Inde, mais aussi les départements d’Outre-mer, le Brésil, l’Afrique du 

Nord, l’Italie du Sud, la Grèce et la Turquie (Figure 7).   
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 Si le diagnostic est positif, une confirmation du résultat est effectuée sur un 

nouvel échantillon de sang de l’enfant. Un dépistage des deux parents est effectué si 

possible, pour identifier si l’enfant est hétérozygote βSβS ou si il est hétérozygote 

βSβ0 (la présence de l’HbF chez les nouveaux-nés ne permet pas de différencier ces 

deux cas).  

 

 

Figure 6. Acteurs français dans la politique de dépistage néonatale de la 
drépanocytose.  
(J. Bardakdjian-Michau et M. Roussey, 2012).  

 

  
Figure 7. Critères de dépistage de la drépanocytose des nouveau-nés en France 
métropolitaine.  
(J. Bardakdjian-Michau et M. Roussey, 2012)     
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1.4.2.  Prise en charge et traitements symptomatiques 
 

 La prise en charge consiste à l’éducation thérapeutique des parents : ils doivent 

pouvoir reconnaitre les signes cliniques des complications de la maladie pour pouvoir 

avoir les bons reflexes, et consulter en urgence si nécéssaire. Une surveillance 

paraclinique annuelle est nécéssaire, notamment avec des Doppler transcrânien pour 

prévenir la survenue d’AVC.  

 Chez l’enfant, une supplémentation en acide folique (également appelé 

vitamine B9) est mise en place. Cette vitamine est importante pour la division et la 

synthèse de l’ADN : comme la durée de vie des globules rouges de patients 

drépanocytaires est beaucoup plus courte, cela permet d’assurer un bon 

renouvellement et une bonne production dans la moelle osseuse. La vaccination est 

importante, car le risque infectieux est plus important chez les patients drépanocytaires 

en bas âge. Une antibioprophylaxie contre le pneumocoque est initiée dès deux mois 

et jusqu’au cinq ans du nouveau né avec une pénicilline orale : la 

phénoxyméthylpénicilline (Oracilline en France) (Annexe 1) 19–21. 

 Chez l’adulte, le risque infectieux est moindre. Peu d’options thérapeutiques 

sont disponibles. Les patients sont principalement traités avec des thérapies de 

support toute la vie. Les transfusions sanguines répétées sont nécessaires pour palier 

à l’anémie, mais également pour prévenir les complications majeures comme les 

ischémies tissulaires ou les crises vaso-occlusives. Mais à cause de la présence de 

fer dans les globules rouges, un traitement chélateur du fer est souvent nécessaire 

après les transfusions pour éviter les surcharges martiales (également appelé 

hémosidérose) et les atteintes des différents organes, dont les conséquences peuvent 

être dramatiques et plus délétères que la maladie elle-même. Des analgésiques sont 

utilisés pour les crises douloureuses, ainsi que des anti-inflammatoires non-stéroïdiens 

(Annexe 2) 20,21.  

 Une molécule fréquemment utilisée est l’hydroxycarbamide (ou hydroxyurée, 

aussi connu sous le princeps Hydréa en France), un myélosuppresseur oral qui a 

montré une efficacité dans l’amélioration des manifestations cliniques de la maladie. 

Le mécanisme protecteur principal est l’induction de l’expression de l’HbF 22,23, connu 

pour son pouvoir inhibiteur sur la polymérisation de l’HbS drépanocytaire 24. Ce 

traitement entraîne également une diminution de l’inflammation chronique par 

diminution des globules blancs, une diminution des molécules d’adhésion à 
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l’endothélium et une augmentation de molécules vasodilatatrices comme le monoxyde 

d’azote 22,25. Mais en dépit de son efficacité sur la fréquence des épisodes douloureux 

aigus et autres complications, il n’y a à ce jour pas assez de preuves sur la prévention 

des complications chroniques et l’augmentation de l’espérance de vie 26.  

 Un autre traitement est la L-Glutamine, qui a montré chez les patients une 

diminution des crises douloureuses et des syndromes thoraciques aigus, en diminuant 

l’adhésion endothéliale des globules rouges déformés. Mais, tout comme les options 

précédentes, ce n’est pas un traitement curatif de la maladie 27.   

 

1.4.3.  Les traitements curatifs  
 

 Jusqu’à récemment, le seul moyen de traiter les patients atteints de 

drépanocytose était la transplantation allogénique de CSH 28. Les CSH proviennent 

d’un donneur compatible, et sont prélevées à partir de la moelle osseuse, de sang 

périphérique mobilisé (c’est-à-dire après traitement pour stimuler le passage des CSH 

de la moelle osseuse vers le sang périphérique) ou de sang de cordon. Mais seulement 

25 à 30% des patients drépanocytaires ont un donneur compatible disponible, et la 

procédure n’est pas sans risque 29. La survie à 5 ans des patients drépanocytaires 

transplantés avec un donneur compatible est de 92% 30. La mortalité et morbidité 

associés à la transplantation sont principalement dues aux risques réaction du greffon 

contre l’hôte, qui augmente à des taux inacceptables avec l’utilisation de donneurs 

non-apparentés 28.  

 Une nouvelle thérapie a émergé ces dernières années : la thérapie génique. 

Cela consiste au prélèvement des CSH du patient, la modification ex-vivo, et leurs 

transplantations dans le même patient après un conditionnement myéloablatif. Cette 

méthode permet une alternative prometteuse aux patients qui n’ont pas de donneurs 

compatibles, et permet d’éviter les risques de réaction du greffon contre l’hôte et de 

rejet de greffe. 
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1.5. La thérapie génique 
1.5.1.  Généralités sur la thérapie génique 
 

 La thérapie génique est une technique permettant l’insertion de matériel 

génétique étranger (ou transgène) dans les cellules du patient dans un but 

thérapeutique. Un transporteur, appelé vecteur, est développé pour délivrer et 

permettre une expression transitoire ou permanente du transgène. Le transgène peut 

être délivré ex-vivo, avec une modification génétique des cellules du patient hors du 

corps, en culture, ou in-vivo, avec une administration directe du vecteur avec le 

transgène thérapeutique dans le patient, généralement quand les cellules d’intérêts ne 

peuvent pas être prélevées. Dans le cadre de la drépanocytose, la thérapie ex-vivo 

est utilisée car les CSH peuvent être prélevées facilement chez l’Homme. Ensuite, les 

CSH sont modifiées par des vecteurs viraux et non-viraux. Dans ce projet, nous nous 

focaliserons sur les vecteurs viraux. Les virus sont souvent utilisés en thérapie 

génique car ils permettent une délivrance rapide et efficace du transgène. Trois types 

de virus peuvent être utilisés : les adénovirus, les virus adéno-associés (AAV pour 

Adeno Associated Virus) et les lentivirus. Les adénovirus représentent la majorité des 

vecteurs viraux utilisés dans les essais cliniques, principalement pour la modification 

de cellules post-mitotiques (Figure 8A et B) 31. Contrairement aux lentivirus, les 

adénovirus et les AAV ne sont pas intégratifs, bien que certaines études ont pu montrer 

une intégration spécifique dans le chromosome 19 humain pour les AAV sauvages 32.  

  

  
 

Figure 8. Utilisation des adénovirus, virus adéno-associés et lentivirus dans des 
essais cliniques. 
A) Diagramme circulaire sur le pourcentage d’utilisation en essais cliniques selon le 
type de vecteur viral. B) Nombre d’essais cliniques utilisant les trois différents vecteurs 
viraux. (J.T. Bulcha et al. 2021) 
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1.5.2.  Le choix du vecteur 
 

 Dans le cadre de la thérapie génique pour la drépanocytose, une transmission 

permanente du gène thérapeutique des CSH à la progénie est nécessaire, pour avoir 

une expression pérenne du gène thérapeutique dans les globules rouges. Pour cela, 

on utilise des virus de la famille des retroviridae, communément appelés les rétrovirus 

(dont font partie les lentivirus), qui permettent une intégration dans le génome et une 

expression stable à travers le temps. Dans les rétrovirus, on distingue plusieurs sous-

familles. La recherche s’est intéressée aux γ-rétrovirus (considérés comme un 

rétrovirus simple) et aux lentivirus (considérés comme un rétrovirus complexe comme 

par exemple le Virus de l’Immunodéficience Humaine/VIH) pour construire des 

vecteurs dans le but de traiter des maladies génétiques 31. 

 De nos jours, les vecteurs lentiviraux construits à partir des lentivirus (LVV 

pour lentiviral vector) sont utilisés préférentiellement par rapport aux vecteurs                 

γ-rétroviraux car ils permettent de transduire des cellules quiescentes, comme les 

CSH.  

 De plus, les LVV s’intègrent aléatoirement dans le génome, ce qui diminue le 

risque de mutagénèse insertionnelle, contrairement aux vecteurs γ-rétroviraux qui 

s’intègrent préférentiellement près des sites d’initiation de la transcription et peuvent 

déréguler l’expression de proto-oncogène 33. Cette conclusion a été malheureusement 

tirée avec l’utilisation de vecteurs γ-rétroviraux dans l’immunodéficience sévère 

combinée liée à l’X (X-linked Severe Combined Immunodeficiency) lors des débuts de 

la thérapie génique dans les années 2000. C’est une maladie génétique du système 

immunitaire causée par la mutation du gène IL2RG. Ce gène code pour la sous-unité 

γC présente dans plusieurs récepteurs aux interleukines (IL). Deux études ont été 

menées, une en France avec dix enfants, et une Britannique avec également dix 

enfants 34. L’utilisation de vecteurs γ-rétroviraux a provoqué cinq cas de leucémie : 

quatre cas dans l’essai clinique Français et un cas dans l’essai clinique Britannique, 

et un des enfants en est décédé. Tous les cas de leucémie ont été imputés à la 

mutagénèse insertionnelle. Les vecteurs γ-rétroviraux se sont intégrés près d’un site 

d’initiation de la transcription de proto-oncogènes (principalement LMO2), et le proto-

oncogène a été activé par la séquence terminale longue répétée du virus (LTR pour 

long terminal repeat sequence) 35–37.  
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 Depuis les premiers essais cliniques dans les années 2009/2010 utilisant des 

LVV, aucun cas de cancer hématologique n’a été rapporté. Seulement une 

prolifération d’un clone, temporaire et bénigne, a été reporté chez un patient atteint de 

β-thalassémie traité par thérapie génique 38.  

 

1.6. Thérapie génique chez les patients drépanocytaires  
 

 Basé sur l’observation que diluer les chaines de βS-globine (en augmentant 

les autres chaines de globines) améliore les symptômes et l’évolution de la maladie 39, 

deux principales approches de thérapie génique ciblant les CSH se sont développées 

pour soigner la drépanocytose : l’addition de gène à l’aide de LVV et l’édition 
génomique à l’aide de nucléase. Différents essais cliniques ont été/sont initiés pour 

tester ces stratégies (Figure 9) :  
- l’utilisation de LVV exprimant des variants de la β-globine (AT87Q ou AS3), la                  

γ-globine ou un shARN contre BCL11A. 

- la réactivation de la γ-globine endogène grâce à l’aide des nucléases ZFN ou 

CRISPR/CAS9.  

Ces différentes stratégies sont détaillées ci-après.  
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Figure 9. Essais cliniques utilisant la thérapie génique pour la drépanocytose en 
2020. 
Identifiant clinicaltrial.gouv ; date de début de l’essai ; statut actuel ; type d’étude ; 
recrutement (adapté de K. Sii Felice et al., 2020)  
NHEJ : Non-homologous end joining 

 

1.6.1.  Edition génomique à l’aide de nucléase  
 

 La stratégie la plus récente est l’édition génomique, grâce à l’aide de nucléases 

(ZFN au début du développement des nucléases et maintenant majoritairement 

CRISPR/Cas9). Le but est d’inactiver un gène en provoquant une cassure dans l’ADN 

qui sera ensuite réparée par le système de jonction d’extrémités non homologues 

(NHEJ pour non-homologous end joining). C’est un système non-conservatif, cela ne 

va pas restaurer la séquence initiale mais cela va introduire des erreurs qui vont 

permettre l’inactivation du gène. Une des approches dans le traitement par thérapie 

génique des hémoglobinopathies est de réexprimer l’HbF endogène. L’HbF est connu 



  INTRODUCTION 

 
19 

pour son pouvoir inhibiteur sur la polymérisation de l’HbS drépanocytaire 24. Cet effet 

est dû en partie à la glutamine présente en position 87 du gène de la y-globine, et qui 

confère un effet anti-polymérisation et donc anti-déformation des globules rouges 

malades 40. Pour y arriver, une des stratégies est la diminution de l’expression de 

BCL11A, impliqué dans l’extinction du gène de la γ-globine au cours du 

développement 41–43.  

 Cependant, BCL11A joue un rôle important dans plusieurs lignées cellulaires, 

et en particulier dans le développement des lymphocytes B 44,45. Pour éviter une 

toxicité, une baisse de l’expression dans la lignée érythroïde uniquement est 

nécessaire 46. Pour se faire, des essais cliniques se sont mis en place pour inactiver 

l’amplificateur érythroïde-spécifique du gène BCL11A et ainsi permettre la 

réexpression de l’HbF : l’essai clinique NCT03653247 utilisant la technologie ZFN, et 

l’essai clinique NCT03745284 utilisant la technologie CRISPR/CAS9. 

 Pour cette dernière technologie utilisant CRISPR/CAS9 pour cibler 

l’amplificateur érythroïde-spécifique de BCL11A, l’équipe de Selim Corbacioglu 41 a 

d’abord mené des essais précliniques sur des CSH avec le cluster de différenciation 

(CD) CD34+ issues de patients sains, et a montré une efficacité d’édition de 80%. 

Dans cette étude, aucun signe d’édition indésirable à distance (off-target) de la cible 

n’a été démontré. Deux patients ont été traités avec cette thérapie : un patient 

drépanocytaire ayant aussi une délétion simple dans un des gènes de l’α-globine, et 

un patient β-thalassémique ayant un génotype β0/β+. La greffe a été un succès, avec 

une prise de greffe des cellules génétiquement modifiées durable, et une 

augmentation de l’HbF stable dans le temps. Ces patients n’ont progressivement plus 

eu besoin des transfusions sanguines, et le patient drépanocytaire n’a rapporté aucun 

épisode de crises vaso-occlusives depuis.  

