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L anémie de Fanconi, maladie candidate
a la thérapie génique

L’anémie de Fanconi (FA) est une
maladie génétique autosomique ré-
cessive définie longtemps par des ca-
ractéres cliniques, insuffisance mé-
dullaire progressive et prédisposition
a la leucémie aigué myéloblastique.
Les études biologiques récentes ont
démontré le réle majeur dans cette
maladie d’un défaut de réparation de
I’ADN [1]. Les lignées cellulaires is-
sues des malades présentent un
nombre anormalement élevé d’aber-
rations chromosomiques spontanées,
tendance qu’accentue l'action d’a-
gents pontants tels que la mitomyci-
ne C (MMC) ou le diepoxybutane.
La fragilitt chromosomique se tra-
duit aussi par le ralentissement du
cycle cellulaire en phase G2 et la
mort accélérée des cellules. Quatre
groupes génétiques de complémenta-
tion, A, B, C et D, ont été identifiés,
dont I'un des génes en cause, le geéne
FACC (groupe de complémentation
C de I'anémie de Fanconi), a été lo-
calisé sur le chromosome 9, cloné et
séquencé. Des mutations de ce gene
ont été identifiées chez environ 15 %
des malades atteints de FA. Puisque
I’ADNc de ce gene corrige le défaut
phénotypique des cellules et permet
leur croissance normale en présence
de MMC, le transfert du géne devrait
conférer aux cellules ainsi corrigées
un avantage sélectif de survie; 'ané-
mie de Fanconi semble se présenter
comme candidat idéal pour une thé-
rapie génique.

L’essai en a été fait, sur des lympho-
blastes immortalisés puis sur des cel-
lules hématopoiétiques  progéni-
trices, en utilisant comme vecteur un
AAV recombinant (adeno-associated vi-
rus). Il s’agit d’un parvovirus simple
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brin, dénué de propriétés réplicatives
par lui-méme, non pathogéne, sus-
ceptible d’intégration dans pratique-
ment toutes les cellules, de facon pré-
férentielle dans un locus situé sur le
chromosome 19q. La capacité de ce
vecteur de transférer un gene de glo-
bine humaine dans des cellules K562
a été démontrée [2] ainsi que sa ca-
pacité de s’intégrer dans des cellules
progénitrices [3]. Dans le cas pré-
sent, deux séries d’expériences ont
été réalisées dans I’équipe de
A.W. Nienhuis [4].

Des lymphoblastes de patients FA,
chez lesquels une mutation du geéne
FACC avait été identifiée, ont été in-
fectés par un AAV recombinant
contenant ’ADNc du gene FACC
(rAAV/FACC) et un marqueur NeoR,
permettant la sélection par le G418
des cellules infectées. La correction
du défaut phénotypique a été éva-
luée par comparaison des lympho-
blastes infectés et non infectés, ainsi
que d'une lignée lymphoblastique
normale. On a ainsi comparé la résis-
tance aux agents pontants (MMC), la
proportion de cassures chromoso-
miques spontanées, le pourcentage
de cellules arrétées dans les diffé-
rentes phases du cycle cellulaire.
Tous ces paramétres se trouvaient ra-
menés a la normale. Au niveau molé-
culaire, l'intégration du provirus a
été controlée par Southern blot. On a
aussi pu vérifier par PCR la présence
d’ARNm du géne transduit et, par
immunoprécipitation, la synthése de
la protéine correspondante.

Le transfert, puis I'expression dans
des cellules progénitrices, ont été ex-
périmentés sur des cellules CD34"
des mémes sujets, obtenues sur trieur

de cellules a partir de sang périphé-
rique. Ces cellules ont été incubées
avec le rAAV/FACC/NeoR et leur
croissance comparée a la croissance
spontanée des mémes cellules non
traitées, aprés contréle d’une trans-
duction effective du FACC. On
constate que la culture des cellules
transduites donne lieu a un nombre
de colonies environ quatre fois supé-
rieur a celui des cellules non trans-
duites, différence qui s’amplifie en
présence de MMC jusqu’a une aug-
mentation de huit a dix fois. Cette
croissance semble bien due a I'ex-
pression d'un géne normal dans une
cellule par ailleurs défectueuse a la-
quelle elle assure une survie préfé-
rentielle. Elle suggérerait donc que
I'anémie de Fanconi est effective-
ment un désordre de la cellule primi-
tive et qu’on peut corriger ce
désordre.
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