Journal de la Société de Biologie, 196 (2). 175-181 (2002)

Thérapie génique des maladies de Gaucher et de Fabry :

état actuel et perspectives

par Sylvie Fabrega'-? et Pierre Lehn'

1. INSERM U458, Hépital Robert Debré, 48, Bd Sérurier, 75019 Paris. 2. INSERM U510, Centre d'Etdes Pharma-
ceutiques, 5 rue Jean-Baptiste Clément, 92296 Chatenay-Mualabry. Correspondance . plehn@infobiogen.fr

Regu le 4 février 2002

RESUME

Les maladies de Gaucher et de Fabry sont des mala-
dies lysosomales qui appartiennent toutes les deux au
sous-groupe des sphingolipidoses. Cependant, ces
maladies présentent d’importantes différences a la fois
biologiques et cliniques. La maladie de Gaucher est
due a un déficit en glucocérébrosidase, une enzyme
membranaire, alors que la maladie de Fabry est en
rapport avec un déficit en une enzyme lysosomale
soluble, ’o-galactosidase. Des stratégies de thérapie
génique de type sécrétion/recapture sont donc indi-
quées dans le cas de la maladie de Fabry alors que la
thérapie génique de la maladie de Gaucher impose de
cibler les tissus les plus atteints. Dans la forme non
neurologique de maladie de Gaucher (type 1), les
recherches de thérapie génique se sont orientées vers
la transduction du gene GC dans le tissu hématopoié-
tique étant donné I’accumulation préférentielle du
substrat dans les macrophages. Des essais cliniques
avec des rétrovirus ont méme été effectués mais leurs

résultats sont mitigés notamment du fait des limita-
tions des vecteurs rétroviraux utilisés. Le développe-
ment de vecteurs lentiviraux ouvre ici de nouvelles
perspectives. Les lésions neurologiques des maladies
lysosomales impliquant des enzymes solubles semblent
a présent aussi approchables a 'aide de nouveaux vee-
teurs de type lentivirus ou AAYV ; les maladies de Gau-
cher de type 2 et 3 pourraient cependant présenter des
difficultés particuliéres en raison du caractére non
soluble de la glucocérébrosidase. Dans le cas de la
maladie de Fabry, les recherches actuelles, qui visent
a créer in vivo une source importante et disséminée de
production d’enzyme, ont permis d’obtenir de bons
résultats expérimentaux chez la Souris Fabry. Au
total, la place qu’occupera la thérapie génique dans le
traitement des maladies de Gaucher et de Fabry
dépendra a la fois de ses propres performances et de
celles des autres approches thérapeutiques, en parti-
culier de ’enzymothérapie.

SUMMARY Gene therapy for Gaucher disease and Fabry disease: a 2002 update

Gaucher disease and Fabry disease are lysosomal
storage disorders characterized by the accumulation of
sphingolipids. In both cases, the goal of gene therapy
is to permanently provide tissues with enzyme levels
allowing to avoid storage of the undigested substrates.
Different gene therapy strategies must however be
designed as Gaucher disease is due to a deficiency in
the membrane-associated enzyme glucocerebrosidase,
whereas Fabry disease is caused by a deficiency in the
soluble enzyme o-galactosidase. Indeed, a soluble
enzyme can be provided to tissues in trans by gene-
modified cells whereas gene transfer has to target the
most affected cells in the case of membrane-bound
enzymes. Thus, in non-neurological Gaucher disease
(type 1), the hematopoietic tissue has to be targeted as
the deficiency affects the monocyte/macrophage
lineage. Following promising preclinical studies, clini-
cal protocols have been initiated to explore the feasi-

bility and safety of retroviral transfer of the glucoce-
rebrosidase gene into CD34+ cells from patients with
type 1 Gaucher disease. Although gene-marked cells
were detected in vivo, the level of corrected cells was
very low, a finding indicating that improved vectors
along with partial myeloablation may be necessary.
Here, lentiviral vectors should enable more gene trans-
duction into the hematopoietic target cells. As concerns
the diffuse neurological lesions in types 2 and 3 of Gau-
cher disease, they will probably be especially difficult
to target by gene therapy because of the non soluble
nature of glucocerebrosidase. Finally, over the last few
years, Fabry disease has become a compelling target
for gene therapy as an etiology-based treatment stra-
tegy. Indeed, several recent studies aiming at creating
a large in vivo source of a-galactosidase have yielded
positive long-term results in the Fabry knock-out
mouse model.
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INTRODUCTION