 À ce jour, l’utilisation de CRISPR/Cas9 ciblant le gène BCL11A n’a montré 

aucune preuve d’édition indésirable à distance du gène cible 41, mais un risque 

théorique est toujours présent : la génération de cassure double brin de l’ADN par cette 

technique peut générer des insertions, délétions ou translocations, sur le gène cible 

ou à distance. Cela peut induire une perte de fonctions de gènes, pouvant provoquer 

une prolifération cellulaire anarchique ou autres effets indésirables graves 47.  
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1.6.2.  Addition de gène à l’aide de LVV 
 

 La deuxième stratégie, avec laquelle nous avons beaucoup plus de recul, est 

basée sur l’addition de gène grâce à l’utilisation des LVV. À ce jour, différents essais 

cliniques ont vu le jour dans le cadre du traitement de la drépanocytose et plusieurs 

gènes thérapeutiques peuvent être utilisés :  

- 1) un gène modifié de la β-globine ayant des propriétés pour empêcher la déformation 

des globules rouges : un variant ayant une seule mutation anti-polymérisante βAT87Q 

détaillé ci-après (essais cliniques NCT02151526, NCT02140554, NCT02633943 et 

NCT04293185) ou un variant avec trois mutations 48 anti-polymérisante nommées βAS3 

(essais cliniques NCT02247843 et NCT03964792). 

- 2) le gène de la γ-globine pour permettre l’expression de l’HbF et ainsi inhiber la 

formation d’HbS (essai clinique NCT02186418). 

- 3) un petit ARN en épingle à cheveux (shARN pour Short hairpin ARN) ayant une 

expression spécifique dans les cellules érythroïde pour diminuer l’expression de 

BCL11A et ainsi réexprimer l’HbF endogène 49 (essai clinique NCT03282656). 

 Le variant βAT87Q utilisé en thérapie génique 38,50–52 est muté sur le codon 87 

(Thr87Gln) du gène de la β-globine pour promouvoir un effet                                                        

anti-polymérisation, comme retrouvé avec l’HbF endogène. Son association avec les 

chaines d’α-globine forment l’HbAT87Q. L’utilisation de ce variant en thérapie génique 

a été intégré dans différents LVV. Le premier vecteur utilisant ce variant s’appelait 

HPV569 38, et il a ensuite été optimisé en un vecteur appelé BB305 50 (Figure 10A) 
qui est maintenant la référence utilisée en clinique. Ces vecteurs ont été développés 

par les membres de mon équipe, à l’hôpital Saint-Louis et au CEA de Fontenay-aux-

roses, et en collaboration avec Bluebird bio Inc. (auparavant Genetix 

Pharmaceuticals), une entreprise de biotechnologie Américaine basée à Cambridge 

dans le Massachusetts. Pour le vecteur de référence BB305 utilisé dans les essais 

cliniques, le produit médicamenteux LentiGLobin BB305 (correspondant aux CSH du 

patient transduites avec BB305) a reçu une approbation conditionnelle en 2019 par 

l’European Medecine Agency (EMA) pour l’utilisation chez les patients                                    

β-thalassémiques transfusion-dépendant. La β-thalassémie est caractérisée par une 

réduction ou une absence des chaines de la β-globine. La thérapie génique avec 

BB305 permet d’y remédier et d’augmenter les chaines de β-globine dans les globules 

rouges du patient. Les résultats sont très prometteurs et BB305 a permis à plusieurs 
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patients ayant un génotype non-β0/β0 de devenir transfusion-indépendant. Pour les 

formes les plus sévères de β-thalassémie (avec un génotype β0/β0), BB305 a permis 

de réduire significativement le nombre de transfusion annuelle, sans pour autant 

atteindre l’indépendance  transfusionnelle 53–55.  

 Pour la drépanocytose, les premiers résultats de l’essai clinique de phase 1/2 

NCT02140554 (l’étude HGB-206) ont été publiés en 2017 et sont la preuve de concept 

que la transplantation de CSH transduites avec BB305 peut soigner la                

drépanocytose 56.  Il s’agit du traitement d’un enfant de treize ans ayant un génotype 

βS/βS. Avant la transplantation, il a souffert de nombreuses crises vaso-occlusives, de 

deux syndromes thoraciques aigues, une ostéonécrose de la tête fémorale, et a subi 

une cholécystectomie et une splénectomie. Il a été traité avec de l’hydroxycarbamide 

(Hydréa) pendant sept ans (de ses deux à neuf ans) sans aucune amélioration 

significative de ses symptômes. Il a reçu des transfusions de globules rouges 

accompagnées de traitements chélateurs du fer. À treize ans, le patient a reçu 5,1x106 

CSH transduites avec BB305, avec une moyenne du nombre de copie du vecteur 

lentiviral par cellule (appelé VCN pour vector copy number) de 1,1. Les effets 

secondaires observés à la suite de la transplantation sont une neutropénie, une 

anémie, une thrombocytopénie et une infection : ces effets sont imputables à 

l’utilisation de Busulfan pour le conditionnement myéloablatif, et ont été résolus à l’aide 

de mesures standards peu de temps après la transplantation. Les niveaux d’HbAT87Q 

sont montés à 5.5 g/dL neuf mois après la transplantation, et à 5.7 g/dL quinze mois 

après. Aucune manifestation clinique de la drépanocytose n’a été observée, quinze 

mois après la transplantation 56. 

 À ce jour, plus de 40 patients atteints de drépanocytose ont été inclus dans des 

essais cliniques de thérapie génique utilisant BB305 dans le traitement de la 

drépanocytose : deux essais cliniques de phase 1/2 (NCT02151526 et NCT02140554, 

respectivement nommé étude HGB-205 et étude HGB-206) et un essai clinique de 

phase 3 (NCT04293185, l’étude HGB-210). Des données préliminaires de l’étude 

HGB-206 ont évalué le VCN médian à 3,8 (de 2,8 à 5,6) dans le produit 

médicamenteux LentiGlobin BB305 avec de très bons résultats cliniques 57. L’étude 

HGB-2010 a commencé quant-à-elle en Février 2020 et va recruter un total de trente-

cinq patients. 

 



  INTRODUCTION 

 
22 

1.7. Suspicions d’effets indésirables liés à l’utilisation de 
BB305 

 

 Le transfert de gène utilisant des LVV peut entrainer de la mutagénèse 

insertionnelle 58 et, selon le site de l’intégration du vecteur, peut activer des proto-

oncogènes ou inactiver des gènes suppresseurs de tumeurs. Ce risque oncogène est 

proportionnel au VCN, car une augmentation du nombre de copie du vecteur inséré 

dans le génome augmente la probabilité d’une insertion dans un locus à risque.  

 

1.7.1.  2020 : Syndrome myélodysplasique 
 

 En mai 2020, un syndrome myélodysplasique (SMD) a été développé chez un 

patient drépanocytaire avec un génotype βS/βS qui avait été inclus dans l’essai clinique 

HGB-206 et traité en utilisant le vecteur BB305. Le VCN moyen dans le produit 

médicamenteux LentiGLobin BB305 est de 1,3 avec 29% des CSH contenant le 

vecteur. Le patient a reçu par voie intra-veineuse du Busulfan à 3,3 mg/kg/jours 

pendant quatre jours avant la transplantation, comme agent conditionnant. Durant une 

visite de routine trois ans après la transplantation, le patient avait un taux d’Hb à           

7,3 g/dL mais aussi 6% de blastes dans le sang de ce dernier. Une biopsie de moelle 

osseuse a révélé 10% de myéloblastes chez ce patient, avec une monosomie 7, 

également appelé del(7a), et des mutations dans les gènes RUNX1, KRAS et 

PTPN11, alors que les tests effectués avant le conditionnement et la transplantation 

avaient montré une absence de monosomie 7 et des 54 mutations associées au SMD.  

 Différentes études indépendantes ont démontré que les blastes ne contiennent 

pas BB305, et donc que le SMD n’est pas imputable à l’utilisation de LVV 59. La 

monosomie 7 est connue comme pouvant être une anomalie clonale dû à l’utilisation 

d’agents alkylants, comme le Busulfan utilisé ici 60. L’hypothèse la plus probable est 

que le SMD aurait été déclenché à la suite de l’utilisation du conditionnement par le 

Busulfan, et non par l’utilisation de BB305. 
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1.7.2.  En 2021 : Suspicion de syndrome myélodysplasique 
et leucémie aigüe myéloïde 

 

 En Février 2021, à la suite de deux suspicions d’effets indésirables graves 

inattendus (SUSAR pour Suspected Unexpected Serious Adverse Reactions), 

Bluebird bio a arrêté la commercialisation du Zynteglo en Europe, qui correspond au 

nom de la thérapie génique utilisant BB305 dans le traitement de la β-thalassémie. La 

U.S. Food and Drug Administration (FDA) a mis en arrêt les essais cliniques utilisant 

le vecteur lentiviral BB305 dans la drépanocytose. Les deux SUSAR font partie de 

l’étude HGB-206 : un patient a développé une leucémie myéloïde aigue et un patient 

a eu une suspicion de SMD.  

 Chez le patient ayant développé la leucémie myéloïde aigue, les blastes 

contenaient le vecteur, mais ce dernier était intégré dans le gène VAMP4, un gène qui 

n’est pas connu dans le développement de phénomène oncogénique. De plus, aucune 

preuve n’a montré que l’intégration dans VAMP4 pouvait déréguler les gènes 

adjacents. Il a été conclu que l’insertion de BB305 n’est pas liée au développement de 

la leucémie myéloïde aigue.  

 Par ailleurs, aucun blaste ou cellule dysplasique n’ont été retrouvés chez le 

patient ayant une suspicion de SMD. Une trisomie 8 a été observé dans une partie des 

cellules de la moelle osseuse du patient, mais même s’il est connu que la trisomie 8 

est associée au développement de cancers hématologiques, ce résultat n'était pas 

suffisant pour conclure à un diagnostic de SMD. Ce cas a été reclassifié en anémie 

transfusion-dépendante 61. Le 7 Juin 2021, après que le Bluebird bio ait rendu public 

ces résultats, la FDA a levé l’arrêt sur les essais cliniques, et ces derniers ont tous 

repris. 

 

1.7.3.  Aucun cas d’oncogenèse rapporté 
 

 Depuis la première utilisation de CSH modifiées par LVV dans le cadre de la 

thérapie génique pour les hémoglobinopathies, aucun cas d’oncogenèse lié à de la 

mutagénèse insertionnelle n’a été reporté 62.  
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 Néanmoins, des questions sur la sécurité d’utilisation des LVV subsistent, 

surtout vis-à-vis des VCN élevés utilisés mais malheureusement nécessaires dans la 

thérapie génique pour les patients drépanocytaires. Il y a une nécessité d’optimiser les 

LVV mais également les protocoles de thérapie génique actuels.  

 

1.8. Futurs défis dans la thérapie génique pour le traitement 
de la drépanocytose  
 

 Pour le traitement de la drépanocytose, le défi majeur est donc d’augmenter la 

balance bénéfice/risque : on veut améliorer l’efficacité de la thérapie génique sans 

augmenter le risque de mutagénèse insertionnelle.  

 L’efficacité de la thérapie génique est limitée par le niveau d’expression des 

chaines de βAT87Q-globine. Augmenter le VCN en augmentant la concentration de 

vecteur fonctionnel ajoutée lors de la transduction (également appelé titre du vecteur) 
peut sembler intéressant pour augmenter la probabilité que les chaines de               

βAT87Q-globine soient exprimées en plus grande quantité. Néanmoins, toutes les CSH 

ne sont pas transduites, et certaines CSH sont plus transductibles que d’autres. 

Vouloir augmenter le VCN moyen aboutirait à augmenter seulement le VCN dans les 

CSH transductibles (ce qui augmentera le risque de mutagénèse insertionnelle dans 

ces cellules), sans pour autant augmenter la proportion de CSH transduites au total, 

ce qui ne serait pas bénéfique pour le patient 63.  

 Deux approches peuvent donc être envisagées, d’une part la sélection des 

cellules transduites, et d’autre part une optimisation du vecteur thérapeutique pour 

avoir une meilleure efficacité à expression équivalente. 

 

1.8.1.  Sélection des cellules transduites 
 

 Une des approches pour augmenter l’efficacité de la thérapie génique, sans 

augmenter le risque de mutagénèse insertionnelle, serait de transduire les CSH 

modérément pour obtenir seulement une ou deux copies du vecteur par cellule, mais 

par la suite de sélectionner seulement les cellules transduites avant de les réimplanter 

dans le patient.  
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Pour cet objectif, mon équipe a développé un nouveau LVV, LTGCPU7, qui est 

un dérivé du LVV BB305 ayant en plus l’expression supplémentaire d’un gène 

exprimant la puromycine N-acétyltransférase (Figure 10B). Cette expression permet 

la sélection des cellules transduites après une exposition à la puromycine et à un 

inhibiteur de MDR1. MDR1 (pour multidrug resistance-related protein) permet la 

résistance des cellules à certains médicaments, dont la puromycine.  

 Après des études chez des souris immunodéficientes, la sélection de CSH 

humaines transduites et le taux de reconstitution hématopoïétique étaient très 

satisfaisants 63, et des études précliniques sont maintenant nécessaires pour évaluer 

la balance bénéfice/risque de l’utilisation de ce nouveau LVV, avant de passer chez 

l’Homme. 

 

1.8.2.  Optimisation thérapeutique du vecteur 
 

 Une deuxième approche, qui fait l’objet de ce projet, est d’optimiser l’actuel 

vecteur thérapeutique BB305 utilisé dans les essais cliniques dans le but d’obtenir la 
même efficacité thérapeutique, mais avec un VCN moyen plus faible (ce qui 

revient à avoir une meilleure efficacité thérapeutique à VCN égal).  

