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> La manipulation thérapeutique de 
l’épissage permet de rétablir au niveau 
de l’ARN messager mûr un cadre de 
lecture interrompu par un défaut géno-
mique quelconque. Ce rétablissement 
peut être notamment obtenu par saut 
d’exon (exon skipping), ou par neutra-
lisation d’un site d’épissage aberrant. 
Dans les deux cas les effecteurs utili-
sés sont des oligonucléotides antisens 
(AON pour antisense oligonucléotides) 
complémentaires des sites à neutrali-
ser. Cette stratégie de reprogrammation 
des ARN prémessagers, proposée dès 
1993 par Riszard Kole (Chapel Hill) [1], 
n’a progressé que lentement au fil des 
années. Pendant plus de dix ans les 
preuves expérimentales de ces concepts 
in vitro et ex vivo se sont accumulées 
[2], sans être concrétisées par des 
essais cliniques. On assiste depuis quel-
ques années à une accélération des 
progrès, essentiellement liées à : (1) une 
optimisation de la chimie des AON et de 
leur adressage [2, 3] ; (2) une rationa-
lisation du choix des cibles [4] ; (3) un 
approfondissement des connaissances 
sur l’épissage normal et pathologique 
[5]. En raison de la structure modulaire 
éminemment favorable du gène DMD 
(Duchenne muscular dystrophy) et de la 
dystrophine, c’est l’« épissothérapie » 
par saut d’exon des dystrophinopathies 
(myopathies de Duchenne/Becker) qui 
est la plus avancée expérimentalement 
in vivo [6, 7] et qui a donné lieu aux 
premiers essais cliniques [8, 9].
A priori l’épissothérapie des bêta-tha-
lassémies ne relève pas du saut d’exon, 
car ni la structure du gène de la bêta-
globine (HBB) ni sa pathologie ne s’y 
prêtent. Cependant, il est des variants 
où la rupture du cadre de lecture 

concernent au moins 10 % des patients 
atteints d’une pathologie de l’hémoglo-
bine. Parmi les mutations candidates à 
une épissothérapie, celles qui siègent 
dans l’IVS2 (intervening sequence 2) 
représentent un modèle particulière-
ment intéressant et c’est sur lui que se 
sont concentrés les efforts. En effet, 
les mutations aux nucléotides 654, 705 
et 745 sont toutes trois créatrices d’un 
site donneur, et activent toutes trois un 
même site cryptique accepteur situé au 
nucléotide 579 (Figure 1). Le résultat 
est l’inclusion dans le préARNm d’un 
pseudo-exon de taille variable qui, 
dans les trois cas, interrompt le cadre 
de lecture. La mutation IVS2-654 a été 
le modèle le plus étudié, à cause de sa 
très grande fréquence en Chine et en 
Asie du Sud-Est [11]. Si elle n’engen-
dre pas un phénotype nul (β0-thal), 
c’est parce qu’il existe un phénomène 
d’échappement avec utilisation très 
minoritaire des sites normaux [15]. 
La première tentative de correction du 
transcrit primaire à l’aide d’un AON 
spécifique remonte à 1993 [1]. Les 
auteurs avaient obtenu la restauration 
d’un épissage correct en ciblant en 
système acellulaire, soit le site 5’ nou-
vellement créé, soit le site 3’ cryptique 
activé. Dans les années suivantes, le 
bien-fondé de cette approche a été 
vérifié expérimentalement dans des 
systèmes cellulaires : cellules HeLa, 
puis précurseurs érythroïdes de sujets 
thalassémiques [16-19]. Le passage à 
l’expérimentation animale in vivo a été 
franchi grâce à des souris transgéniques 
dont un des deux locus bêta globine 
avait été remplacé par le locus bêta 
humain portant la mutation IVS2-654 
[20]. Ces animaux sont hétérozygotes 

résulte de mutations créant des néo-
sites d’épissage [10]1. Ici le retour à un 
patron d’épissage normal pourrait être 
obtenu en masquant ces sites par des 
AON ciblés. Plusieurs articles récents 
font état de preuves de concept enfin 
obtenues in vivo dans un modèle murin 
[11, 12] et laissent espérer une possible 
application en clinique.