Les lysosomes sont le siege principal du catabolisme
cellulaire. En cffet, les enzymes lysosomales sont impli-
quées dans la dégradation de la plupart des macromolé-
cules complexes intracellulaires (glycolipides, glycosa-
minoglycanes, glycoprotéines....). Les maladies
lysosomales, qui résultent de déficits enzymatiques spé-
cifiques, forment donc un vaste ensemble hétérogene de
maladies caractérisées par I’accumulation intracellulaire
des divers substrats non dégrades (Neufeld, 1991 ; Gie-
selmann, 1995). Considérées dans leur ensemble, les
maladies lysosomales sont relativement fréquentes (fré-
quence de 1/5000 a 1/10000) alors que chacune d’elles
cst plutdt rare. Ces maladies de surcharge peuvent étre
classées selon la voie métabolique ou intervient I’enzyme
déficitaire et donc selon la nature des substrats non
deégradés accumuleés dans les cellules. Les principaux
groupes formés par les plus de 50 maladies lysosomales
décrites a ce jour sont ainsi les lipidoses, les mucopoly-
saccharidoses ct les glycoprotéinoses, qui sont caractéri-
sées respectivement par 1’accumulation de sphingoli-
pides, de glycosaminoglycanes et de glycoprotéines.
L hétérogénéité des maladies lysosomales est d’autant
plus grande que le déficit enzymatique peut étre de degré
variable. En clinique humaine, on rencontre ainsi des
formes séveéres se manifestant dés la petite enfance qui
sont dues a un déficit enzymatique complet et des formes
tardives de I’adulte ou il y a persistance d’une faible
activité enzymatique' résiduelle.

Les maladies de Gaucher et de Fabry sont des mala-
dies lysosomales du groupe des sphingolipidoses. La
maladie de Gaucher est due a un déficit en glucocéré-
brosidase (GC) qui normalement catalyse la dégradation
de glucosylcéramide en glucose et céramide, alors que la
maladie de Fabry est due a un déficit en a-galactosidase
(o-Gal) qui intervient dans I'hydrolyse de globotriaosyl-
céramide en lactosylcéramide (Neufeld, 1991). Les deux
maladies sont donc caractérisées par I’accumulation de
sphingolipides, a savoir de glucocérébroside dans le Gau-
cher ct de sphingolipides neutres dans le Fabry. Cepen-
dant, ces deux maladies lysosomales présentent d’ impor-
tantes différences biologiques et cliniques qui doivent
impérativement étre prises en compte lorsqu’on envi-
sage leur traitement par thérapie génique (Salvetti et al.,
1995). Sur le plan biologique, I’a-galactosidase en cause
dans la maladie de Fabry fait partie des enzymes lyso-
somales dont P’adressage au lysosome fait intervenir le
récepteur au mannose-6-phosphate (man-6-P). Ces
enzymes sont dites « solubles » car elles sont partielle-
ment excrétées dans le milieu extracellulaire, d’ou elles
peuvent étre réinternalisées par des cellules se trouvant
a distance grice a des récepteurs au man-6-P situés sur
leur membrane plasmique. L’existence d’un tel méca-
nisme de sécrétion/recapture permet donc d’envisager
une correction croisée a distance dans le cas des mala-
dies lysosomales impliquant des enzymes solubles. A la
différence de I’'a-Gal, la GC en cause dans la maladie de
Gaucher n’est pas une enzyme soluble, son adressage
lysosomal ne faisant pas intervenir la voie du mannose-