 Pour ces raisons, nous avons voulu tester l’efficacité d’un nouveau LVV, ayant 

la séquence la βAT87Q-globine thérapeutique, et permettant l’expression 

supplémentaire d’une nouvelle séquence codant pour un shARN-miR30 qui cible 

l’ARN messager de l’α2-globine. L’hypothèse ayant mené à ce choix est détaillée         

ci-dessous. Ce nouveau LVV est appelé LVβ-shα2 (Figure 10C) 64.  
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Figure 10. Représentation des LVV. 
A) BB305, B) LTGCPU7 et C) LVβ-shα2 (adapté de T.Nualkaew et al., 2021 and K. 
Bhukhai et al., 2018). 
Eléments communs aux 3 vecteurs : CMV ; Promoteur et amplificateur du 
Cytomegalovirus ; Ψ+ : signal d’encapsidation du génome ARN ; cPPT : polypurine 
tract centrale ; RRE : Elément de réponse REV ; 3’ enhancer : Amplificateur 3’ de la β-
globine ; Gène de la β-globine humaine (3 exons) avec la mutation βAT87Q ; βp : 
promoteur de la β-globine ; HS : sites hypersensibles au niveau de la région du 
contrôle du locus (LCR) ; ppt : polypurine tract en 3’ ; ΔU3 : région tronquée du LTR 
du HIV ; β-globine polyA : queue poly(A) de la β-globine de lapin.  
Eléments spécifiques : LTGCPU7 : EFS : version tronquée du promoteur du facteur 
d’élongation 1-alpha pour le contrôle de PAC/ΔTK_opt ; PAC/ΔTK_opt : séquence 
optimisée de l’expression du gène de la pyromycine N-acétyltransférase (PAC) 
fusionné avec une version tronquée du gène de la thymidine kinase de l’herpès 
simplex virus type 1 (ΔTK). LVβ-shα2 : miR30-shRNA : cassette pour l’expression du 
shARN contre l’α2-globine dans un intron du gène de la βAT87Q-globine. 
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2. CONTEXTE SCIENTIFIQUE DU PROJET 

2.1.  Hypothèse 
 L’hypothèse de ce projet est la suivante : la réduction des chaines d’α-globine 

va améliorer l’efficacité de la thérapie génique actuelle utilisant le vecteur BB305. Cette 

hypothèse est fondée sur les observations suivantes, qui mettent en lien : 

1) la diminution du taux de chaines d’α-globine avec l’amélioration clinique des patients 

drépanocytaires.  

2) les taux d’HbS et d’HbA chez les patients ayant le trait-drépanocytaire et des 

délétions dans le gène de l’α-globine.  

3) les différences d’affinités entre les chaines d’α-globine et de β-globine ou de             

βS-globine.  

2.1.1.  α-thalassémie, drépanocytose et amélioration 
clinique 

 

 Chez l’Homme, quatre gènes de l’α-globine sont présents : deux gènes pour 

l’α1-globine et deux gènes pour l’α2-globine. L’α-thalassémie est caractérisée par 

l’absence d’un, deux ou trois gènes de l’α-globine. De nos jours, il est bien établi que 

les patients drépanocytaires ayant en parallèle une α-thalassémie ont une meilleure 

qualité de vie que les patients seulement drépanocytaires 65,66. Cliniquement,                

l’α-thalassémie est un modulateur majeur de la vasculopathie dans la drépanocytose. 

Elle améliore les symptômes cliniques en diminuant le risque d’AVC, les 

vasculopathies pulmonaires, et les ulcères au niveau des jambes. La réduction des 

chaines d’α-globine conduit à une diminution de la quantité d’hémoglobine dans les 

globules rouges (aussi appelé CCMH pour Concentration Corpusculaire Moyenne en 

Hémoglobine), ce qui permet une diminution de la probabilité de polymérisation de 

l’HbS, et donc une réduction de l’hémolyse.  

 Il faut également souligner que les patients ayant une α-thalassémie silencieuse         

(-α/αα) sont toujours asymptomatiques et sans répercussion biologique et/ou clinique. 

Les patients avec le trait α-thalassémique (-α/-α ou --/αα) montrent une production 

quasi-normale de globules rouges avec une très légère anémie microcytaire 

hypochrome 67. La majorité de ces patients n’ont aucun symptôme, même si certains 

rapportent une légère fatigue ou intolérance à l’exercice. 
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2.1.2.  α-thalassémie, trait-drépanocytaire et chaines de 
globines 

 

 Les globules rouges de patients ayant le trait drépanocytaire HbAS (c’est-à-dire 

les patients hétérozygotes, βSβA) et ayant des gènes normaux d’α-globine (quatre 

gènes fonctionnels αα/αα) ont environ 40% d’HbS et 60% d’HbA. Il est important de 

souligner que les globules rouges synthétisent les chaines de β-globine et de                

βS-globine à la même quantité. Chez les patients HbAS ayant une simple délétion dans 

les gènes d’α-globine (trois gènes fonctionnels -α/αα), le taux d’HbS chute à 35%. Les 

patients HbAS ayant aussi le trait α-thalassémique (deux gènes fonctionnels, 

homozygotes -α/-α ou hétérozygotes --/αα) ont un taux d’HbS autour de 30%. Enfin, 

le peu de patients HbAS avec une hémoglobinose H (c’est-à-dire un seul gène 

fonctionnel, --/-α) ont seulement 20 à 25% d’HbS 67,68.  

 Un déficit en chaine d’α-globine engendre la diminution du taux d’HbS au profil 

de l’HbA : les chaines de βS-globine rivalisent moins efficacement que les chaines 

normales de β-globine pour se lier aux chaines d’α-globine libres.  

 

2.1.3.  Importance de l’affinité entre les chaines de 
globines 

 

 Pour expliquer l’amélioration clinique et ces différences dans les proportions 

d’HbS chez les patients α-thalassémiques et drépanocytaires, la différence d’affinité 

entre les chaines de β-globine et βS-globine pour l’α-globine a été mise en cause. Le 

déficit en chaines d’α-globine causé par l’α-thalassémie modifie l’assemblage du 

tétramère d’Hb. Plus la charge de la chaine de la β-globine est négative, meilleure est 

l’affinité avec la chaine d’α-globine 69. Si un variant de la chaine de β-globine est 

chargé plus négativement que l’original, alors l’Hb formée est trouvée en plus grande 

proportion que l’HbA. Inversement, si le variant de la chaine de β-globine est chargé 

plus positivement, l’Hb formée est trouvée en plus faible proportion que l’HbA.  
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 Dans le cas de la drépanocytose, la mutation remplace un acide glutamique 

(avec un point isoélectrique pKi : 3,22) avec une valine (pKi : 5,97) en position 6 : la 

chaine de βS-globine est plus positive que la chaine normale. Les chaines de                

βS-globine malade vont former des dimères avec les chaines d’α-globine plus 

difficilement, en comparaison avec la chaine de β-globine saine.  

 Pour conclure, chez les patients avec un trait drépanocytaire HbAS, les 

tétramères d’hémoglobine HbA sont formés préférentiellement par rapport aux 

tétramères d’hémoglobine HbS 69.  

  

2.1.4.  Hypothèse de recherche 
 

 La finalité de ce projet est d’étudier l’extinction du gène de l’α2-globine (sans 

toucher à l’expression de l’α1-globine) en parallèle de l’expression de la βAT87Q-globine 

thérapeutique, dans le traitement de la drépanocytose par thérapie génique.  

 Comme expliqué par les observations précédentes, la réduction de l’α2-globine 

uniquement (qui peut potentiellement réduire de 50% au maximum la production de 

chaine d’α-globine totale) aurait différentes conséquences : 

1) la réduction de la proportion d’HbS dans les globules rouges diminuera l’hémolyse 

et les conséquences cliniques. 

2) les chaines d’α-globine restantes vont préférentiellement se lier et former des 

tétramères avec les chaines de la βAT87Q-globine thérapeutique plutôt que les chaines 

de βS-globine drépanocytaire car les charges de la chaine de la β-globine normale et 

de la βAT87Q-globine sont similaires. Pour rappel, la mutation dans la βAT87Q-globine 

thérapeutique substitue une thréonine (pKi : 5,60) avec une glutamine (pKi : 5,65) en 

position 87. 

3) aucun effet indésirable pour le patient n’est attendu avec une réduction modérée 

des chaines d’α-globine. 

 Ajouter un shARN dirigé contre le gène de l’α2-globine dans le vecteur 

actuellement utilisé en clinique pourrait augmenter l’efficacité de la thérapie génique 

dans le cadre de la drépanocytose. 
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2.2. Historique de LVβ-shα2 

 LVβ-shα2 est un LVV exprimant la séquence de la βAT87Q-globine thérapeutique 

et un shARN-miR30 qui cible l’ARN messager de l’α2-globine. Il a été développé par 

mon équipe en collaboration avec le Dr. Jim Vadolas (Hudson Institute of Medical 

Research, Melbourne, Australie) dans le but de soigner les patients β-thalassémiques 

les plus sévères (ayant un génotype β0/β0), pour lesquels l’efficacité de BB305 n’est 

pas suffisante pour atteindre une indépendance transfusionnelle.    

 Pourquoi ce vecteur est-il aussi intéressant dans le cadre de la thérapie génique 

pour le traitement de la β-thalassémie ? Dans la β-thalassémie, la diminution ou 

l’absence de chaine de β-globine provoque un excès de chaines d’α-globine              

non-appariées très instables. Ces dernières s’accumulent dans le cytoplasme et 

précipitent, menant à la production d’agrégats toxiques et à l’apoptose des globules 

rouges immatures. Les patients les plus sévères (β0/β0) sont beaucoup plus 

compliqués à soigner car ils sont le plus touché par ce phénomène de toxicité.           

LVβ-shα2 permettrait de soigner ces patients en diminuant le taux de chaines             

d’α-globine non-appariées et du coup en diminuant les complications cliniques que 

provoquent ces dernières.  

 Ce nouveau LVV a déjà été testé in-vitro dans des lignées cellulaires 

érythroïdes et dans des CSH CD34+ de donneurs sains et de patients                                

β-thalassémiques, et il a démontré son efficacité au niveau moléculaire. Dans les 

cellules transduites par LVβ-shα2, l’expression de l’ARNm de l’α2-globine (HBA2) est 

diminuée sans changer les niveaux d’expression de l’ARNm de l’α1-globine (HBA1) ni 

de la chaine de βAT87Q-globine thérapeutique. In-vitro, la diminution du ratio des ARNm 

α-globine/β-globine est 1,7 fois plus importante en utilisant ce nouveau LVV en 

comparaison au vecteur BB305, à VCN équivalent. Chez les patients                                   

β-thalassémiques les plus sévères, cela permettrait d’avoir une meilleure efficacité 

thérapeutique sans augmenter le risque de mutagénèse insertionnelle 64. Des données 

in-vivo sont maintenant nécessaires pour évaluer l’efficacité de ce vecteur dans la 

réduction des chaines d’α-globine chez l’animal. 
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2.3. Objectif de ces travaux 
 

 L’ensemble de ces précédents résultats indique que LVβ-shα2 semble être un 

très bon candidat LVV pour évaluer l’impact de la réduction des chaines d’α-globines 

dans la physiopathologie de la drépanocytose. En effet, diminuer le VCN seuil pour 

atteindre l’efficacité thérapeutique dans la thérapie génique de la drépanocytose 

permettrait de 1) réduire le risque de mutagénèse insertionnelle, 2) améliorer 

l’efficacité de la thérapie pour le patient et 3) augmenter le rapport bénéfice/risque. 

 L’objectif de ce projet est d’étudier le potentiel thérapeutique du vecteur          
LVβ-shα2 (contenant un shARN contre l’α2-globine) en comparaison au vecteur 
de référence BB305 (utilisé actuellement dans les essais cliniques), in-vivo dans 
un modèle de drépanocytose murin.   
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3. MATERIELS ET METHODES 

3.1. Souris 
 

 Le modèle murin utilisé dans ce projet est la souris SAD 70. C’est un modèle de 

souris transgénique reproduisant certaines caractéristiques de la drépanocytose, 

développé en 1991 par l’équipe de Frank Constantini. Elle exprime le gène de la               

βSAD-globine et aussi de l’α2-globine humaine, ce qui en fait un modèle d’analyse 

pertinent pour mesurer le potentiel de LVβ-shα2 dans la drépanocytose. 

 Le nom βSAD-globine est la contraction de βS-Antilles-Dpunjab : ce sont trois 

mutations de la β-globine retrouvées chez l’Homme. La mutation βS (Glu6Val) est celle 

responsable de la drépanocytose chez l’Homme. Les deux autres mutations sont 

connues pour augmenter le taux de polymérisation de l’HbS et pour augmenter la 

sévérité des symptômes lorsqu’elles sont retrouvées chez l’Homme : la mutation 

βAntilles (Val23Ileu) qui diminue l’affinité avec l’oxygène 71 et la mutation βDpunjab 

(Glu121Gln) qui crée de nouveaux sites de contact pour initier la polymérisation de 

l’HbS 72. Les souris SAD produisent 19% d’Hb humaine SAD (α2hβ2SAD), qui est l’Hb 

d’intérêt pour ce projet. Elles produisent également 39,5% d’Hb murine (α2mβ2m) et 

45,5% d’Hb hybride (39,5% de α2hβ2m et 2% de α2mβ2SAD).   

 Ce modèle a été utilisé dans les études précliniques utilisant le vecteur BB305 

avec de très bons résultats 52. Même si de façon physiologique, ces souris ne montrent 

aucun symptôme de la maladie, ce modèle permet de mimer des caractéristiques de 

la drépanocytose in-vitro comme la déformation des globules rouges et la 

polymérisation de l’HbSAD en condition hypoxique.  

 Les souris ont été initialement obtenues par rétrocroisement avec la souche 

C57BL/6J, et ont été maintenues par croisement entre les souris transgéniques 

hémizygotes mâles et des femelles sauvages. Les souris sauvages (WT pour Wild 

Type) issues de mêmes portées que les souris SAD sont utilisés en tant que contrôle 
négatif pour la conception des expériences du projet et de la validation de l’expérience 

de déformation des globules rouges en condition hypoxique. Les souris syngéniques 

C57BL/6J CD45.1 saines sont utilisées en tant que receveuses pour l’expérience de 

transplantation, pour permettre une analyse du chimérisme (correspondant à une 

analyse du pourcentage de cellules CD45.2 et de cellules CD45.1).  
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 En effet, les souris donneuses et receveuses ont différents allèles pour CD45 

présent à la surface des leucocytes : les souris transgéniques SAD ou les souris 

sauvages de même portée sont CD45.2 et les souris receveuses pour la 

transplantation C57BL/6J sont CD45.1. Cette différence a permis l’analyse de 

l’efficacité de greffe par calcul du pourcentage de cellules du donneur dans le sang de 

la souris receveuse (chimérisme=CD45.2*100/(CD45.1+CD45.2)). 

