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• Eléments techniques et challenges de la thérapie génique pour les 
maladies rénales

• Applications cliniques et précliniques

Thérapie génique: Plan





La thérapie génique est une stratégie thérapeutique  qui consiste à faire pénétrer des gènes dans les cellules ou les 
tissus d'un individu pour traiter une maladie.

Méthode thérapeutique utilisant les gènes et l'information dont ils sont porteurs pour traiter une maladie génétique 
ou pour modifier un comportement cellulaire.

La thérapie génique est aussi envisagée comme une technique thérapeutique applicable à des maladies non 
héréditaires telles que le cancer ou le sida. Dans ces cas, la stratégie consiste à faire entrer dans les cellules malades 

(et dans aucune autre) un gène capable de les tuer

Larousse médical

Thérapie génique: définitions



Convention pour la protection des droits de l'homme et de la dignité de l'être humain à l'égard 
des applications de la biologie et de la médecine : 

Convention sur les droits de l'homme et la biomédecine

« une intervention ayant pour objet de modifier le génome humain ne peut être entreprise que pour des raisons 

préventives, diagnostiques ou thérapeutiques, et seulement si elle n’a pas pour but d’introduire une modification 

dans le génome de la descendance »

Thérapie génique: la loi 
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Protéine : structure primaire

Protéine : structure tertiaire
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Approbation FDA ?

O
n

co
lo

gi
e

M
al

ad
ie

s 
R

ar
es

M
alad

ies R
ares

O
n

co
lo

gie

Jennifer L. Peek – Nat Rev Nephrol Octobre 2023



Challenges face aux maladies rénales

Diaphragme de fente
30 à 40nm

Architecture rénale

Quelle voie 
d’administration ?

Quel vecteur ?
Identifier un vecteur / capside (virus ou non)
- qui atteint la cellule cible 
- qui y sera internalisé
- qui permettra l’expression du gène

La cellule cible (>20 types cellulaires dans le rein)
- Cellule quiescente → pas de division (podocytes)
- Cellule en division → intégration ?

Le gène (600 gènes de néphropathies)
- taille pour le plasmide
- promoteur



Jennifer L. Peek – Nat Rev Nephrol Octobre 2023

Thérapie génique : le vecteur

Promoteur 1,5kb + gène 

COL4A3-5 : 6,5-10kb
NPHS1-2 : 1,1-3,2kb
PKD1-2 : 5-14kb



Vecteur AAV : quel sérotype ? 

Grande hétérogénéité (de x0.1 à x100 / AAV9)

- Type de capside

- Type de voie d’injection

- Type de cellules cibles

Furrusho et al. 2023

Intraveinous

Renal Vein

Renal Pelvis

Le vecteur 

Ciblage des cellules mésangiales et du tube proximales mais pas des podocytes …



Voie d’administration

0,1mL/min

1-2mL/min

Région ciblée dépend 
- de la voie d’administration
- du mode d’administration : AR 2mL/min → TCP mais AR 0,1mL/min glomérules  



Impact de la maladie

Des espoirs dans le rein lésé +++

Furrusho et al. 2023

Meilleur ciblage des podocytes en condition 
pathologique que saine dans un modèle d’Alport 

avec AAV



Impact de la maladie

Des espoirs dans le rein lésé +++

Furrusho et al. 2023

Meilleur ciblage des podocytes en condition 
pathologique que saine dans un modèle d’Alport 

avec AAV

✓ Quand traiter ?  à quel stade de la maladie ? 

✓ Si stade avancé avec trop de lésions, peut-on reverser le 
phénotype (cellules terminales) ?

✓ Combien de cellules doivent être transduites pour que la 
thérapie soit efficace? 



Peut on reverser le phénotype ?  

Modèles animaux de réversion de phénotype

Alport Syndrome (AR condition)

ADPKD (AD condition)

Dong et al. Nat Genet 2021

Lin et al. JASN 2014

Extinction and reexpression of COL4A3 
restores the heterotrimer expression in the 
GBM

NPHS1 - Nephrin

Induction of nphs1 at birth prevent perinatal 
death in nphs1-/- mice

Juhila et al. Am J Pathol 2011

Nephrotic syndrome (AR condition)

Conditionally inactivation of Pkd1 or Pkd2 in a mice model
Subsequently reexpression of the inactivated gene