6-phosphate. La GC est en effet une enzyme dite « asso-
ciée a la membrane » dont le routage au lysosome est
encore mal connu. Les maladies de Gaucher et de Fabry
sont également tres différentes sur le plan clinique (Neu-
feld, 1991, Gieselmann, 1995). La symptomatologie de
la forme non neurologique de la maladie de Gaucher
(Gaucher de type 1) est en rapport avec ’accumulation
préférentielle de glucocérébroside non degradé dans les
lysosomes des macrophages du systéme réticuloendo-
thélial (SRE); il s’agit donc schématiquement d’une
maladie de surcharge du tissu hématopoiétique avec des
organomégalies (foie, rate) et des signes hématologiques
et osseux. A la différence du type 1, les types 2 et 3 de
maladie de Gaucher comportent une atteinte neurolo-
gique majeure qui se révéle soit durant les premiers mois
de vie (type 2), soit durant I’enfance (type 3). En ce qui
concerne la maladie de Fabry, sa symptomatologie cli-
nique est principalement liée au dépdot de glycosphingo-
lipides non dégradés dans I’endothélium vasculaire avec
survenue secondaire d’atteintes cardiaques, nerveuses et
surtout rénales. C’est I’atteinte rénale qui est la cause de
décés dans la maladie de Fabry. De fagon schématique,
la maladie de Fabry peut donc étre considérée comme
une maladie multiviscérale, sans atteinte neurologique
primaire, dont le pronostic concerne le rein. Au total, les
maladies de Gaucher et de Fabry sont donc des sphin-
golipidoses présentant des particularités fort différentes
a prendre en considération pour la mise au point de stra-
tégies de thérapie génique.

1. Particularités favorables et défavorables des mala-
dies lysosomales pour la thérapie génique

Les maladies lysosomales présentent dans leur
ensemble des particularités pour la thérapie génique qu’il
est judicieux de rappeler ici avant de discuter plus spé-
cifiquement les perspectives de thérapie génique pour
les maladies de Gaucher et de Fabry.

Les maladies lysosomales sont généralement considé-
rées comme de bonnes candidates pour la thérapie
génique (Salvetti et al., 1995 ; Poenaru, 1996a; Poenaru,
1996b ; Caillaud & Poenaru, 2000; Yew & Cheng, 2001 ;
Barranger & Novelli, 2001). Tout d’abord, les génes en
cause (voire les mutations chez les patients) sont connus
et les ADNc ont été clonés et sont habituellement de
petite taille, ce qui permet leur inclusion dans la totalité
des vecteurs de thérapie génique. Ensuite, la nature ubi-
quitaire des enzymes lysosomales entraine qu’un ciblage
étroit n’est pas nécessaire lors du transfert de génes. La
prédilection tissulaire de I’accumulation des substrats
non dégradés permet par ailleurs de définir des tissus ou
organes cibles qui sont donc des cibles « larges ». De
plus, une expression faible et non finement régulée du
transgeéne devrait €tre satisfaisante vu qu’il s’agit
d’enzymes « de ménage » dont une faible activité est
compatible avec une vie normale comme cela est attesté
par I’existence de formes atténuées et de pseudodéficits.
Enfin des modéles animaux ont été développés pour bon
nombre de maladies lysosomales et permettent donc de
tester les divers types de vecteurs et de stratégies de thé-
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rapie génique, notamment des stratégies de
sécrétion/recapture dans le cas des enzymes solubles.