 Toutes les expériences ont été approuvées par le comité éthique CETEA-CEA 

(Comité d’éthique de la Direction de la Recherche Fondamentale du CEA) sous le 

numéro A1804. 

 

3.2. Isoélectrofocalisation 
 

 L’isoélectrofocalisation (IEF pour isoelectric focusing) permet de distinguer les 

dimères de chaines de globines : murine (αmβm), humaine (αhβSAD) ou hybride (αhβm et 

αmβSAD). Cela a permis d’analyser et confirmer le génotype des souris SAD, dont le 

sang a été utilisé pour les expériences de déformation des globules rouges, et les 

cellules de la moelle osseuse pour les expériences de transplantation.  

 10µL du sang de chaque souris ont été collectés par prélèvement rétro-orbitaire 

en utilisant un tube capillaire hépariné (Hirschmann Laborgeräte) et ont ensuite été 

lavés dans 1mL de NaCl (Sigma) à 0,9% (w/v). Les hémolysats ont été préparés avec 

2µL de sang lavés et 8µL de KCN (Helena Biosciences Europe) à 0,1% (w/v). Les IEF 

ont été réalisées en utilisant un gel préfabriqué de polyacrylamide (Phastgel IEF 5-8 ; 

GE Healthcare). 2µL des hémolysats ont été déposés près de la cathode. Les 

conditions de migration sont les suivantes : 1040 Volts pendant 30 minutes en utilisant 

PhastSystem (Pharmacia). Les gels d’IEF sont ensuite fixés avec de l’acide 

tricholoracétique (préparé avec 6,1mL de TCA pure et 93,9 mL d’H2O) à 10% (w/v) 

pendant 1 minute, puis rincés à l’eau courante et séchés à température ambiante.  
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3.3. Production des LVV et titration 
 

 Les LVV (BB305 et LVβ-shα2 pour les expériences in-vivo, et un LVV exprimant 

la GFP pour des tests de mise au point effectués en amont de la transplantation) 

utilisés pour ce projet ont été produits et titrés par mon équipe en juillet 2020. La 

production est faite en co-transfectant des cellules HEK293T avec le vecteur d’intérêt 

et un système d’encapsidation utilisant les plasmides suivants : p633 (exprimant rev, 

un régulateur post-transcriptionnel), ΨN15 (exprimant vsvG, une protéine 

d’enveloppe) et HPV275 (exprimant gag-pol, des protéines de structures et des 

enzymes virales). Pour des raisons de sécurité, tous les gènes accessoires impliqués 

dans la propagation virale sont exclus. Le surnageant, contenant les LVV, est 

récupéré, purifié et concentré comme décrit dans l’article de Karine Sii-Felice 73. Les 

titres des LVV, représentant une concentration de vecteur fonctionnel (et donc pouvant 

transduire une cellule) sont déterminés en transduisant des cellules murines NIH3T3 

avec plusieurs volumes de LVV, puis en réalisant une réaction de polymérisation en 

chaine quantitative (qPCR) et en calculant le VCN, comme décrit ci-après.  

 

3.4. Enrichissement en CSH 
 

3.4.1. En utilisant du 5-fluorouracile  
 

 Des souris femelles de deux à quatre mois sont traitées par injection intra-

péritonéale de 5-Fluorouracile (5-FU) (F6627, Sigma-Aldrich) à une concentration de 

150 mg/kg. Le mécanisme d’action repose sur l’inhibition de la thymidylate synthase, 

qui cible et tue les cellules en division. Cela permet la sélection des cellules 

quiescentes, qui ne se divisent pas, comme les cellules d’intérêt qui sont les CSH. 

Quatre jours après, les cellules de la moelle osseuse sont récupérées des tibias et 

fémurs des souris en injectant dans la cavité médullaire de l’α-MEM (GE-Healthcare). 

Les cellules sont ensuite lavées dans du PBS (Sigma-Aldrich), et sont nommées 

cellules 5-FU pour la suite. 
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3.4.2. En utilisant la déplétion en cellules hématopoïétiques 
différenciées  

 
 Les cellules de la moelle osseuse de souris femelles âgées de deux à quatre 

mois sont récupérées des tibias et fémurs par injection d’α-MEM dans la cavité 

médullaire comme précédemment, puis lavées dans du PBS. Elles sont ensuite 

enrichies en CSH grâce à l’utilisation du kit « Lineage cell depletion kit » (Miltentyi 

Biotec), qui permet d’enlever les cellules différenciées comme les lymphocytes T, les 

lymphocytes B, les monocytes/macrophages, les granulocytes, les globules rouges et 

tous leurs précurseurs. Cette déplétion se fait grâce à des marqueurs de différenciation 

exprimés par ces lignées cellulaires, comme CD5, CD45R, CD11b, Anti-Gr-1, 7/4,     

Ter-119 selon les instructions du fabricant. Les cellules sont nommées Lin-/low pour la 

suite. Le pourcentage de cellules Lin-/low est analysé par cytométrie comme décrit ci-

dessous. 

 

3.5. Culture et transduction des CSH 
 

 Les cellules 5-FU et Lin-/low sont comptées en utilisant une lame KOVA (Kova 

international) et du bleu de Trypan (Sigma-Aldrich) pour exclure les cellules mortes. 

Le nombre de cellules vivantes par souris donneuse est d’environ de 0,5 à 1 million 

pour les cellules 5-Fu, et de 1 à 2 millions pour les cellules Lin-/low. Les cellules sont 

cultivées dans un milieu de culture à une concentration cellulaire comprise entre         

500 000 et 1 000 000 cellules/mL. Deux milieux de culture sont utilisés : l’α-MEM 

supplémenté avec 15% de sérum de veau fœtal (SVF) (GE-Healthcare) ou le 

StemSpan SFEM II (Stem Cell Technologies). Dans les deux cas, le milieu de culture 

est supplémenté avec des cytokines murines de Miltenyi Biotec : de l’interleukine 3 

(IL3) à 6,25 ng/mL, de l’interleukine 6 (IL6) à 10 ng/mL et du SCF à 100 ng/mL, mais 

aussi de la glutamine à 1% (GE Healthcare), et un mélange de pénicilline et 

streptomycine à 1% (GE Healthcare) pendant 24 heures. 

 Un jour plus tard, les cellules sont comptées et transduites dans le même milieu 

avec un LVV (BB305, LVβ-shα2 et un LVV exprimant la GFP pour des tests de mise 

au point effectués en amont de la transplantation) selon une multiplicité d’infection 

choisie (MOI pour multiplicity of infection). La MOI est une notion importante, cela 

représente le nombre de LVV ajoutés en culture pour l’infection d’une cellule. Par 
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exemple, à une MOI de 3, il est mis en co-culture 3 LVV pour une cellule. Ce calcul 

est réalisé grâce au titre du vecteur et au nombre de cellules en culture.  Du sulfate de 

protamine (Sigma-Aldrich) est ajouté à 8 µg/mL pour optimiser la transduction. 

 Deux jours après la transduction, les cellules sont comptées, et 10 000 cellules 

sont ensemencées dans un milieu de culture semi-solide à base de méthylcellulose 

Methocult GF M3434 (Stemcell Technologies), comprenant du SCF, IL3, IL6 et de 

l’EPO pour permettre le développement des progéniteurs hématopoïétiques 

myéloïdes et érythroïdes. Six jours après l’ensemencement, les cellules progénitrices 

capable de former une colonie (CFC pour colony forming cells) sont comptées à l’aide 

d’un microscope DM IL LED (11524257, Leica Microsystems). Les résultats sont 

normalisés en fonction du nombre de cellules présentes en culture liquide avant 

ensemencement.  

 Finalement, les cellules sont récoltées à partir du milieu semi-solide à base de 

méthylcellulose et lavées dans du PBS. L’efficacité de transduction est analysée par 

cytométrie pour les expériences utilisant le vecteur GFP, et en RT-qPCR pour les 

expériences utilisant les vecteurs de thérapie génique.  

 

3.6. Transplantation  
 

 Les CSH ont été enrichies en cellules Lin-/low, puis mises en culture et 

transduites dans du milieu StemSpan SFEM II. Un jour après la transduction, les 

cellules sont lavées dans du α-MEM et 500 000 cellules Lin-/low sont transplantées par 

injection rétro-orbitaire dans des souris receveuses CD45.1 anesthésiées, qui ont été 

irradiées la veille par 11Gy (2 doses de 5,5Gy à 3 heures d’intervalle) en utilisant des 

radiations de type gamma (GSRD1 γ irradiation CS137, GSM). L’irradiation permet le 

conditionnement myéloablatif des souris pour assurer une bonne prise de greffe. Après 

transplantation, les souris sont traitées par antibiothérapie en ajoutant de la néomycine 

(Sigma) à 2 g/L dans l’eau de boisson, pendant 1mois, pour prévenir des infections 

bactériennes.  

 Des cellules transduites sont aussi ensemencées dans un milieu semi-solide 

de méthylcellulose comme décris au-dessus. Les cellules sont récoltées après huit 

jours de culture, et lavées dans du PBS avant congélation à -20° pour des analyses 

de VCN par RT-qPCR pour la détermination de l’efficacité de transduction dans le 
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produit médicamenteux injecté (les LVV n’exprimant pas la GFP, une analyse par 

cytométrie n’est pas possible dans ce cas-là). 

 

3.7. Extraction d’ADN et qPCR pour la détermination du 
VCN moyen  
 

 L’ADN génomique est préparé en utilisant le NucleoSpin DNA Rapid Lyse 

(Macherey-Nagel, ref 740100) : il provient soit des cellules récoltées des cultures        

in-vitro et resuspendues dans 200 µL de PBS, soit de 100 µL de sang périphérique 

dilué avec 100 µL de PBS. Une autre méthode est la préparation d’ADN génomique à 

l’aide de NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel, ref 740951) après une étape de dilution 

et d’extraction avec du phénol-chloroform-isoamylalcool (Sigma-Aldrich).   

 La quantification de l’ADN est effectuée en utilisant le kit DNA quantification 

(Biorad, kit#1702480), qui consiste en une coloration avec du Hoechst et une 

quantification à l’aide d’un fluorometre (Versa Fluor™ Fluorometer, Biorad).

 40ng d’ADN génomique (5µL, 8ng/µL) sont mélangés avec 20µL d’un mix pour 

qPCR contenant des sondes et amorces pour la β-actine murine et pour GAG         

(Table 1), dont la séquence est présente dans les LVV, et du 2X qPCR MasterMix 

(RT-SP2X-03+WOUN, Eurogentec). Après une étape d’activation enzymatique et de 

dénaturation de l’ADN à 95°C pendant 10 minutes, 40 cycles sont effectués en utilisant 

le 7300 ABI Prism Detection System. Un cycle correspond à 95°C pendant 10 

secondes (étapes de dénaturation) et 60°C pendant 60 secondes (étape d’élongation).  

 Les résultats obtenus sont comparés avec des courbes d’étalonnage effectuées 

avec des mélanges d’ADN de cellules 2C12A2 transduites contenant une moyenne de 

1/0.1/0.01/0.001 copie de vecteur lentiviral par génome haploïde. Une courbe de 

régression est tracée, avec l’équation y=ae-bx : a correspond à l’intersection de y et       

b à la pente de la courbe. Les VCN sont déterminés avec la méthode de comparaison 

des CT (ΔΔCT) en utilisant le logiciel 7300 System Software, dans lequel le          

VCN=a-bΔΔCT. 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Droit_des_marques


  MATERIELS ET METHODES 

 
38 

3.8. Extraction d’ARN, transcription inverse et qPCR 
 

 Les ARN totaux sont extraits à partir de 50 µL de sang périphérique en utilisant 

le kit Purelink RNA mini (Invitrogen, ThermoFisher Scientific). Puis un traitement à la 

DNAse1 (Biolabs, ref M0303L) est effectué, à une concentration finale de 0,2 U/µL à 

25°C pendant 15 minutes pour éviter des contaminations d’ADN. L’inactivation de la 

DNAse1 est effectuée avec une incubation de 10 minutes à 65°C.  

 Le premier brin d’ADN complémentaire (ADNc) est synthétisé à l’aide d’une 

reverse transcription (RT) à 25°C pendant 15 minutes puis 48°C pendant 30 minutes, 

en utilisant le kit de transcription inverse de Eurogentec (ref RT-RTCK-05). L’enzyme 

est inactivée à 95°C pendant 5 minutes. Un traitement RNAseH (Biolabs, ref M0297S) 

est effectué, à une concentration finale de 0,1 U/µL, à 37°C pendant 20 minutes, pour 

prévenir de la présence d’hybride ARN/ADN et augmenter la sensibilité de la qPCR. 

 Les ADNc sont amplifiés par qPCR en utilisant un mix contenant les sondes et 

amorces de l’α-globine humaine, de la β-globine humaine (toutes les amorces et 

sondes viennent de ThermoFisher Scientific) et du 2X qPCR MasterMix (Eurogentec). 

Bien que les amorces de l’α-globine ciblent une séquence commune pour les gènes 

d’α1-globine humaine (HBA1) et d’α2-globine humaine (HBA2), seul le gène de             

l’α2-globine humaine est exprimé dans les souris SAD. Après une étape 

d’activation/dénaturation à 95° pendant 10 minutes, les 40 cycles suivants sont 

effectués en utilisant le système 7300 ABI Prism Detection : 94°C pendant 10 

secondes (étape de dénaturation) et 60°C pendant 60 secondes (étape d’élongation). 