→ Reversal proliferation / inflammation, extracellular matrix 
deposition

→ Reversal of cysts formation

Could be possible to reverse the phenotype with some limits



Thérapie génique : applications dans les néphropathies monogéniques

Cherqui et al. KI 2025



Thérapie génique In Vivo : tubulopathies

Vecteur lentiviral

15 jours après injection

Syndrome de Dent CLCN5
Modèle murin KO

2022

- Expression dans les cellules 
tubulaires

- Expression dans certains 
glomérulaires



Effet bénéfique à 3 mois mais perdu à 4 mois 

Immunogénicité  anti-CLCN5 +++

Thérapie génique In Vivo : tubulopathies



Injection avant induction du KO (pas 
de protéinurie)

Nphs2 Flox/Flox

Ré-expression partielle de la podocine-HA Effet bénéfique sur la survie d’un petit 
groupe de souris

(n=3-4)

Injection AAV améliore le phénotype des 
souris KO/KI 
✓ Protéinurie et SN
✓ Lésions rénales (FPE, FSGS)

Injection après induction du KO 
(protéinurie)

Nphs2 Flox/R140Q

Amélioration de la protéinurie

Nphs2 Flox/Flox Nphs2 Flox/R140Q

Nphs2 Flox/Flox

Thérapie génique In Vivo : podocytopathies

Expression dans les autres tissus  



✓ Souris Nphs2 KO constitutif

✓ Protéinurie à la naissance
✓ Survie médiane de 22 jours

Au laboratoire:

AAV modifié ? 

✓ Souris Nphs2Flox/Flox KO inductible

✓ Identification de capsides spécifiques +++

✓ Promoteur hNPHS2 
✓ GFP ou mPodocine-HA
✓ Nombre plus important d’animaux

✓ Améliorer
• efficacité de transduction des podocytes
(injection à différents degrés de protéinurie)
• Effet sur le développement de la maladie

Résultats encourageants mais :
• Expression ectopique de la podocine-HA (foie et rate) avec le promoteur NPHS1
• Peu d’animaux/groupe & grande variabilité protéinurie
• Peu de podocytes transduits et faible expression de la podocine-HA

C. Antignac /G. Dorval

Thérapie génique In Vivo : podocytopathies



Thérapie génique Ex vivo : la cystinose Stéphanie 
Cherqui

+H

ATP

ADP + Pi

Lysosome

Cystinosine
CTNS

Cystine

Cysteine

ubiquitous

Cystine

Maladie dégénérative touchant de 
nombreux organes

Myopathy

Neurological defects

Mutations ou des délétions dans le gène CTNS 

Protéine lysosomale transmembranaires

Co-transporteur de cystine et de protons

→ Accumulation de cystine dans tous les tissus 
→ Maladie multi-systémique 



Stéphanie 
Cherqui

Fibroblastes
DsRed Ctns-/-

+

Macrophages 
GFP+

Naphade et al., Stem Cells, 2015

Transfert de cystinosine par 
contact entre cellules

Thérapie génique Ex vivo : la cystinose



Adapted from Leboulch, Nature 2013

Thérapie génique Ex vivo : la cystinose

Essai de phase 1/2 en cours a San Diego



Thérapie génique : Perspectives et Limites

Thérapie génique ex vivo 
→ adapté pour certaines maladies seulement

Thérapie génique in vivo 

Taille du transgène à exprimer

Quantité de vecteur +++ Prix et immunogénicité

Difficulté à atteindre la cellule cible
→ Choix du vecteur : viral / non viral
→ Identification de vecteur / récepteurs spécifiques
→ Choix  de l’administration

Risque de réaction immunitaire  
→ Vecteur dépendant +++

Récepteurs spécifiques d’espèce

Pas de méthode de référence
Prix +++

Autres méthodes moins étudiées

Edition du génome
CRISPR-Cas

Utilisation de vecteurs différents



Thérapie génique (AAV)

Thérapeutiques modifiant l’utilisation du génome 

Thérapie à ARN (ASO)



Delivery of oligonucleotide‐based therapeutics: challenges and opportunities | EMBO Molecular Medicine (embopress.org)

Thérapie à ARN 

Plusieurs types de thérapie à ARN

Pas de modification du génome

Modification de l’utilisation du génome

Dégradation des ARN
Modification de la maturation des ARN

Régulation de l’expression des ARN 

1 1

2
3



Thérapie à ARN 



Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Réduction significative de la protéinurie

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Réduction significative de la protéinurie