Les maladies lysosomales dans leur ensemble présen-
tent cependant aussi un certain nombre d’obstacles pour
la thérapie génique. En effet, comme pour toutes les
maladies génétiques, une efficacité a long terme est sou-
haitable, ce qui nécessite une expression stable du trans-
géne. Cest surtout I’atteinte neurologique primaire ren-
contrée dans beaucoup de maladies lysosomales qui pose
des problémes difficiles et particuliers pour la thérapie
génique (Poenaru, 2001). En effet, en raison de ’exis-
tence de la barriere hémato-méningée, une atteinte pri-
maire du systéme nerveux central (SNC) va sans doute
demander la mise en ceuvre d’une stratégie particuliére
a visée cérébrale afin de produire I’enzyme manquante
dans le cerveau méme. Ceci impose d’ailleurs le recours
a une approche combinée quand 1l y a la fois une atteinte
viscérale et une atteinte neurologique primaire (Poenaru,
2001). 1l faut aussi noter ici qu’une atteinte neurologique
peut exiger un traitement précoce avant la formation de
lésions irréversibles et que le caractére diffus des lésions
neurologiques des maladies lysosomales est responsable
de difficultés supplémentaires, notamment dans le cas
des enzymes non sécrétées. Par ailleurs, une atteinte mul-
tiviscérale pourrait elle aussi demander le recours a une
stratégie combinée associant cette fois-ci une approche
viscérale globale (de type secrétion de I’enzyme) et le
ciblage du transfert de génes au niveau d’un organe ou
tissu particulierement lésé ou difficilement accessible par
voie sanguine (os, cartilage) (Yew & Cheng, 2001).
Enfin, I’administration d’un vecteur (notamment viral) de
thérapie génique directement /n vivo expose a une
réponse immunitaire contre ce vecteur et [’expression du
transgene peut entrainer une réponse immunitaire dirigée
contre I’enzyme produite, en particulier dans les formes
les plus séveres avec absence compleéte de protéine enzy-
matique.

2. Stratégies de thérapie génique pour les maladies
lysosomales : cas particuliers des maladies de Gau-
cher et de Fabry

Les recherches de thérapie génique ont permis le déve-
loppement de divers types de vecteurs qu’il faut cepen-
dant utiliser dans des stratégies adéquates pour le traite-
ment des maladies cibles. Dans le cas des maladies
lysosomales, la stratégie de thérapie génique est fonction
tout d’abord du type d’enzyme en cause (Salvetti et al.,
1995). En effet, pour les enzymes solubles, une approche
de type sécrétion/recapture avec ses avantages ¢vidents
est envisageable. Divers tissus peuvent ici servir de
source de production de I’enzyme : fibroblastes (en par-
ticulier dans le cadre d'une stratégie organoides), foie,
muscle... Au contraire, dans le cas des enzymes non
solubles, un ciblage des organes critiques s’ impose.
Enfin, ’existence d’une atteinte neurologique primaire va
vraisemblablement demander la mise en ceuvre d’une
approche particuliére visant le SNC qui peut faire appel
soit a une stratégie directe (administration du vecteur in
vivo) soit a une stratégie indirecte (par I’intermédiaire de

cellules transduites ex vivo) (Peonaru. 2001). Toutes ces
considérations mettent clairement en ¢évidence 'impor-
tance que prendront sans doute dans le futur les
approches combinées, notamment maintenant que de pre-
miers résultats positifs ont été obtenus au niveau cérébral
dans des modécles animaux de maladies lysosomales
commme la mucopolysaccharidose VIl (MPS VII).