Les résultats sont déterminés par la méthode du ΔCT en utilisant le logiciel 7300 

System Software, dans lequel le ratio des ARNm α-globine/β-globine = 2-ΔCT. Les 

sondes et amorces utilisées sont détaillées dans la Table 1.  
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* Eurogentec ; #Applied Biosystems (Thermofisher Scientific) 

Tableau 1. Sondes et amorces utilisées pour le calcul des VCN et des analyses 
RT-qPCR. 

 

3.9.  Analyse de la déformation des globules rouges 
 5µL de sang sont lavés dans du PBS et centrifugés à 280 g pendant 5 minutes. 

Le sang est ensuite dilué à un ratio de 1:1500 dans du DMEM (Gibco) supplémenté 

avec 10% de SVF et 1% de pénicilline/streptomycine. 200 µL de sang dilué sont placés 

dans des chambres de culture 8 puits (IBIDI). Ces chambres sont préalablement 

traitées avec 200µL par puits d’un mélange de 0,1% de poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) 

et 0.2% de gélatine (Sigma-Aldrich) dans du PBS pendant 20 minutes, puis lavées 

dans du PBS et séchées à température ambiante.  

 Le pourcentage de cellules déformées est analysé en utilisant un microscope 

confocal (Nikon A1+) couplé à une chambre à hypoxie (Okolab), à différent temps et 

pression partielle d’oxygène (de 21% à 1%). 

3.10.  Hématologie 
 

 Les mesures de numération formule sanguine (NFS) sont effectuées en utilisant 

7 µL de sang total, grâce à l’analyseur scil Vet abc system (Scil). 
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3.11.  Cytométrie 
 

 3.11.1. CFC exprimant la GFP 

 
 L’efficacité de transduction dans les CFC est effectuée en analysant le 

pourcentage de cellules exprimant la GFP après récupération des cellules du milieu 

semi-solide à base de méthylcellulose et lavage dans du PBS. 

 3.11.2. Cellules Lin-/low 

 
 La détermination du pourcentage de pureté en cellules Lin-/low est effectuée 

après lavage dans du PBS de 50 000 cellules obtenues dans la fraction Lin-/low. Ces 

cellules sont marquées dans du PBE (PBS, EDTA 2mM (Sigma-Aldrich), BSA 5% 

(PAA Laboratories)) avec un mélange d’anticorps couplés à de la biotine (de 

eBioscience) : anti-mB220 à 1/400, anti-mCD11b à 1/1000, anti-mGr1 à 1/100, anti 

mTer119 à 1/300, anti-mCD8 à 1/100, anti-mCD4 à 1/200 et anti-mCD5 à 1/400. Après 

une étape de lavage dans du PBS, de la streptavidine (couplé à AlexaFluor488, Life 

Technologies) diluée au 1/100 est ajoutée pour révéler la présence de cellules 

contaminantes Lin+ dans la fraction Lin-/low. La proportion de cellules Lin-/low est ensuite 

déterminée.  

 3.11.3. Prise de greffe 

 
 L’efficacité de la greffe des cellules transduites dans les souris SAD est 

déterminée en utilisant 15 µL de sang périphérique. Les globules rouges sont lysés 

grâce à 1 mL de solution comprenant du chlorure d’ammonium à 155 mM et du 

bicarbonate de potassium à 10 mM (Sigma-Aldrich). Après une étape de lavage dans 

500 µL de PBE, les globules blancs sont couplés avec les anticorps suivants dilués 

dans du PBE : anti-mCD45.1 à 1/100 couplé à APC (clone A20, eBioscience) pour les 

souris receveuses et anti-mCD45.2 à 1/100 couplé à PE (clone 104, eBioscience) pour 

les souris donneuses. 
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 Après chaque étape de couplage avec les anticorps ci-dessus, les cellules sont 

à chaque fois lavées et resuspendues dans du PBS avec du SYTOX Blue 

(Thermofisher Scientific) à une concentration finale de 0,2 µM pour permettre une 

exclusion des cellules mortes lors de l’analyse. Toutes les données de FACS sont 

obtenues en utilisant MACSQuant Analyser (Miltenyi Biotec) et analysées en utilisant 

le logiciel Flowjo (LLC).  

 

3.12.  Analyses statistiques  
 

 3.12.1. t-test de Student  

 Pour la comparaison des 2 groupes, une p-value inférieur à 0,05 est considérée 

comme statistiquement significative.  

 

3.12.2. Modèle mathématique de corrélation entre le ratio 
des ARNm α-globine/β-globine et le VCN 

 

 Le ratio des ARNm α-globine/β-globine mesuré dans les cellules du sang des 

souris recevant les cellules transduites est normalisé vis-à-vis de la valeur déterminée 

dans les souris recevant les cellules non-transduites (NT) (souris contrôles).  

 Le ratio des ARNm α-globine/β-globine normalisé est corrélé en fonction du 

VCN de chaque souris, et une courbe de régression de type exponentielle est 

tracée suivant l’équation Y=e-kx. Y représente le ratio des ARNm α-globine/β-globine 

normalisé, k est la constante de décroissance et X le VCN. La diminution de l’α-globine 

pour une copie du vecteur numéro 1 par rapport à une copie du vecteur numéro 2 est 

calculé avec l’équation Y2/Y1, où Y1=e-k1x1 et Y2=e-k2x2, avec x1=x2=1.  

 En d’autres termes, la diminution de l’expression du gène d’α-globine par copie 

de vecteur en comparaison à l’autre est égale à e(K1-K2).  

 Ce résultat est basé sur la supposition que les taux d’ARNm de β-globine 

thérapeutique est égale entre les 2 vecteurs à VCN équivalent, ce qui a déjà été 

démontré auparavant 64. 
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4. RESULTATS 

 

 Ce projet a pour but d’étudier l’effet d’un nouveau LVV LV-shα2 contenant un 

shARN anti α2-globine humaine et la séquence codante pour la -gobine 

thérapeutique AT87Q dans un modèle murin de drépanocytose exprimant l’α2-globine 

humaine. Des CSH provenant de souris SAD sont transduites soit avec le vecteur de 

référence BB305 (exprimant la -globine thérapeutique AT87Q et actuellement utilisé 

dans plusieurs essais cliniques) soit avec un nouveau vecteur LV-shα2, incluant en 

plus un shARN dirigé contre l’α2-globine.  

 Nous avons d’abord effectué des expériences d’optimisation des conditions 
d’enrichissement et de culture des CSH. 

 Lorsque les meilleures conditions ont été définies, la transduction des CSH 

avec LV-shα2 et BB305 à différentes MOI a été réalisée.  

 Nous avons effectué des expériences de transplantation avec des CSH 

génétiquement modifiées dans des souris receveuses saines.  

 L’efficacité de transduction et de transplantation sont évaluées par qPCR 

et cytométrie, respectivement.  

 Les études moléculaires au niveau des ARN des chaines de globines 

murines et humaines dans les cellules sanguines sont effectuées par RT-qPCR. 

 Le phénotype des globules rouges est également étudié en analysant leur 

rigidité cellulaire et leur capacité de déformation grâce à de l’imagerie sur cellules 

vivantes.  
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Figure 11. Choix du milieu de culture et d’enrichissement en CSH. 
A) IEF pour sept souris SAD, et une souris WT en contrôle (C57BL/6). B) Nombre total 
de CFC obtenues à la suite de la déplétion en cellules Lin+ (Lin-/low) ou traitement par 
5-FU, puis cultivées en milieu α-MEM ou en StemSpan sans sérum (SS), à partir d’une 
souris SAD et d’une souris WT. Les données représentent la moyenne ± écart-type de 
trois réplicas techniques. C) Exemple de détection des cellules GFP+ par cytométrie 
en utilisant le logiciel FlowJo. D) Le taux de transduction, déterminé par le pourcentage 
de cellules GFP+ six jours après l’ensemencement dans le milieu semi-solide, pour 
chaque condition. Les données représentent la moyenne ± écart-type de trois réplicas 
techniques. 
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4.1. Mise en place et choix de la méthode d’enrichissement 
en CSH et du milieu de culture des cellules transduites avant 
transplantation 
 

 La présence de l’Hb anormale de toutes les souris SAD utilisées dans ce projet 

est confirmée par IEF (Figure 11A). Avant de lancer l’expérience de transplantation      

in-vivo, nous avons voulu déterminer quelle méthode d’enrichissement en CSH et quel 

milieu de culture étaient les plus adaptés pour la transduction de CSH de souris SAD 

et ensuite pour la transplantation. Dans ce but, deux méthodes d’enrichissement ont 

été testées sur des cellules de moelle osseuse extraites d’une souris SAD et d’une 

souris WT : la première est le traitement par 5-fluorouracile ou 5-FU, qui permet la 

sélection des cellules en quiescence, et la deuxième est la déplétion des cellules Lin+, 

pour enrichir en cellules hématopoïétiques Lin-/low. Après avoir récupéré les cellules 

par l’une ou l’autre méthode, les cellules sont cultivées soit dans du milieu StemSpan 

(sans sérum) soit dans du milieu α-MEM (supplémenté avec 15% de SVF). Le même 

cocktail de cytokines est ajouté dans les 2 milieux permettant le maintien des CSH. Le 

jour suivant, l’efficacité de transduction est analysée par transduction des cellules avec 

un LVV contrôle exprimant la GFP, à une MOI de 1, pendant 24 heures. Les cellules 

sont ensemencées dans un milieu semi-solide permettant le développement des 

progéniteurs myéloïdes et érythroïdes.  

 Le nombre de progéniteurs/CFC est plus important quand les CSH sont 

enrichies en utilisant la déplétion en cellules Lin+ en comparaison avec le traitement 

par 5-FU. De plus, les cellules Lin-/low sont plus nombreuses quand elles sont stimulées 

dans le StemSpan que dans l’α-MEM (Figure 11B). Le taux de transduction, quantifié 

par cytométrie (Figure 11C), est légèrement plus haut après traitement par 5-FU 

quand dans les cellules Lin-/low. Dans les cellules Lin-/low, la transduction est plus 

efficace quand les cellules sont cultivées dans du StemSpan sans sérum              

(Figure 11D). 

 En prenant en compte ces résultats, pour les expériences de 
transplantation qui vont suivre, nous avons décidé de transduire des cellules 
Lin-/low et de les cultiver dans du milieu StemSpan.  
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4.2. Mise en place de l’expérience d’analyse de déformation 
des globules rouges 
 

            

Figure 12. Environnement et taux d’oxygène auxquels sont confrontés les 
cellules dans les vaisseaux sanguins chez l’Homme. 
Ce schéma prend en exemple les cellules endothéliales bordant les vaisseaux et leurs 
expositions en oxygène dans l’environnement via le sang, et ces résultats sont 
transposables aux globules rouges circulant en contact également avec le sang. Le 
taux varie de 13% (sang artériel) à 3% (sang capillaires / sang veineux). (PromoCell, 
Vascular cell culture under physiological oxygen tensions, 2017) 

 

 

 Un moyen de déterminer si le LVV LV-shα2 améliore l’efficacité thérapeutique 

de la thérapie génique pour la drépanocytose est de comparer le taux de déformation 

des globules rouges à de faibles taux d’oxygène des souris transplantés avec des CSH 

transduites avec LV-shα2 ou avec BB305, pour mimer les conditions physiologiques 

dans lesquelles les cellules se déforment chez l’Homme.  

 Avant de commencer cette analyse, nous avons décidé d’optimiser le protocole 

de déformation en observant des globules rouges provenant de souris SAD et de 

souris WT en condition hypoxique grâce à de l’imagerie sur cellules vivantes dans 

différentes conditions d’oxygène. 

 L’air est composé de 21% d’O2. La pression atmosphérique est de 100 kPa au 

niveau de la mer, soit 760 mmHg (équivalent à 1 atmosphère). La pression partielle 

en l’oxygène (PO2) dans l’air inspiré sec est de 0,21 x 100 = 21 kPa. En réalité, il est 
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légèrement plus faible car dans tous les climats, l’air est humidifié et il faut soustraire 

la pression partielle de la vapeur d’eau. On estime environ à 19,6 kPa la PO2 dans l’air 

inspiré au niveau de la mer 74.  

 Au niveau du corps humain, la PO2 au niveau artériel est d’environ 13 kPa. Elle 

est d’environ 7 kPa dans les artérioles, et tombe environ à 3 à 4 kPa au niveau des 

capillaires 75. 

 En prenant ces données en compte, et en gardant à l’esprit que nous sommes 

dans un système artificiel, nos globules rouges de souris drépanocytaires in-vitro 

seraient dans un environnement considéré comme physiologique à partir de 13% 

d’oxygène environ, et la limite physiologique basse comme retrouvée dans le corps 

humain serait aux alentours de 3% (Figure 12). Pour se faire, nous utiliserons un 

microscope confocal couplé à une chambre à hypoxie (Figure 13A). Sachant que ces 

souris ne développent pas de symptôme de la drépanocytose à l’état physiologique, 

nous descendrons à des degrés d’hypoxie plus faible pour aggraver la sévérité de la 

déformation cellulaire, jusqu’à 1% d’oxygène (limite à laquelle nos matériels nous 

permettent d’aller).  