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Transcription        RNA polymerase  

Gene (DNA)

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Intron 

2

Promoter
Intron 1

Poly-A site

Pre-mRNA

A
A
A
A

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Intron 

2
Intron 

1

Splicing        Spliceosome

mRNA

Exon 1 Exon 2 Exon 3 A
A
A
A

Ribosomes

Protein

→ Exons en phase avec codon stop prématuré
 → Stratégie « saut de l’exon en phase »
 → Protéine avec quelques acides aminés délétés
 → Sauvetage partiel du phénotype
 → Myopathie de Duchenne

→ Mutations introniques responsables d’un épissage aberrant
 → Rectification d’un épissage normal
 → Protéine normale
 → Sauvetage complet du phénotype

Saei et al. Soumis

Thérapie à ARN : maturation de l’ARN



Hassan 
Saei

ASOs et Syndrome d’Alport – Rétention d’intron

Exon ExonT > G
Cryptic donor siteCryptic acceptor site

37

COL4A5 gene

Identification de mutations introniques profondes
-    Rétention de pseudo-exon
- Saut d’exon
  → Thérapie à ARN 



Hassan 
Saei

Exon ExonT > G
Cryptic donor siteCryptic acceptor site

ASO-M-2

ASO-M
ASO-DonorASO – Acceptor

38

2’-O-Methylation (2’-Ome)-RNA chemistry 
full phosphorothioate (PS) backbone

COL4A5 gene

ASOs et Syndrome d’Alport – Rétention d’intron
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Restauration de la protéine a5Col-IV par ASO

Knock-In 
Crispr Cas9

Phosphorodiamidate morpholinos (PMOs) and Endo-Porter peptides with 
polyethylene glycol conjugates

ASOs et Syndrome d’Alport – Rétention d’intron

→ Modèle murin en développement



→ Biodisponibilité

→ Dose nécessaire pour atteindre l’organe cible
  Rein : 25% du débit cardiaque
  Atteinte tube proximale >> podocyte

→ Ciblage d’une cellule cible 
 Couplage avec Ac / Utilisation de cargo

→ Thérapies personnalisées +++ (Milasen)

→ Risque de toxicité / off-target

Thérapie à ARN : Conclusion et perspectives

Modulation des voies impliquées dans la maladie 
rénale chronique

Antisense Oligonucleotide: A Potential Therapeutic Intervention for Chronic Kidney Disease - Kidney and 
Dialysis - 



Thérapies visant à modifier l’utilisation du génome : 
conclusions et perspectives

• Plusieurs outils disponibles in vivo ou ex vivo

• Technologies d’analyses cellulaires → identification de cibles cellulaires

• Progrès liés à la vectorisation : AAV spécifiques – LNP de 3eme génération – ASOs couplés …

• Problèmes liés aux maladies rares +++ Financement des études précliniques et des essais cliniques

• Applications en dehors des maladies monogéniques : transplantation rénale +++ 



Merci pour votre attention

42

guillaume.dorval@aphp.fr



Thérapie à ARN : maturation de l’ARN









Succès de la thérapie génique à ce jour 
2000 SCID-X1 (deficit immunitaire) 
2002 SCID-ADA 
2008 Amaurose 
2009 Adrenoleukodystrophie 
2010 Béta thalassémie 
2013 Wiskott-Aldrich syndrome 
2013 leukodystrophie métachromatique 
2014 Hémophilie B 
2017 Drépanocyose 
2017 Amyotrophie spinale 
2017 Epidermolyse bulleuse 
2017 Hémophilie A In vitro (RV) In vivo (AAV) 
2014 leucémies B 









Gene therapy research for kidney diseases | Physiological 
Genomics (physiology.org)

https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physiolgenomics.00052.2019#B80
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physiolgenomics.00052.2019#B80








RNA based therapy

Definitions of Key Terms
• adeno-associated virus (AAV) – a small virus that infects human cells and can  be used as a vector for gene therapy
• chimeric antigen receptors (CAR) T cells (CAR-T) – T-lymphocytes with  receptors that have been engineered to recognize specific antigens
• CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) – a gene  editing system combining a programmable nuclease with a customizable  input RNA; can also refer to the 
bacterial DNA sequences that led to the  discovery of this system
• CRISPR-associated system (Cas) – a family of nucleases used for CRISPR  gene editing
• gene editing – introduction of targeted mutations into a specific sequence of  DNA within the genome
• guide RNA (gRNA) – a short RNA sequence that directs Cas to  complementary sites within the genome
• indel – mutations featuring the insertion or deletion of base pairs, commonly  introduced during DNA repair processes
• interspecies blastocyst complementation (IBC) – establishment of a genetic  niche within a host embryo to grow a tissue from another species
• kidney organoids - multicellular units in vitro containing podocytes, proximal  tubules, and distal tubules in nephron-like patterns
• pluripotent stem cells (PSCs) – cells at an early embryonic stage that can give  rise to the entire body