La maladie de Gaucher présente clairement un certain
nombre de points particuliers a prendre en considération
ici. Tout d’abord. I'enzyme en cause, la GC, est une
enzyme membranaire, non soluble ; il en découle qu’une
stratégie de type sécrétion/recapture semble d’emblée
peu prometteuse. Ensuite, en ce qui concerne la maladie
de Gaucher de type 1 : 1) le substrat non dégradé s accu-
mule dans les macrophages du SRE, ce qui fait du tissu
hématopoicétique le tissu cible privilegié pour le transfert
de genes; 2) la greffe de moelle osscuse allogénique est
efficace et, par conséquent, une transduction satisfaisante
du tissu hématopoiétique devrait ¢galement ctre efficace
3) 'enzymothérapie substitutive est elle aussi clinique-
ment efficace (mais elle utilise une enzyme modifice
dans le but de pouvoir étre captée par les macrophages) ;
4) la correction a long terme des cellules du tissu héma-
topoictique par thérapie génique aurait ict I'avantage
d’éviter les inconvénients ¢t risques de la greffe de
moelle osseuse allogénique (besoin de recourir a un don-
neur HLA-compatible et risque de maladie du greffon
contre I’hote GvH) et de I’enzymothérapie (répctition
des administrations et donc colt forcément éleve). Quant
aux types 2 et 3 de la maladie de Gaucher, qui compor-
tent une atteinte primaire du SNC, ils nécessiteront sans
doute le recours a une stratégie de ciblage du SNC
d’autant plus délicate que Iatteinte est diffuse et que la
GC est une enzyme associée a la membrane. non soluble.
Dans ce contexte, il faut cependant aussi se poser la
question de I'efficacité thérapeutique éventuelle de
macrophages cérébraux « ¢purateurs » généres par la
transduction du tissu hématopoictique étant donné que
des macrophages cérébraux dérivant du donncur ont ¢été
observés apres greffe de mocelle osscuse allogénique et
que certaines observations d’effets bénéfiques de 'enzy-
mothérapie sur Iatteinte neurologique pourraient étre en
rapport avec la migration de macrophages « chargés »
(Salvetti er al., 1995 ; Poenaru, 1996/ : Yew and Cheng,
2001). Enfin, divers modcles murins de la maladie de
Gaucher (de type 2 et 3) ont été développés, mais ils sont
peu adéquats pour les études expérimentales vu que les
animaux décédent durant les premiers jours de vie
(Tybulewicz et al.. 1992 Liu er al., 1998).

Comme déja indiqué plus haut, la maladie de Fabry,
qui est due a un deéficit en 0-Gal soluble. peut schéma-
tiquement étre considérée comme une maladie multivis-
cérale d’origine endothéliale, sans atteinte ncurologique
primaire, dont le pronostic est rénal. 11 en découle qu'une
stratégic de thérapie génique de type séerétion/recapture
semblec particulierement indiquée. Un transfert de genes
limité au seul rein risque en effet de ne pas étre suffisant
vu que des reins greffés ont a nouveau ¢te le sicge de
lésions (Poenaru, 1996a). La création d’'une véritable
« usine de production enzymatique » de taille impor-
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tante ct suffisante (par exemple, disséminée dans |’orga-
nisme) semble donc requise ici. Les recherches actuelles
de thérapie génique visent ainsi & tester I’efficacité de
telles stratégies de production enzymatique dans un
modeéle souris obtenu par invalidation génique (Ohshima
et al., 1997). Il n’est cependant pas exclu qu’une telle
approche « généralisée » doive s’accompagner d’une
stratégie ciblant le rein. Enfin, comme dans le cas de la
maladie de Gaucher, un traitement par thérapie génique
de la maladie de Fabry aurait I’intérét d’éviter les incon-
vénients des autres modalités thérapeutiques, & savoir
les problémes de la greffe rénale et la nécessité de réad-
ministrations particuliérement fréquentes (vu la durée de
vie trés courte de I’enzyme) lors de I’enzymothérapie -
Gal (Brady & Schiffmann, 2000 ; Siatskas & Medin,
2001).