 Pour chaque expérience, les globules rouges de souris WT ont été utilisés en 

tant que contrôle négatif : aucun changement dans la forme des globules rouges 

contrôles n’a été observé, à n’importe quel temps ou n’importe quel taux d’oxygène 

(Figure 14A). 
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Figure 13. Analyse de la proportion de globules rouges déformés en condition 
hypoxique.  
Les globules rouges déformés sont nommés « Sickle cells » sur les différents graphes. 
A) Microscope confocal (Nikon A1 +) couplé à une chambre à hypoxie (Okolab).         B) 
Proportion de globules rouges déformés en fonction du temps, avec un changement 
d’environnement normoxique à 1% d’O2 effectué à 0 minute. Les données 
représentent la moyenne ± écart-type de * n = 3 ou 4 souris ; # n = 1 souris. C) Impact 
de cycles de désoxygénation/réoxygénation sur la déformation des globules rouges 
issus de deux souris SAD et deux souris WT. Un cycle correspond à 80 minutes à 1% 
d’O2 suivi de 80 minutes à 18% d’O2. Les photos sont prises à 40 minutes après 
chaque changement du taux d’oxygène. Les données représentent le pourcentage 
moyen de globules rouges déformés ± écart-type. D) Impact de paliers de 
désoxygénation successifs sur la proportion de globules rouges déformés dans le sang 
de deux souris SAD et une souris WT : 3 heures à 5% d’O2, puis 3 heures à 3% d’O2, 
3 heures à 1% d’O2. Les photos ont été prises à 0,5 et à 3 heures après le début à 5% 
d’O2, puis après 3 heures à 3% d’O2 et enfin 2,5 heures à 1% d’O2. Les données 
représentent la moyenne ± écart-type.  
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Figure 14. Photos de globules rouges en condition hypoxique. 
A) Globules rouges de souris WT après 2 heures à 1% d’O2 (la même forme biconcave 
est observée à tous les temps et à toutes les concentrations d’oxygène utilisées dans 
les expériences). B) Globules rouges de souris SAD après 40 minutes à 1% d’O2. C) 
Globules rouges de souris SAD à 18% d’O2 depuis 40 minutes après 3 cycles de 
désoxygénation/réoxygénation (1% / 18% O2). D) Globules rouges de souris SAD 
après 3 heures à 5% d’O2. E) Globules rouges de souris SAD après 3 heures à 5% 
d’O2, puis 3 heures à 3% d’O2 et enfin 2,5 heures à 1% d O2. F) Même échantillon que 
D, en y ajoutant une petite étape de réoxygénation (<10 minutes à 18% d’O2) suivi de 
2,5 heures à 5% d’O2.  
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4.2.1.  Déformation à 1% d’oxygène 

 

 Nous avons montré qu’après 30-45 minutes d’incubation dans une atmosphère 

à 1% d’oxygène, environ 75-85% des globules rouges de souris SAD sont déformés 

alors que les globules rouges issus de souris WT sont normaux ; cette proportion de 

cellules déformées est stable dans le temps (>12 heures) (Figure 13B). Dans ces 

conditions, la forme des globules rouges de souris SAD ont de multiples protrusions 

caractéristiques des cellules déformées observées chez l’Homme, même si elles n’ont 

pas la forme typique allongée en faucille (Figure 14B). Ces différences dans la forme 

peuvent être dû à différents paramètres, comme la température, le temps de 

désoxygénation, le volume corpusculaire moyen, la concentration en hémoglobine, la 

longueur des fibres d’HbSAD et la configuration du domaine des fibres 76. Néanmoins, 

les changements de forme impliquent forcément la polymérisation des fibres d’HbSAD 

qui déforment le cytosquelette et la membrane. Pour faciliter notre analyse et nos 

résultats, n’importe quel globule rouge dont la forme a été modifiée sera considéré 

comme anormal 77. 

4.2.2.  Cellules déformées permanentes circulantes et 
cycles de désoxygénation/réoxygénation 

  
 La présence de cellules déformées permanentes circulantes, présentes en 

conditions normoxiques, est caractéristique des patients drépanocytaires, et est 

corrélée à la sévérité de la maladie. Ces cellules contribuent à la physiopathologie des 

crises vaso-occlusives. Elles représentent 7 à 38% des globules rouges totaux du 

patient, ce taux variant selon la méthode de prélèvement et les conditions de            

stockage 78. Aucune cellule déformée permanente n’a été trouvée dans le sang des 

souris SAD dans des conditions normoxiques, même après 5 cycles de 

désoxygénation à 1% d’O2 pendant 80 minutes suivi par 80 minutes à 18% d’O2 

(Figure 14C).  
 La récupération de la forme de disque biconcave survient après le retour en 

normoxie en 10 minutes, et les cycles de désoxygénation/réoxygénation n’ont aucun 

impact sur le pourcentage de cellules déformées (Figure 13C). 
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4.2.3.  Paliers de désoxygénation 
 

 Pour évaluer différemment la déformabilité des globules rouges, nous avons 

effectué des expériences à différents taux d’oxygène.  

 À 8% d’O2 et au-dessus, après une heure, aucune cellule déformée n’est 

observée. À 7% et 6% d’O2, seulement quelques cellules ont une forme anormale. 

 Dans une autre expérience, les globules rouges ont été mis en chambre en 

hypoxie à 5% d’oxygène, et la quantification des cellules déformées a été effectuée 

après 0,5 heure et 3 heures à 5% d’oxygène, puis après 3 heures à 3% d’O2 et enfin 

après 2,5 heures à 1% d’O2 (Figure 13D) :  
- À 5% d’oxygène, nous observons 13% de cellules déformées après 0,5 heure et 48% 

après 3 heures (Figure 14D), montrant que le changement de 21% à 5% d’O2 pendant 

30 minutes n’est pas assez long pour atteindre le maximum de déformation à ce taux 

d’oxygène. Le temps de latence nécessaire pour la formation de polymères d’HbSAD 

est inversement proportionnelle à la concentration d’HbSAD désoxygénées 

(concentration plus faible à 5% qu’à 1%) 79. Donc, pour atteindre une stabilisation de 

la proportion de cellules déformées, il faudra plus de temps à des concentrations 

d’oxygène plus élevé (et donc, dans notre expérience, un temps plus long à 5% qu’à 

1% d’O2).  

- Lorsque ces mêmes globules rouges passent ensuite dans un environnement à 3% 

d’O2 pendant 3 heures, la proportion de cellules déformées passe à 72%.  

- Enfin, après un dernier changement à 1% de concentration d’oxygène dans la 

chambre pendant 3 heures, on atteint 82% de cellules déformées, ce qui est similaire 

à ce qui avait été observé lorsque les globules rouges passaient directement de 21% 

à 1% d’O2 en 30-45min (comparaison Figure 13B et Figure 13D).  

4.2.4.  Déformation à 3% d’oxygène 
 

 Dans une nouvelle expérience, les cellules venant des souris SAD sont 

observées après 3 heures et après 17 heures à 3% d’O2. Nous observons que le 

pourcentage de cellules déformées est stable dans le temps (52% à 3 heures vs 59% 

à 17 heures). Les cellules sont ensuite mises à 1% d’O2. En moins d’une heure, on 

observe 75% de cellules déformées, résultats similaires à ceux avec une 

désoxygénation directe de 21% à 1% d’O2.  
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4.2.5.  Déformation en faucille 
 

 Alors que les différentes procédures de désoxygénation précédentes (que ce 

soit directement à 1% d’O2, par des plateaux de désoxygénation successifs ou après 

des cycles de désoxygénation/réoxygénation) n’ont pas d’impact sur le taux final de 

cellules déformées à 1% d’O2, nous avons remarqué que le choix de la procédure 

influe sur la forme des globules rouges.  

 En effet, certains globules rouges provenant de souris SAD ont une forme plus 

allongée quand ils subissent la procédure des différents plateaux de désoxygénation 

(comparaison Figure 14B et Figure 14E). De façon intéressante, quand ces cellules 

sont ensuite réoxygénées (à 18% d’O2) pendant une courte période (entre 5 et 10 

minutes), et sont ensuite soumis de nouveau à des concentrations faibles d’oxygène, 

tous les globules rouges déformées acquièrent une forme typique de faucille, comme 

retrouvé chez l’Homme (comparaison Figure 14B et figure 14F). Etrangement, si la 

réoxygénation (à 18% d’O2) dure plus de 10 minutes, ou si les cellules ne sont pas 

soumises précédemment à la procédure des différents plateaux de désoxygénation, 

ce phénomène n’apparait pas et la forme reste la même (avec de multiples 

protrusions).  

 Attention, il est important de souligner que cette procédure (visant à ce que les 

cellules acquièrent une forme de faucille) ne change pas le pourcentage de cellules 

déformées à chaque niveau d’O2, mais change uniquement leurs formes.  

 Aucune cellule déformée permanente n’a été trouvé après que les cellules aient 

obtenu cette forme de faucille, mais la récupération de leur forme de disque biconcave 

est légèrement plus longue (environ 30 minutes) que dans les autres conditions.  

 

4.2.6.  Conclusion et protocole final  
 

 Pour conclure, la déformation des globules rouges se fait 
progressivement, et le maximum de cellules déformées est différent à chaque 
palier d’oxygène : la déformation est donc dépendante de chaque cellule, certaines 

étant plus sensibles que d’autres, ce qui est consistant avec l’existence d’autres 

paramètres différents pour chaque cellule influant sur la déformation, comme sa 

concentration corpusculaire en hémoglobine 69. 
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 L’ensemble de ces informations indiquent que le maximum de déformation, 

dans nos conditions et avec nos équipements, peut être atteint en 30-45 minutes avec 

un passage de 21% à 1% d’oxygène. Tout au long de ces expériences, nous avons 

observé différentes formes et apparences des globules rouges, selon la procédure de 

désoxygénation choisie. Ces résultats nous ont permis de définir le protocole final, qui 

sera utilisé pour l’analyse et la comparaison des globules rouges provenant de souris 

transplantées avec des CSH transduites par BB305 et celles transplantées avec des 

CSH transduites par LV-shα2.  

 Les globules rouges de souris transplantées avec des cellules modifiées par 

l’un ou l’autre vecteur vont être soumis à une concentration d’oxygène de 5% pendant 

3 heures, puis 3% pendant 3 heures et enfin 1% pendant 2 heures. Une courte étape 

de réoxygénation sera faite à 1% pendant 7 minutes, avant de les incuber toute la nuit 

à 1% d’oxygène. Des photos seront prises après 1,5 et 3 heures à 5% d’O2,                    

1,5 et 3 heures à 3% d’O2, 2 heures à 1% d’O2 et le matin du jour suivant 

(approximativement 14 heures à 1% d’O2 après l’étape de réoxygénation) (Figure 15). 

 

 

Figure 15. Schéma récapitulatif du protocole final choisi pour l’analyse de 
déformation future chez les souris transplantées. 
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4.3. Evaluation de LV-shα2 in-vivo 

4.3.1.  Analyse de la transduction des CSH 
 

 Dans le but d’évaluer l’influence d’un shARN dirigé contre l’α2-globine dans les 

CSH des souris SAD, les cellules Lin-/low provenant de sept souris SAD sont prélevées. 

Le pourcentage de cellules Lin-/low obtenu est d’environ 50%. Les cellules sont ensuite 

cultivées dans du milieu StemSpan, et transduites avec les LVV BB305 ou LV-shα2 

(respectivement le vecteur parent de référence et le nouveau vecteur) à 2 différentes 

MOI : une MOI de 1 et une MOI de 3. Les cellules sont ensuite transplantées dans six 

à sept souris receveuses irradiées (souris CD45.1), pour chaque condition. En tant 

que contrôle dans cette expérience, deux souris sont transplantées avec des cellules 

non-transduites (NT) (Figure 16).  

 Une petite proportion des cellules transduites sont ensemencée dans du milieu 

semi-solide à base de méthylcellulose, en trois réplicas techniques, pour quantifier le 

taux de transduction des cellules transplantées. Le VCN dans les cellules 

progénitrices, quantifié par qPCR, est de 0,4 à 1,0, et est corrélé avec la MOI utilisée 

(Figure 17A).  

 

Figure 16. Protocole expérimental des expériences de transplantations de CSH 
transduites. 
Les nombres dans les cercles représentent le nombre de souris incluses dans chaque 
groupe.   
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4.3.2.  Analyse de la NFS 
 

  Les NFS (leucocytes, globules rouges, hémoglobine, hématocrite, 

plaquette) sont similaires entre les souris des 4 groupes de transplantation            

(BB305 MOI 1 et 3, LV-shα2 MOI 1 et 3), et il n’y a pas de différence significative 

avec les 2 souris du groupe contrôle recevant les cellules NT (Table 2). Cela nous 

permet d’exclure le risque infectieux qui aurait pu induire un biais dans notre analyse.  

 En comparaison, dans la littérature, mon équipe avait démontré une légère 

diminution du taux d’hémoglobine et de l’hématocrite dans les souris SAD en 

comparaison avec les souris WT 52. L’équipe de Frank Constantini a observé une 

légère diminution du volume globulaire moyen et une augmentation du CCMH chez 

les souris SAD dues à de la déshydratation cellulaire 70. Ces résultats ne se retrouvent 

pas dans notre analyse de nos souris SAD. 

 
 

Tableau 2. NFS. 
Analyse effectuée sur 7µL de sang frais pour chaque souris. Les données montrent la 
moyenne ± l’écart-type pour chaque groupe.  
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Figure 17. Transplantation de cellules transduites provenant de souris SAD dans 
des souris syngéniques C57BL/6J CD45.1. 
A) VCN dans les CSH transduites à une MOI de 1 et de 3 avec BB305 et LV-shα2, 
et transplantées aux souris. Les données représentent la moyenne ± l’écart type de 
trois réplicas techniques. B) Exemple de détection des cellules CD45.1 et CD45.2 par 
cytométrie en utilisant le logiciel FlowJo. C) Chimérisme des souris receveuses 2 mois 
après transplantation. Le pourcentage des cellules CD45.2 dans le sang des souris 
receveuses CD45.1. Les données représentent la moyenne ± l’écart type pour chaque 
groupe. D) VCN dans le sang périphérique des souris receveuses 2 mois après la 
transplantation, pour chaque groupe. Les données représentent la moyenne ± l’écart 
type pour chaque groupe. 
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4.3.3.  Analyse de la prise de greffe  
 

 Le sang des souris receveuses est collecté et analysé deux mois après la 

transplantation. Le chimérisme est analysé par cytométrie (Figure 17B) pour vérifier 

la reconstitution hématopoïétique chez les souris irradiées receveuses. La proportion 

de cellules du donneur CD45.2 est de 90% à 93% dans toutes les souris syngéniques 

saines receveuses transplantées (pour rappel, ces dernières sont avec l’allèle CD45.1. 

Seulement une souris a un chimérisme faible de 72% (Figure 17C). 

 

4.3.4.  Analyse du VCN 
 

 Le VCN moyen est quantifié dans le VCN des leucocytes (les globules rouges 

étant énuclées) par qPCR pour chaque souris transplantée. Il est hétérogène entre les 

souris dans chaque groupe, et s’étend de 0,23 à 1,36 copies par cellule (Figure 17D). 