Les bêta-thalassémies
Ce sont sans doute les maladies généti-
ques les plus fréquentes au monde. Elles 
résultent de mutations très diverses, et 
au moins 200 mutations différentes ont 
été décrites [13], entraînant un déficit 
partiel ou total de synthèse des chaînes 
de bêta-globine dont les conséquen-
ces cliniques sont de gravité variable 
[10]. L’abord thérapeutique est le plus 
souvent un régime transfusionnel à 
vie, combiné à des chélateurs du fer. 
La greffe de moelle osseuse, seul trai-
tement correcteur, est d’usage limité 
(coût, rareté des donneurs, risques 
inhérents). Les espoirs fondés sur la 
réactivation du gène HBF codant l’hé-
moglobine fœtale ont été déçus [10] 
et la thérapie génique « classique » 
des hémoglobinopathies n’a pas encore 
fait ses preuves en clinique [14]. En 
matière d’épissothérapie, nous avons 
vu que seules peuvent être retenues 
celles des bêta-thalassémies qui résul-
tent de l’activation mutationnelle d’un 
site cryptique d’épissage (Tableau I). 
Si le nombre des mutations de ce type 
est limité, leur incidence épidémiolo-
gique n’est pas négligeable, car elles 

1 Il faut les distinguer des mutations exoniques ou juxta-exo-
niques affectant les sites consensus d’épissage (donneurs, 
accepteurs, activateurs, branchement) qui ne sont pas encore 
accessibles à l’épissothérapie dont il est question ici.
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pour la mutation dans un contexte 
humain (l’homozygotie serait létale). 
Bien qu’hétérozygotes, ces souris dites 
Hbbth-4/Hbb+ présentent un phénotype 
thalassémique. Elles n’expriment pas 
d’HbA humaine. Après une série d’ex-
périences effectuées ex vivo [17], une 
équipe de Shanghai a enfin apporté la 
preuve d’un effet bénéfique clinique 
et biologique de l’épissothérapie chez 
l’animal entier [11]. Ce résultat a été 
obtenu chez des souris Hbbth-4/Hbb+ 
[20] ayant intégré, par transgenèse 
dans des ovocytes fécondés, un vecteur 
lentiviral à double effet, portant à la 
fois une séquence codant l’AON spé-
cifique de la mutation humaine IVS2-
654, et une séquence codant un shARN 
(sh : short hairpin) destiné à diminuer 
l’excès d’ARNm de la chaîne alpha glo-
bine. Même si cette ingénieuse prouesse 
expérimentale apportait la première 
preuve de concept d’un effet théra-
peutique in vivo, on était encore loin 
d’une stratégie applicable en clinique. 
Le travail récent de l’équipe de Chapel 
Hill [12] franchit un pas décisif puis-
qu’il obtient un effet clinique avec syn-
thèse d’HbA par un traitement de saut 
d’exon. Des souris Hbbth-4/Hbb+ [20] 
ont reçu pendant 3 semaines (4 jours 
consécutifs, 3 jours d’arrêt) par injec-
tion intraveineuse (25 mg/kg) un oli-
gonucléotide antisens long de 18 nt 
dirigé contre la mutation IVS2-654 
(Figure 1). L’AON utilisé est un dérivé 
phosphorodiamidate morpholino conju-
gué à un peptide chargé positivement 
(« SSO 654-P005 » dont la composition 

n’est pas révélée) destiné à favoriser la 
pénétration nucléaire. Par comparaison 
avec les témoins traités par un AON non 
spécifique on a constaté la restaura-
tion de l’épissage normal (x 6) et sa 
traduction en HbA (environ 10 %), ainsi 
que la présence d’hémoglobine chimère 
souris(m)-homme(h) (mα2hβ2). On 
observait en même temps une remontée 
du taux global d’hémoglobine et une 
amélioration morphologique des globu-
les rouges. L’interprétation quantitative 
doit tenir compte de deux facteurs : (1) 
les souris étant hétérozygotes, seul un 
allèle a été corrigé ; (2) la durée de vie 
des globules rouges murins étant d’en-
viron 100 jours, un traitement de trois 
semaines n’a pu corriger que moins du 
tiers des cellules. La valeur observée de 
10 % d’HbA est donc proche de la valeur 
théorique. Aucun signe de toxicité 
hépatique ou rénale n’a été constaté, ni 
des signes de stimulation immunitaire 
(absence d’anticorps spécifiques, pas 
de stimulation des lymphocytes).