3. Thérapie génique de la maladie de Gaucher de type
1 : études précliniques initiales et premiers essais cli-
niques

Le tissu hématopoiétique constitue trés clairement le
tissu cible pour le transfert de geénes dans les formes non
neurologiques de maladie de Gaucher (type 1). Les
études précliniques de thérapie génique se sont donc
d’emblée focalisées sur la transduction de ce tissu. Les
vecteurs dérivés des oncorétrovirus murins apparaissaient
comme des vecteurs particuliérement bien adaptés car le
tissu hématopoiétique est un tissu complexe et hiérar-
chisé, caractérisé par ’existence de trés nombreuses divi-
sions cellulaires lors de la différenciation des cellules
souches (CSH) en cellules différenciées (comme les
macrophages). Les rétrovirus ont en effet la capacité
d’intégrer efficacement leur matériel génétique dans le
génome des cellules qu’ils infectent en y créant un pro-
virus stable, ce qui fait que la modification génétique va
pouvoir persister et étre transmise aux cellules filles
issues des CSH transduites. De plus, la transduction des
réclles CSH devrait permettre une modification géné-
tique a long terme. De nombreux travaux in vitro ont
ainsi montre que des vecteurs rétroviraux permettaient de
transduire efficacement I’ADNc de la GC humaine dans
des progéniteurs murins et dans des cellules immatures
CD34' humaines (normales et de patients Gaucher) puri-
fiées a partir de diverses sources (moelle osseuse, cordon
ombilical, sang périphérique) (Nolta et al., 1992 ; Bahn-
son et al., 1994 ; Xu et al., 1994 ; Barranger et al., 1997).
1l a aussi été noté que I’efficacité de transduction des pro-
géniteurs é€tait augmentée lorsque la transduction était
effectuée en présence de stroma autologue et de facteurs
de croissance (IL-3, IL-6 et SCF) (Xu et al., 1995).
Divers autres travaux ont consisté en de « classiques »
expériences de reconstitution hématologique de souris
normales (irradiées) a 1’aide de moelle osseuse trans-
duite par des rétrovirus transportant le géne GC humain
(Nimgaonkar et al., 1995 ; Krall et al., 1996). Globale-
ment, ces travaux ont montré que le tissu hématopoié-
tique de la souris receveuse était repeuplé (en partie
importante) par des cellules transduites et que celles-ci
exprimaient le géne GC a long terme (plusieurs mois)

apres la greffe. Il est a noter que, dans le cerveau, une
proportion significative (20 %) des cellules macropha-
giques ont été trouvées étre dérivées du greffon et expri-
maient la GC (Krall et al., 1994). Un travail a aussi mon-
tré que la greffe de cellules transduites restait possible en
I’absence de traitement myélosuppresseur (irradiation)
de la souris receveuse, ce qui suggérait qu’une telle stra-
tégie moins agressive méritait d’étre testée chez I’homme
(Schiffmann et al., 1995).

L’ensemble des travaux expérimentaux précédents ont
amené le comité américain RAC (Recombinant DNA
Advisory Committee), qui supervise les protocoles cli-
niques de thérapie génique aux Etats-Unis, a donner son
accord pour des essais cliniques de thérapie génique chez
des patients atteints de maladie de Gaucher de type 1.
Ces protocoles cliniques sont présentés de fagon synthé-
tique dans la base de données interactives « Clinical
trials » du site internet du Journal of Gene Medicine
(www.wiley.co.uk/genmed) et ont par ailleurs aussi été
publiés (Dunbar & Kohn, 1996 ; Schuening et al., 1997).
Schématiquement, ces protocoles cliniques ont consisté
a utiliser des rétrovirus recombinants transportant le géne
GC (sous le contrdle du LTR rétroviral) pour la trans-
duction de cellules CD34' purifiées a partir de moelle
osseuse ou du sang périphérique (aprés mobilisation par
G-CSF). Les patients n’ont pas regu de traitement myé-
losuppresseur préalablement a I’injection des cellules
transduites car il ne semblait pas éthique de les exposer
a un traitement aussi agressif alors qu’existe une enzy-
mothérapie efficace. Le but de ces essais était donc
d’évaluer I’efficacité de transduction de cellules CD34'
Gaucher, la durée et le niveau d’expression du transgene
GC et la toxicité des procédeés employés. Le groupe du
NIH a publié les résultats de son essai qui peuvent se
résumer de la fagon suivante : (1) la greffe de cellules
CD34' Gaucher transduites a I’aide de rétrovirus est pos-
sible; (2) mais trés peu de cellules marquées sont retrou-
vées in vivo dans le sang et la moelle osseuse (< 0,02 %)
et ceci de fagon trés transitoire; (3) I'activité GC des
patients n’a donc pas été augmentée et aucun effet cli-
nique n’a pu étre observé (Dunbar et al., 1998). Ces
résultats plutdt négatifs ont cependant permis de mettre
I"accent sur le role négatif vraisemblable de I’absence de
toute myeélosuppression et sur les limitations des vec-
teurs rétroviraux employés.