L'acheminement efficace des OLS thérapeutiques vers leurs tissus cibles reste un défi majeur. Bien que tous les médicaments ASO approuvés par la FDA soient administrés directement par injection, 
d'intenses efforts de recherche ont abouti à différentes stratégies visant à améliorer l'administration in vivo des ASO, telles que les nanocarriers, l'administration virale, les nanoparticules, les 
anticorps et les aptamères. 

Les progrès des méthodes d'administration des oligonucléotides thérapeutiques ont été examinés dans un certain nombre de revues récentes [198,199,200,201,202].

L'inhibition de l'expression des gènes pertinents pour la MRC par les OLS peut entraîner des effets indésirables graves en raison de la multifonctionnalité des gènes cibles. Par exemple, bien que 
l'inhibition du TGF-β puisse supprimer la progression de la glomérulosclérose [123], le knock-out du TGF-β pourrait être mortel en raison de ses rôles essentiels dans de multiples processus de 
développement [124,125,126]. Les solutions possibles sont les suivantes :
(1)
Exploration des gènes cibles situés en amont ou en aval de la voie du TGF-β, tels que TSP1 (en amont) [113] et CTGF (en aval) [114].
(2)
Exploration des gènes cibles nouvellement évolués ou moins conservés, tels que APOL1 [118], de sorte que l'inhibition de ces gènes est probablement moins risquée que celle des gènes 
fonctionnellement conservés.
(3)
Identification des gènes responsables du diabète et de l'hypertension, car ces maladies sont les principales causes de l'IRC ; les thérapies ciblées basées sur les OLS peuvent prévenir l'induction de 
l'IRC [8,26,28,203].
(4)
L'étude des biomarqueurs liés à l'IRA, tels que la lipocaline associée à la gélatinase des neutrophiles (NGAL) et la molécule de lésion rénale-1 (KIM-1) [204,205], car ces biomarqueurs pourraient 
constituer des cibles thérapeutiques potentielles susceptibles de jouer un rôle dans la transition de l'IRA à l'IRC.

Les effets hors cible de l'ASO qui sont dépendants ou indépendants de la séquence peuvent entraîner une toxicité in vivo. Les solutions possibles sont les suivantes (1) l'allongement de la longueur 
de l'ASO de 15 mer à ~25-30 mer, ce qui augmente sa spécificité et réduit l'hybridation potentielle entre l'ASO et les ARN non ciblés ; (2) l'utilisation d'analogues nucléotidiques ayant un meilleur 
profil de sécurité, tels que la PMO, pour réduire la toxicité de l'ASO indépendante de la séquence. Un exemple de cette solution est le rejet du drisapersen (ASO modifié par 2′-OMe-PS, BioMarin 
Pharmaceutical) en raison d'une toxicité potentiellement mortelle et l'approbation de l'eteplirsen (ASO modifié par PMO, Sarepta Therapeutics) par la FDA en 2016 (le drisapersen et l'eteplirsen 
sont tous deux des médicaments ciblant l'exon-51 de l'ARNm de la DMD) [56].

Thérapie à ARN                 Les défis

Génénraux
Spécifiques aux maladies  rénales



•Anticorps anti-médicaments (ADA)
• L’immunogénicité médiée par les anticorps a été obtenue in vivo pour un médicament 

donné. Les anticorps spécifiques au médicament peuvent réduire l’efficacité du 
traitement et même inactiver complètement le médicament, et/ou ils peuvent induire 
des effets indésirables.

•Oligonucléotides antisens (ASO)
•Aptamères
• Oligonucléotides simple brin (20-100 nucléotides) qui adoptent des structures tridimensionnelles qui leur 

permettent de se lier très spécifiquement aux sites cibles des protéines.