La moyenne du VCN est plus importante dans les souris transplantées avec LV-shα2 

à une MOI de 3 que dans les souris transplantées avec les cellules modifiées             

LV-shα2 à une MOI de 1 (0.88 ± 0.33 Vs. 0.53 ± 0.13 ; p = 0.03). Il n’y a pas de 

différence significative observée entre les souris transplantées avec les cellules 

modifiées BB305 (0.85 ± 0.34 at MOI 1 Vs. 0.75 ± 0.29 at MOI 3 ; p = 0.59). Ces 

résultats permettent donc la comparaison des différents groupes pour les analyses ci-

après.  
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4.3.5.  Analyse des ARNm humain  
 

 Pour évaluer l’impact du shARN ciblant l’α2-globine humaine au niveau 

moléculaire, les expressions des ARNm humains de l’α-globine et de la -globine sont 

évalués par RT-qPCR à partir des ARNm collectés du sang des souris transplantées. 

 Il est important de souligner que les sondes et amorces sont spécifiques de 

l’ADNc humain, et qu’il n’y a pas/peu de cross-réactivité avec les ADNc murins des 

souris C57BL/6J (Figure 18A et 18B). La sonde et les amorces de la -globine 

humaine permettent la détection des ADNc de la βSAD-globine et de la βAT87Q-globine 

thérapeutique. Le ratio des ARNm α-globine/β-globine pour chaque souris receveuse 

est calculé grâce à la méthode des ΔCT entre le signal obtenu pour l’α-globine et la    

β-globine, normalisé avec la valeur obtenue dans les échantillons provenant des souris 

contrôles (souris receveuses transplantées avec des cellules NT). Un graphe est tracé 

en mettant les ratios des ARNm α-globine/β-globine en fonction du VCN mesuré dans 

les leucocytes pour chaque souris correspondante (Figure 18C). Des courbes de 

régression linéaires exponentielles montrent que les ratios des ARNm                                      

α-globine/β-globine sont inversement proportionnelles au VCN, ce qui était attendu 

grâce à l’expression du gène de la βAT87Q-globine thérapeutique.  

 Les résultats montrent que les ratios des ARNm α-globine/β-globine diminuent 

de façon plus importante dans les cellules modifiées avec LV-shα2 en comparaison 

avec les cellules modifiées avec BB305, à VCN équivalent.  

 Quand les cellules sont transduites avec une copie de vecteur par cellule, la 
diminution du ratio des ARNm α-globine/β-globine est 1,7 fois plus importante 

en utilisant LV-shα2 qu’en utilisant BB305 (Figure 18C).  

 Nous avons montré pour la première fois dans une procédure in-vivo que 

l’utilisation d’une séquence codant pour un shARN ciblant l’α2-globine humaine 

présente dans LV-shα2 diminue le ratio des ARNm α-globine/β-globine, en 

comparaison à l’utilisation seule de la βAT87Q-globine thérapeutique dans BB305. Ces 

résultats démontrent l’efficacité in-vivo, à une échelle moléculaire, de ce nouveau 

vecteur thérapeutique pour moduler les expressions des ARNm d’α-globine et de          

β-globine, et appuient les résultats obtenus précédemment in-vitro dans les cellules 

de patients β-thalassémiques 64.  
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Figure 18. Analyse des ARNm humains dans les souris transplantées. 
A) ΔCT entre les ARNm humains et murins après RT-qPCR sur les ADNc provenant 
de souris SAD et C57BL/6J, en utilisant les sondes et amorces pour l’α-globine et la 
β-globine humaine. Les données représentent la moyenne ± écart-type de trois 
mesures indépendantes. B) Courbe d’amplification des ADNc provenant de souris 
SAD et C57BL/6J en utilisant les sondes et amorces pour amplifier les gènes de          
l’α-globine et de la β-globine humaine. C) Ratio des ARNm α-globine/β-globine, 
normalisé avec la valeur moyenne provenant des souris receveuses de cellules NT 
(contrôle), en fonction du VCN. Les courbes de régression linéaire exponentielle (en 
pointillé) sont tracées pour chaque groupe. 
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4.3.6.  Expression relative des chaines de globines 
 

 Au niveau protéique, nous avons voulu étudier l’impact du shARN contre         

l’α2-globine humaine par chromatographie en phase inverse (RP-HPLC pour 

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatographic method) sur des 

échantillons de sang venant de souris transplantées. La RP-HPLC permet de 

distinguer les différents monomères de globines humaines et murines, incluant les 

chaines de globines d’intérêt : la βSAD-globine endogène mutée responsable de la 

maladie chez la souris, l’α2-globine endogène humaine, et βAT87Q-globine 

thérapeutique exprimée grâce aux vecteurs. À cause de problèmes techniques, cette 

expérience n’a pu aboutir durant mon temps passé au laboratoire mais sera réalisée 

par la suite. 

4.3.7.  Déformation des globules rouges 
 

 La déformation des globules rouges est analysée et quantifiée par imagerie sur 

cellules vivantes en utilisant le protocole mis au point précédemment (cf Figure 15).  

 L’analyse se fait sur les échantillons de sang de chaque souris : entre 400 et 

1300 cellules (selon la densité cellulaire sur les photos prises) sont comptés 

manuellement à chaque temps, dans deux à quatre champs différents. Pour rappel, 

les différents temps d’analyse sont : après 1,5 et 3 heures à 5% d’O2, puis 1,5 et 3 

heures à 3% d’O2 et 2 heures à 1% d’O2.  

 Pour chacun des temps d’analyse, le pourcentage de cellules déformées est 

corrélé au VCN de la souris correspondante. Une ligne de régression linéaire 

exponentielle est tracée pour chaque groupe, avec comme ordonnée à l’origine la 

moyenne des valeurs obtenues avec les souris contrôle (receveuses de cellules NT, 

donc 0 copie de vecteur par cellule).  

 Comme attendu, la proportion de cellules déformées dans les souris WT 
contrôles recevant des cellules NT de souris SAD est légèrement plus basse que 

la valeur obtenue dans les souris SAD directement : cela est dû au chimérisme qui 

n’atteint pas 100% mais environ 90% dans les souris receveuses. Dans le groupe 

contrôle, après 3 heures à 5% d’O2, 37% de cellules déformées sont observées (contre 

48% dans les souris SAD). Après 3 heures à 3% d’O2, 61% des cellules sont 

déformées (contre 72% dans les souris SAD) et enfin, après 2 heures à 1% d’O2, il y 

en a 69% (contre 82% dans les souris SAD) (Figure 19A,B,C,D,E). Après l’étape de 
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réoxygénation et la nuit à 1% d’O2, et les cellules montrent une forme allongée typique 

(comparaison Figure 20A et Figure 20B), avec un pourcentage de cellules 

déformées équivalent à celui observé après 2 heures à 1% d’O2 (données non 

montrées). 

 Lorsqu’on regarde les résultats pour les souris recevant des cellules 
modifées par BB305 ou LVβ-shα2, la proportion de globules rouges déformés 

diminue à mesure que le VCN augmente, pour les 2 LVV utilisés. Cette diminution est 

dû à l’expression de la βAT87Q-globine thérapeutique (comparaison Figure 20B et 
Figure 20C). Toutefois, nous n’observons pas de différence significative dans les 

proportions de globules rouges déformées pour les cellules qui sont modifiées par 

LVβ-shα2 par rapport à celles modifiées par BB305 à ce temps d’analyse (2 mois post-

transplantation) (Figure 19A,B,C,D,E).  
 Nous pouvons donc conclure que le nouveau vecteur LVβ-shα2 a une 
efficacité équivalente dans la prévention de la déformation des globules rouges 
dans le modèle de souris drépanocytaire SAD par rapport au vecteur de 
référence BB305 utilisé actuellement dans des études cliniques : tous deux 

améliorent le phénotype des globules rouges drépanocytaire, en prévenant la 

polymérisation de l’HbSAD dans des conditions hypoxiques.  
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Figure 19. Pourcentage de globules rouges déformés chez les souris 
transplantées selon le groupe BB305 ou LVβ-shα2 en fonction du VCN 2 mois 
post-transplantation. 

Les globules rouges déformés sont nommées « Sickle cells » sur les différents 
graphes. 
La proportion de cellules déformées est déterminée après A) 1,5 heure à 5% d’O2 B) 
3 heures à 5% d’O2 C) 1,5 heure à 3% d’O2 D) 3 heures à 3% d’O2 et E) 2 heures à 
1% d’O2. La courbe orange et la courbe bleu sont les courbes de régression linéaire 
exponentielle dans les groupes des souris receveuses de cellules LVβ-shα2 et BB305, 
respectivement. Le point d’intersection (point noir) est défini par la moyenne des souris 
recevant les cellules NT (contrôle). Pour chaque point, le pourcentage de cellules 
déformées correspond à la moyenne de plusieurs comptages : pour C) et E) 
approximativement 500cellules sur deux champs ; pour D) F) et G) approximativement 
1000 cellules sur quatre champs.  
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Figure 20. Photo de globules rouges des souris transplantées avec les cellules 
transduites au microscope confocal. 

Photos des globules rouges provenant de A) une souris transplantée avec des cellules 
NT (souris contrôle), après le protocole complet (incluant l’étape de 
réoxygénation/désoxygénation) B) une souris transplantée avec des cellules NT 
(contrôle) après le protocole incomplet (à la fin du palier à 1% d’O2, le premier jour, 
sans l’étape de réoxygénation/désoxygénation) C) une souris recevant des cellules 
transduites avec LVβ-shα2 ayant un VCN de 1,36 après le même protocole que B). 
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5. DISCUSSION 

 

5.1. Conclusions des résultats du projet 
 

 Dans ce projet, nous rapportons la première étude in-vivo d’un nouveau vecteur 

thérapeutique, appelé LVβ-shα2, dans le cadre de la thérapie génique de la 

drépanocytose. Ce nouveau vecteur a pour but d’améliorer la balance bénéfice/risque 

en comparaison avec le vecteur actuel de référence, BB305, qui permet l’expression 

chez le patient d’une βAT87Q-globine thérapeutique ayant des propriétés                        

anti-polymérisation de l’HbS. Alors que BB305 a démontré une efficacité thérapeutique 

chez les patients drépanocytaire 56,57, l’utilisation de VCN élevé dans le cadre de la 

thérapie génique augmente le risque de mutagénèse insertionnelle et donc le risque 

de développement de cancers hématologiques et d’effets indésirables graves 58.  

 Basé sur des évidences cliniques obtenues chez des patients drépanocytaires 

ayant aussi une α-thalassémie 65,66, et basé sur les propriétés d’affinité des chaines 

d’α-globines pour celles de β-globine 69, LVβ-shα2 est le candidat parfait pour 

améliorer cette balance bénéfice/risque grâce à l’expression de la βAT87Q-globine 

thérapeutique, et de la réduction en même temps la synthèse des chaines d’α2-globine 

grâce au shRNA ajouté dans le vecteur.  

 L’efficacité de BB305 et LVβ-shα2 a été évalué dans le modèle de souris SAD, 

un modèle transgénique de drépanocytose, exprimant le gène de la βS-globine 

modifiée (βSAD) et également le gène de l’α2-globine humaine, nécessaire à 

l’évaluation de l’efficacité de ce nouveau vecteur. Nous avons transduit des CSH 

provenant des souris SAD avec les vecteurs BB305 et LVβ-shα2 (avec des VCN 

équivalents). Les différentes transplantations ont été réalisées avec succès, avec un 

chimérisme donneur/receveur élevé, similaire et reproductible. Deux mois après la 

transplantation, LVβ-shα2 permet une diminution des ratios des ARNm de                      

l’α-globine/β-globine 1,7fois plus importante par rapport à l’utilisation de BB305. Il a 

été démontré que l’expression des chaines de βAT87Q-globine thérapeutique étant 

équivalente entre LVβ-shα2 et BB305 à VCN équivalent 64. Nous pouvons donc 

conclure que nos résultats ont montré une diminution des ARNm de l’α-globine 
1,7 fois plus importante en utilisant le nouveau vecteur LVβ-shα2 en 
comparaison avec le vecteur de référence BB305 in-vivo. 
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 Ces résultats, qui montrent l’efficacité pour la première fois du nouveau vecteur 

dans la réduction du ratio des ARNm α-globine/β-globine in-vivo, sont cohérents avec 

ceux obtenus in-vitro chez des patients β-thalassémiques 64. Ce projet soutient 
également l’utilisation de ce nouveau vecteur chez les patients                                            
β-thalassémiques sévères β0/β0, pour qui l’utilisation de BB305 n’est pas 
suffisant pour atteindre une indépendance transfusionnelle 54.  

 À l’échelle phénotypique, LVβ-shα2 a montré une efficacité équivalente à 
BB305 dans la prévention de la déformation des globules rouges dans ce modèle 
de souris drépanocytaires. Malheureusement, nous n’avons pas observé 

d’amélioration phénotypique dans ce modèle murin de drépanocytose avec l’utilisation 

de notre nouveau LVV à ce temps d’analyse. 

 

5.2.  Hypothèses pour expliquer l’absence d’amélioration 
phénotypique malgré l’effet moléculaire 

 

 De nos jours, il bien établi dans la communauté scientifique et médicale que la 

réduction de l’expression du gène de l’α-globine chez les patients drépanocytaires a 

un effet positif et bénéfique. Des évidences cliniques ont montré qu’une diminution des 

niveaux d’α-globine, chez les patients drépanocytaires ayant également une                    

α-thalassémie, réduit la sévérité des complications de la drépanocytose, tels que le 

risque d’AVC, les vasculopathies pulmonaires, et les ulcères au niveau des jambes. 

La CCMH y joue un rôle important, en entrainant une réduction de la probabilité de 

formation du tétramère d’HbS et donc une diminution de la déformation des globules 

rouges 65,66.  

 De plus, selon les règles des interactions électrostatiques en fonction des 

affinités entre les chaines d’α-globine et de β-globine, l’hémoglobine HbAT87Q 

(α2βAT87Q2) devrait se former préférentiellement, au détriment de l’hémoglobine HbS 

(α2βS2). En effet, dans des conditions où le nombre de chaines d’α-globine est limité, 

on s’attend à ce que la différence d’affinité des différentes chaines de β-globines pour 

l’α-globine soit un paramètre déterminant, et permette l’augmentation de l’HbAT87Q et 

la diminution de l’HbS.  
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 Pour toutes ces raisons, nous espérions voir une différence dans la capacité de 

l’hémoglobine à polymériser et des cellules à se déformer, avec l’utilisation du nouveau 

vecteur thérapeutique LVβ-shα2. 

 Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer l’absence 

d’amélioration phénotypique dans la prévention de la déformation des globules rouges, 

malgré une amélioration à l’échelle moléculaire des ratios des ARNm                                  

α-globine/β-globine. 

 

5.2.1.  Hypothèse 1 : Conditions d’expérimentation 
 

 Nous n’étions pas dans les conditions optimales durant nos expérimentations 

pour reproduire l’environnement retrouvé chez l’Homme, dans lequel une diminution 

des chaines d’α-globine est connue pour être bénéfique chez les patients 

drépanocytaires.  

 Nous avons essayé de couvrir le plus de conditions possibles en termes de 

niveau d’oxygène et de temps passé en hypoxie. Notre système ne permet pas de 

descendre en dessous de 1% d’oxygène. Nous ne savons donc pas si les 80/90% de 

cellules déformées que nous observons dans nos souris SAD représentent toutes les 

cellules capables de déformées, ou s’il y a une réserve de cellules moins sensibles à 

l’oxygène que notre système et notre protocole ne nous permettent pas de faire 

déformer. Néanmoins, si des cellules requièrent des niveaux plus bas d’oxygène pour 

se déformer, cela signifie que ces cellules sont les moins sensibles à la polymérisation 

en condition hypoxique, et donc les moins malades. Il est alors évident que ces cellules 

seront guéries si elles sont modifiées par BB305. Par conséquent, elles ne seront pas 

soignées davantage en utilisant LVβ-shα2.  

 De plus, sachant que in-vivo le taux d’oxygène chute à 3% environ, descendre 

en dessous de 1% d’oxygène dans notre système in-vitro n’aurait pas été transposable 

à ce qui est retrouvé chez l’Homme physiologiquement.  

 Donc, même si notre protocole ne nous permet pas d’être dans des conditions 

sévères d’hypoxie, nous pensons que le résultat aurait été le même : cette hypothèse 

est la moins probable pour expliquer notre absence d’amélioration phénotypique. 
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5.2.2.  Hypothèse 2 : Analyse trop précoce  
  

 Une autre hypothèse est l’analyse trop précoce des rats post-transplantation. 

Un des facteurs limitant étant ma date de fin de projet, l’analyse à 2 mois                             

post-transplantation était nécessaire pour me permettre d’obtenir et d’analyser des 

résultats.  

 La prise de greffe, analysé grâce au chimérisme de l’allèle CD45.1 et CD45.2, 

était d’environ 90 à 93% chez nos souris transplantées. Cette valeur peut augmenter 

à des niveaux beaucoup plus élevés avec le temps, et sera évaluée par mon 

laboratoire après mon départ 52.  

 De plus, l’érythropoïèse est un processus long : in-vitro, la formation de globules 

rouges à partir de CSH durent environ 21jours dans des conditions optimales 80,81.  

 Enfin, des études précliniques similaires, analysant des vecteurs LVVs dans le 

modèle SAD, ont été réalisées au moins trois mois post-transplantations 52. La 

reconstitution hématopoïétique n’était peut-être pas suffisamment avancée pour 

observer une différence dans l’analyse de nos 2 LVV.  

 

5.2.3.  Hypothèse 3 : Modèle inadapté 
 

 Le modèle murin SAD n’est surement pas adapté pour évaluer le potentiel 

thérapeutique de LVβ-shα2 en comparaison à BB305.  

 Dans ce modèle transgénique de souris, seulement 19% de l’hémoglobine est 

capable de polymérisation (l’Hb SAD formée par le tétramère αh2βSAD2), ce qui explique 

le peu de symptôme de la maladie observée dans ce modèle. Cette concentration d’Hb 

capable de polymérisation est faible, et doit être l’élément limitant nous empêchant de 

voir une différence dans nos vecteurs. Dans chaque cellule recevant une seule copie 

du vecteur parent BB305, la quantité de globine βAT87Q produite doit être suffisante 

pour diluer l’Hb SAD jusqu’au seuil empêchant la déformation en condition hypoxique. 

Ajouter un shARN contre l’α2-globine ne changerait donc rien à la capacité d’une 

cellule de se déformer. 

 Cette hypothèse est la plus probable. Mathématiquement, faisons ensemble un 

calcul rapide chez nos cellules à 5% d’oxygène, concentration à partir de laquelle les 

cellules commencent à se déformer chez nos souris contrôle recevant des cellules 



  DISCUSSION 

 
67 

malades NT. Cette concentration est également celle à laquelle les cellules capables 

de déformation sont le plus sensibles à la baisse d’oxygène, car nous n’avons pas/très 

peu de déformation à 6% d’O2, mais pourtant nous avons 38% de déformation à 5% 

d’O2. C’est donc naturellement à cette concentration que LVβ-shα2 pourrait apporter 

la meilleure correction phénotypique en comparaison avec le vecteur BB305. Chez les 

souris recevant les cellules transduites, lorsque nous avons un VCN moyen de 1, nous 

avons au mieux 67% des cellules qui sont transduites (selon la loi mathématique de 

Poisson). Donc, si nous ramenons cela chez les 38% des cellules sensibles à la baisse 

d’oxygène à 5% d’O2, 25% au mieux sont transduites et 13% ne le sont pas. En 

sachant cela, si nous émettons l’hypothèse que toutes les cellules transduites sont 

corrigées, nous devrions observer ≥13% de cellules déformées restantes. C’est 

approximativement ce que nous observons dans le sang des animaux traités par les 

cellules transduites par BB305. Il n’est donc pas possible d’observer une amélioration 

avec LVβ-shα2 si toutes les cellules potentiellement curables sont déjà guéries avec 

l’utilisation de BB305. 

 
  



6. PERSPECTIVES 

 Des expérimentations dans d’autres modèles de drépanocytose plus proches 

de l’Homme, avec des taux d’HbS plus élevés, sont donc nécessaires pour conclure 

au potentiel thérapeutique et à l’amélioration de la balance bénéfice/risque de                       

LVβ-shα2 par rapport à BB305 pour la thérapie génique de la drépanocytose. 

 

6.1. Transduction et différenciation de CSH de patients 
drépanocytaires in-vitro 
 

 Une des alternatives serait la transduction de CSH CD34+ de patients 

drépanocytaires par les deux LVV (LVβ-shα2 et BB305) et leurs différenciations                  

in-vitro en globules rouges matures. Ce protocole a été développé par l’équipe de 

Naoya Uchida 82 sur des CSH provenant de patient drépanocytaire, qui ont été 

transduites avec un LVV permettant l’expression de la βAT87Q-globine thérapeutique. Il 

a été montré que ce protocole permet une différenciation érythroïde suffisante et la 

production d’Hb dans les globules rouges différenciés (production à la fois d’HbS et 

d’HbAT87Q thérapeutique). L’analyse du phénotype de ces cellules érythroïdes 

différenciées transduites par LVβ-shα2 ou BB305 en condition hypoxique serait 

pertinente et permettrait de montrer une amélioration avec l’utilisation de notre vecteur 

thérapeutique LVβ-shα2.  

 

6.2. Utilisation de lignée érythroïde in-vitro 

 

 Une autre approche serait d’utiliser une lignée cellulaire érythroïde humaine 

immortalisé ayant la mutation homozygote de la drépanocytose induite par            

CRISPR-Cas9 : la lignée sHUDEP-2. Cette lignée a été développé par l’équipe de 

Naoya Uchida 77, et permet l’expression uniquement d’HbS (sans expression d’HbA). 

Initialement, la lignée cellulaire érythroïde humaine immortalisée (HUDEP-2) utilisée a 

été développée par Kurita et al. 83, et permet une différenciation complète des cellules 

érythroïdes avec la génération finale de cellules énuclées. Grâce à la mutation de la 

drépanocytose dans les cellules sHUDEP-2, approximativement 45% des cellules se 

déforment à 5% d’O2 avec leur protocole et leur matériel. La transduction de ces 

cellules avec un vecteur lentiviral exprimant la βAT87Q-globine thérapeutique permet 
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une réduction de la proportion de cellules déformées 77. Cette lignée cellulaire serait 

un bon modèle pour évaluer notre vecteur candidat dans la thérapie génique de la 

drépanocytose. 

 

6.3. Transplantation de CSH de patients drépanocytaires 
dans un modèle murin humanisé  
 

 Une dernière option alternative serait la transplantation de CSH modifiées 

provenant de patients drépanocytaires dans un modèle murin humanisé. Jusqu’à peu, 

aucun modèle de souris ne permettait une érythropoïèse humaine complète, et la 

production finale de globules rouges humain dans le sang périphérique de souris 

transplantées. En mars 2021, l’équipe de Richard Flavell a développé un modèle de 

souris immunodéficientes avec une humanisation du foie et de certaines cytokines. 

Après greffe de CSH provenant de patients drépanocytaires, des globules rouges 

matures et persistants sont détectés dans la circulation sanguine. Des changements 

physiopathogiques liés à l’installation de la drépanocytose sont observés : la présence 

de globules rouges déformés dans les petits vaisseaux induisant par exemple des 

congestions dans le rein, des occlusions vasculaires, une augmentation des 

macrophages alvéolaires dans les poumons, une augmentation des progéniteurs 

érythroïdes dans la rate 84.  

 Ce modèle in-vivo a un très fort potentiel pour l’étude des maladies 

hématologiques comme la drépanocytose, et dans notre cas, nous permettrait l’étude 

phénotypique de globules rouges humains matures génétiquement modifiées.  

 Néanmoins, la présence de globules rouges murins résiduels peut rendre 

l’interprétation des résultats difficiles. À l’heure actuelle, il est difficile de les identifier 

et/ou de les enlever, ce qui rendrait compliqué le comptage des globules rouges 

déformés, et pourrait biaiser l’étude du nouveau vecteur. 

 

 Ce sujet est continué par mon équipe depuis mon départ. En prenant les 
résultats obtenus à l’échelle moléculaire ainsi que la littérature scientifique chez 
les patients drépanocytaires et α-thalassémiques, cela justifie complètement de 
continuer à persévérer dans cette voie.  
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ANNEXES 

 

Annexe 1. Protocole de dépistage néonatal de la 
drépanocytose chez les enfants à risque (VIDAL Recos, 
2022). 
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Annexe 2. Prise en charge des complications de la 
drépanocytose chez l’enfant et l’adolescent (VIDAL Recos, 
2022). 
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SUMMARY in English  

 Sickle cell disease (SCD) affects millions of persons worldwide and is the most 
prevalent inherited disorder in France. It is characterized by a single mutation of adenine to 
thymine in the β-globin gene, leading to the formation of an abnormal β-globin, called βS. The 
resulting hemoglobin (HbS) polymerizes at low pressure of oxygen and deforms the shape of 
red blood cells into sickle cells, leading to the clinical manifestation of the disease such as 
hemolytic anemia and vaso-occlusive events. Many patients are chronically transfused, and 
the only curative treatment to date is allogenic hematopoietic stem cells transplantation. Gene 
therapy by the use of lentiviral vector is a promising strategy to cure SCD patients, through the 
addition of therapeutic gene into the patients’ cells. A clinical trial using a lentiviral vector 
expressing the anti-sickling β-globin variant βAT87Q (BB305) demonstrated great therapeutic 
efficiency, by diluting the abnormal βs-globin chain and inhibiting HbS polymerization at 
elevated vector copy number. One challenge in lentiviral gene therapy is to maintain 
therapeutic efficacy at low vector copy numbers to avoid insertional mutagenesis and the risk 
of cancer development. Decreasing α-globin chain could achieve this challenge in SCD. 
Indeed, clinical evidences have shown that a decrease of α-globin via the co-inheritance of α-
thalassaemia decreases the severity of SCD phenotype, by a reduced mean corpuscular 
hemoglobin concentration, reduced HbS polymerization and thus reduced hemolysis. 
Furthermore, in the setting of gene therapy and expression of transgenic βAT87Q, thanks to the 
relative affinities of the α-globin chains, the limited α-globin chains may preferentially associate 
with the therapeutic βAT87Q-globin chain rather than with βS-globin chain. In this project, we 
developed in-vivo experiments to determine the efficiency of a new therapeutic lentiviral vector, 
LVβ-shα2. This vector allows the expression of a shRNA against α2-globin, in addition to the 
therapeutic βAT87Q-globin. The SAD mouse model, expressing the human α2-globin and βS-
globin chains, and showing sickle cells at low oxygen pressure, is an interesting model to study 
the expression of the human genes and to look at the effect of a decreased human α-globin 
gene expression on HbS polymerization. After transplantation of transduced cells in this mouse 
model, we showed that LVβ-shα2 decreased the α/β human globin mRNA ratio by 1.7 fold 
compared to BB305. Phenotypically, however, we did not observe a decrease in the 
percentage of sickle cells when red blood cells were put in hypoxic conditions These results 
are encouraging, but further experiments in a more severe model of SCD are needed to 
validate the therapeutic value of this new lentiviral vector. 
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RESUME en Français 

 

 La drépanocytose est caractérisée par la présence d’une β-globine anormale 
déformant les globules rouges. Lors d’essais cliniques de thérapie génique, un vecteur 
lentiviral BB305 exprimant la βAT87Q-globine thérapeutique empêche ce phénomène, 
mais la nécessité d’utiliser un grand nombre d’insertion du vecteur par cellule remet 
en cause la sécurité du patient. Plusieurs observations suggèrent de diminuer les 
chaines d’α-globine pour améliorer la balance bénéfice/risque. Dans ce projet, nous 
avons réalisé des expériences in-vivo pour déterminer l’efficacité d’un nouveau vecteur 
thérapeutique, LVβ-shα2, permettant l’expression d’un shARN contre l’α2-globine et 
de la βAT87Q-globine. En comparaison avec BB305, nous avons montré une réduction 
de l’ARNm de l’α-globine 1,7 fois plus importante avec LVβ-shα2, et une efficacité 
similaire dans la prévention de la déformation des globules rouges. Ces résultats sont 
très encourageants et prometteurs pour le futur de la thérapie génique.  
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