4. Thérapie génique de la maladie de Gaucher : pers-
pectives actuelles

Le récent développement de vecteurs lentiviraux ouvre
treés clairement de nouvelles perspectives pour la thérapie
génique des formes non neurologiques (type 1) de la
maladie de Gaucher car ces vecteurs semblent plus effi-
caces que les rétrovirus murins pour la transduction des
CSH. En effet, les lentivirus ont principalement la capa-
cite¢ de transduire efficacement des cellules quiescentes
(comme les CSH). De plus, les vecteurs lentiviraux sem-
blent moins sujet que les rétrovirus murins a I’inactiva-
tion transcriptionnelle et leur expression semble aussi
moins dépendante du site d’intégration (Vigna & Naldini,
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2000). De trés nombreuses études expérimentales récentes
se sont donc focalisées sur I’utilisation de lentivirus pour
la transduction du tissu hématopoiétique. Elles ont glo-
balement démontré la supériorité des vecteurs lentiviraux
pour la transduction (en 1’absence de facteurs de crois-
sance) de progéniteurs humains multipotents et lors
d’expériences de reconstitution hématologique de souris
NOD/SCID avec des cellules CD34* humaines ou de
singes rhésus avec des CD34* autologues (Uchida et al.,
1998 ; Case et al., 1999 ; Evans ef al., 1999 ; Miyoshi ef
al., 1999 ; An et al., 2000). Si les lentivirus semblent trés
prometteurs, ils n’ont cependant pas encore été utilisés
jusqu’a présent en clinique humaine en raison d’évidentes
questions de sécurité d’emploi; il y a d’ailleurs un intense
débat entre les tenants des vecteurs dérivés du VIH et
ceux des vecteurs dérivés de lentivirus non-primates
comme le FIV (feline immunodeficiency virus), le CAEV
(caprine arthritis/encephalitis virus), ’EIAV (equine
infectious anemia virus) voire le virus bovin Jembrana
(Kingsman, 1999 ; Trono, 2000 ; Vigna & Naldini, 2000 ;
Metharom et al., 2000).

En ce qui concerne les perspectives de thérapie
génique des formes neurologiques de maladie de Gau-
cher (types 2 et 3), le fait marquant récent est trés clai-
rement I’obtention par thérapie génique d’effets positifs
spectaculaires sur les 1ésions neurologiques chez des sou-
ris modeles de la mucopolysaccharidose de type VII
(MPS VII ou maladie de Sly). Ainsi, ’administration
intracérébrale de vecteurs lentiviraux ou de vecteurs
AAV transportant le géne B-glucuronidase en cause dans
la MPS VII s’est révélée étre capable de corriger les
lésions neurologiques des animaux, avec détection de
I’activité enzymatique et diminution (voire disparition)
des anomalies de stockage dans des zones étendues du
cerveau (Elliger ef al., 1999 ; Bosch et al., 2000a; Bosch
et al., 2000Db). 11 faut cependant noter ici que ces résul-
tats spectaculaires ont été obtenus dans le cas d’une
enzyme lysosomale soluble et qu’ils ne peuvent donc
vraisemblablement pas étre directement transposés dans
le cas des atteintes neurologiques des types 2 et 3 de la
maladie de Gaucher vu le caractére membranaire, non
soluble de la GC.