Gapmer
Oligonucléotides antisens chimériques (ASO) qui contiennent un bloc central de nucléotides d’ADN, flanqué de séquences modifiées, contenant généralement des chimies d’acides nucléiques (LNA) 
2′-O modifiés ou verrouillés. Les gapmers sont utilisés pour le silençage génique en stimulant le clivage de l’ARN par le recrutement de la RNase H.
Nanoparticules lipidiques (LNP)
Les systèmes d’administration basés sur les LNP sont composés d’un ou plusieurs composants lipidiques, souvent un lipide cationique ionisable utilisé pour la complexation de l’ADN / ARN 
polyanionique et des lipides auxiliaires stabilisateurs tels que la distéaroylphosphatidylcholine (DSPC) et le cholestérol. En outre, les LNP peuvent être stabilisés stériquement par revêtement de 
surface avec du polyéthylène glycol (PEG). Les LNP ont une architecture lipidique interne complexe qui est bien adaptée à l’encapsulation stable et efficace des cargaisons d’ADN / ARN.
MicroARN (miARN)
Petits ARN non codants (∼22 nt), qui régulent l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel en dégradant les ARNm cibles, lorsqu’ils sont complémentaires à la séquence, ou en inhibant leur 
traduction lorsqu’ils ne sont pas entièrement complémentaires. Chaque miARN peut influencer l’expression de centaines d’ARNm.

Oligonucléotides morpholino phosphorodiamidate (PMO)
Oligonucléotides contenant une chimie non chargée. Le squelette des acides nucléiques a été remplacé par des cycles morpholino à 6 chaînons et des liaisons phosphorodiamidate, 
tout en conservant les nucléobases standard.
Acide nucléique peptidique (PNA)
Chimie oligonucléotidique non chargée avec liaisons amides entre les nucléobases. Les PNA sont fabriqués par synthèse peptidique.
Clivage de l’ARNase H
L’ARNse H hydrolyse les liaisons phosphodiester de l’ARN lorsqu’elle est hybridée à l’ADN.
Petit ARN interférent (siRNA)
ARN double brin (~21 nt) composé d’un brin guide complémentaire à l’ARNm cible et d’un brin passager. Les siRNA agissent dans le complexe de silençage induit par l’ARN 
endogène (RISC) pour dégrader l’ARNm.

Mise en place de produits thérapeutiques à base 
d’oligonucléotides : défis et opportunités | EMBO Médecine 
moléculaire (embopress.org)

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.202013243
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.202013243
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.202013243


Une vaste gamme de systèmes de livraison pourrait être utilisée pour livrer les ON; Cependant, la majorité cible le 
foie ou délivre dans tout le corps sans spécificité. D’autres progrès sont nécessaires pour améliorer 
l’administration spécifique aux tissus.
Notre compréhension des toxicités induites par l’ON s’est améliorée, et de nombreux tests prédictifs in vitro ont 
été développés pour exclure les candidats toxiques au début du développement. Étant donné que certaines 
toxicités dépendent de la séquence, il sera important de mettre en œuvre le dépistage de la toxicité dès le début 
du développement préclinique des ON.
Suivant l’exemple du milasen, il est prévu que des thérapies ON sur mesure seront développées pour d’autres 
maladies du cerveau. Un processus pour guider ce développement est nécessaire.
Des données cliniques très limitées sont disponibles pour de nombreux ON thérapeutiques, car la plupart ciblent 
des maladies rares et ont été testées chez des dizaines ou, au mieux, quelques centaines de patients. Cependant, 
cela pourrait être sur le point de changer grâce à de nouveaux médicaments ON ciblant des troubles courants, 
tels que l’hyperlipidémie, qui pourraient produire des données cliniques sur des milliers de patients et accélérer 
davantage le développement de futurs ONs thérapeutiques.



Souris 
transgéniques

Modèle de néphropathie « aigue » liée à Apo-L1

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Protéinurie 

Modèle de néphropathie « aigue » liée à Apo-L1

Second hit 
→ IFN-g

Souris 
transgéniques

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Modèle de néphropathie « aigue » liée à Apo-L1

Second hit 
→ IFN-g

APOL1-ASO
Sous-cutané

Souris 
transgéniques

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN



Second hit 
→ IFN-g

APOL1-ASO
Sous-cutané

Diminution significative de la protéinurie après ASO
Limite : modèle « préventif »

Modèle de néphropathie « aigue » liée à Apo-L1

Souris 
transgéniques

Thérapie à ARN : dégradation de l’ARN
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