Perspectives

Les autres mutations responsables 
de thalassémies
On pourrait envisager d’élargir le 
domaine d’application aux thalassémies 
fréquentes (Tableau I) comme celles 
causées par la mutation IVS1-110, très 
répandue dans le bassin méditerranéen 
oriental (Grèce, Chypre, Liban, Turquie, 
Égypte) [10]. C’est une thalassémie 
sévère dont la prise en charge théra-
peutique est médicalement et écono-

miquement très lourde. À la lumière 
des progrès des connaissances et des 
méthodologies, les premiers résultats 
peu concluants obtenus en systèmes 
acellulaires en 1993 [1] pourraient être 
reconsidérés ; notamment en essayant 
d’atteindre d’autres cibles que la muta-
tion elle-même (point de branchement, 
séquences régulatrices d’épissage). 
L’hémoglobinose E avec son épissage 
anormal (site donneur anormal créé 
au codon 26 de l’exon 1) est presque 
toujours assez bénigne. Cependant l’hé-
térozygotie composite avec une autre 
mutation thalassémique entraîne un 
phénotype sévère qui justifierait son 
ciblage. D’autres mutations thalassé-
miques perturbant l’épissage normal 
sont potentiellement justiciables d’une 
épissothérapie et méritent l’attention.

Les AON vectorisés
L’action sur le préARNm des AON admi-
nistrés tels quels est de courte durée et 
implique pour les maladies génétiques 
un apport régulier dont on ignore pour 
l’instant la fréquence optimale et l’éven-
tuelle toxicité à long terme. C’est pour-
quoi on a en parallèle tenté d’obtenir 
une production permanente in situ des 
AON correcteurs grâce à des constructions 
camouflées dans une séquence naturelle 
d’ARN nucléolaire ou snARN, en particu-
lier la séquence U7, et incorporées dans 
un vecteur viral [21]. Cette stratégie a 
déjà fait la preuve expérimentale de son 
efficacité prolongée pour le saut d’exon 
thérapeutique dans un modèle murin de 
dystrophinopathie [22, 23-26]. Mais ici, 

Figure 1. Schéma de l’épissage au niveau du 
deuxième intron de la b-globine. L’épissage nor-
mal est figuré en pointillé bleu. Les épissages 
aberrants sont figurés en pointillé rouge. Les flè-
ches verticales indiquent le site des mutations qui 
toutes trois créent un site donneur. L’étoile indi-
que le site accepteur cryptique, le même activé 
par les trois mutations. Le résultat de ces épissa-
ges aberrants est l’inclusion d’un pseudo-exon, de 
taille variable selon la mutation (trait rouge), et 
un décalage de la phase de lecture de l’ARN.
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la nécessité de recourir à un vecteur viral 
représente encore un obstacle pour le pas-
sage aux essais  cliniques.
En attendant, à la lumière des résultats 
obtenus d’abord dans les dystrophi-
nopathies [8, 24], et maintenant dans 
certaines formes de thalassémie [12], 
c’est l’administration systémique d’AON 
qui porte les espoirs thérapeutiques les 
plus immédiats. ‡
Update on RNA splicing repair: 
applications to beta thalassemia 
and other perspectives
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Localisation 
de la mutation

Mutation
Conséquence 

moléculaire**
Géographie Remarques

Mutations introniques

IVS1 110 G > A  
Création d’un site accepteur 

aberrant
Bassin méditerranéen Fréquente et grave

116 T > G 
Création d’un site accepteur 

aberrant
Bassin méditerranéen

IVS2 654 C > T* Création d’un pseudo-exon Chine Fréquente et grave

705 T > G Création d’un pseudo-exon Bassin méditerranéen Sporadique

745 C > G Création d’un pseudo-exon Bassin méditerranéen Assez fréquente

837 T > G
Création d’un pseudo-exon 

(théorique)
Inde

Mutations exoniques
Codon 10 :
GGC > GCA

Activation d’un site cryptique 
(théorique) 

Inde

Codon 19 :
AAC > AGC

Activation d’un site cryptique 
donneur dans le codon 18

Malaisie Hb Malay

Codon 24 :
GGT > GGA

Activation d’un site cryptique 
donneur dans le codon 25

Afro-Américains

Codon 26 :
GAG < AAG

Activation d’un site cryptique 
donneur dans le codon 25

Asie Hb E

Codon 27 :
GCC > TCC

Activation d’un site cryptique 
donneur dans le codon 25

Bassin méditerranéen Hb Knossos

Tableau I. Principales mutations du gène HBB génératrices de bêta-thalassémie accessibles à une épissothérapie par masquage du site aberrant. 
* Mutation traitée dans l’article de Svasti et al. (2009) [12]. ** Expérimentalement prouvée dans tous les cas sauf ceux indiqués en italique. 
Les meilleurs candidats à l’épissothérapie sont les mutations créant un pseudo-exon au sein d’un intron (fond coloré bleu). Les mutations 
exoniques peuvent activer un site cryptique donneur résident, soit au codon 18, soit au codon 25. Leur masquage par AON n’a pas encore donné 
lieu à publication.
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