5. Thérapie génique de la maladie de Fabry : pers-
pectives actuelles

En accord avec les particularités de la maladie de Fabry
(voir plus haut), les stratégies de thérapie génique actuel-
lement a I’étude visent toutes & créer in vivo une source
importante et disséminée de production d’a-Gal. Ces stra-
tégies peuvent d’ailleurs étre étudiées chez des souris
modéles (souris Fabry) obtenues par invalidation génique,
qui présentent les signes biologiques de la maladie
humaine (Ohshima er al., 1997). Des adénovirus et des
AAV o-Gal ont ainsi été administrés directement in vivo.
Aprés injection intraveineuse d’un adénovirus o-Gal chez
la Souris Fabry, de I’activité enzymatique a-Gal a été
détectée dans tous les tissus (foie, rein, cceur, poumon...)
de fagon transitoire (10 % d’activité persistant a
12 semaines) avec une quasi-disparition de I’accumula-

tion des sphingolipides durant une période de 6 mois
(Ziegler et al., 1999). L'utilisation d’adénovirus directe-
ment in vivo se heurte cependant aux problémes de la
toxicité du vecteur et de la nécessité de réadministrations.
L’utilisation de vecteurs AAV in vivo a aussi ¢été étudice
car il s’agit de vecteurs peu toxiques, peu immunogencs
qui permettent un transfert de geénes stable (Snyder,
1999). Ainsi, chez la Souris Fabry, un AAV a-Gal injecté
dans la veine porte a permis un niveau d’expression satis-
faisant du transgene (30 % de la normale) dans tous les
tissus durant 6 mois avec diminution persistante du stoc-
kage des sphingolipides (Jung er al., 2001). D autres
recherches récentes ont testé |'efficacité d’une stratégic
« indirecte » impliquant la réimplantation de cellules cor-
rigées ex vivo. Ainsi, de la moelle osseuse de souris Fabry
a été transduite a I’aide de rétrovirus a-Gal et puis utili-
sée pour la reconstitution hématologique de receveuses
Fabry irradiées (Takaneka et al., 2000 ; Qin et al., 2001).
De l'activité o-Gal accompagnée d’une diminution de
I"intensité de stockage des sphingolipides a été détectée
au niveau de tous les tissus a I’exception du cerveau. Le
tissu hématopoiétique sert ici de source diss¢éminée de
production d’a-Gal. Par ailleurs, des rétrovirus ont ét¢ uti-
lisés pour transduire in vitro le géne a-Gal dans des cel-
lules hématopoiétiques humaines normales et de patients
atteints de maladie de Fabry (Takancka er al., 1999;
Takiyama et al., 1999). Comme dans le cas du Gaucher
de type 1, les lentivirus devraient étre particulicrement
indiqués pour cette approche impliquant le tissu hémato-
poiétique et il se pose évidemment aussi la question dc la
myélosuppression. En conclusion, diverses stratégics de
thérapie génique sont donc actucllement explorées dans
le cadre de la maladie de Fabry vu que la thérapie génique
aurait I’avantage, par rapport a I’enzymothérapie, de per-
mettre un traitement a long terme.

CONCLUSIONS

Les maladies lysosomales semblaient initialement de
bonnes candidates pour la thérapie génique, en particu-
lier la maladie de Gaucher de type ! qui paraissait acces-
sible par transduction du tissu hématopoiétiquc a |'aide
de rétrovirus. Cependant, les résultats des premiers essais
cliniques dans le type | de la maladie de Gaucher ont ¢été
mitigés, en particulier du fait des limitations des vecteurs
rétroviraux utilisés. Par ailleurs, Ie développement d’un
traitement efficace par enzymothérapic a rendu encore
plus incertaine la place éventuelle de la thérapic génique
dans le cadre des maladies de Gaucher ct de Fabry.
Cependant, la mise au point récente de nouveaux vec-
teurs plus efficaces et plus adaptés (lentivirus, AAV)
permet a présent d’envisager a nouveau un futur pour la
thérapie génique des maladies de Gaucher et de Fabry.
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