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Maladie de Fanconi L
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« Maladie rare génétique récessive %;‘ I ot o -~
» Triade cliniqgue avec une variabilité inter-individuelle e \\( -y ' \‘
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» Syndrome poly-malformatif o TP
» Signes hématologiques r 1,,{ (

> Prédisposition aux cancers solides
Apres exposition a MMC

« 23 genes FANC impliqués dans la voie : FA/BRCA de réparation des ponts interbrins de 'ADN
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D’aprés Ceccaldi et al.,
Cell Stem Cell, 2011

Core complex
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Histoire naturelle hématopoiétique des patients Fanconi

« Pré-leucémie » SMD/LAM Transformation
—~ 0 Mutations oncogénetiques
O = 4 = C%) 1g+/MDM4, EVI1, -7, RUNX1
7 Sebert et al, soumis
Pool de cellules souches /
hématopoiétiques Cytopénie(s) Clone révertant
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Transformation maligne en Syndrome myélodysplasique (SMD) ou
Leucémie aigué myéloide (LAM)

Risque de déevelopper une LAM supérieur a celui de la population génerale (rosenberg etal, 2003)
Age median de survenue : a I'adolescence ou au stade de jeune adulte
Séquence oncogeénique : accumulation de mutations spécifiques, en particulier gain et pertes de fragments

chromosomiques
E‘ Il

5 Chré

E

I

| :

PR RN

. il | Wl il
Chr

Chr.1 Chr2 Chr3 Chr4

||\;|E - .I‘E\I E E il 1ol b ?

Chr.11 Chri12 Chr.13 Chr14 Chr15 Chr16 Chra7 Chr.18 r19 Chr20 Ch 21 CI"I .22 ChrX Ch A
RU‘NXF

Quentin et al, 2011



1- Lareversion héeématopoiétiqgue, un modele naturel
de thérapie génique

« Correction génétique spontanée —— wasion gonl\(’ers'on.ge”'q“e
acC .mljltatlon -
i e Acquisition de variant compensateur
Crossing-over mitotique

Mutations FANC bi-allélique Alldle réwertant

 Rétablissement d’un alléle fonctionnel du gene FANC muté -> Reconstitution de ’hématopoiese
X = o&&
O O
Expansion du clone révertant

* « Situation naturelle de thérapie génique »

thérapeutique  Vecteur  Cellules cibles




La thérapie genique dans |la maladie de Fanconi

 L'HSCT est actuellement 'unique traitement curatif du tableau hématologique (aplasie et transformation)
» Essais récents encourageants de thérapie de génique dans la maladie de Fanconi

b ® Uncorrected @ Corrected

Successful engraftment of gene-corrected
hematopoietic stem cells in non-conditioned B e T M o
patients with Fanconi anemia i
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Questionnements autour de la thérapie génique

Années

0 S 10 15 20

Histoire naturelle
prédominante Hématpoiése oligoclonale

Risque de SMD/LAM

Allogreffe de 0 S 20

cellules souches
hématopoiétiques
HSCT

Hématopoiése du donneur

Pas de SMD/LAM

Thérapie génique
ou Réversion
spontanée

SMD/LAM ??

Les patients Fanconi ont un risque intrinseque de développer une leucémie

» Qu’en est il chez les patients porteurs de cellules génétiguement corrigées par
thérapie génique ?



Objectifs de I'’étude de la réversion

»>1) Etude de laréversion dans une grande cohorte de patients Fanconi

Centre National de Référence « Aplasies médullaires constitutionnelles »

Hopitaux Saint-Louis et Robert Debré, Laboratoire de référence « Aplasies médullaires » APHP et @O@ MELGECAE L E
Equipe INSERM U944 Saint-Louis (L

centre de référence

Plus de 390 patients Fanconi prouvés et suivis longitudinalement au cours des 20 derniéres années

»2) Création en cours d’un modeéele murin de compétition cellulaire entre clones
hématopoiéetiques FA corrigés, non corriges et pré-leucemiques

Evaluer le risque résiduel de transformation leucémique chez les patients Fanconi
traités par thérapie génique



17 patients Fanconi revertants

» Reéversion fonctionnelle définie sur le Western blot de FANCD2 des lymphocytes (sensibilite

] _ o 10% des cellules)
Non Fanconi Fanconi Fanconi revertant
/ Voie FA/BRCA fonctionnelle

%
Lymphocytes e Se— S
Fibroblastes cutanés = ; % ' *

« Etude de laréversion génétique pour 13 patients du groupe FANCA en sequencant par capture NGS
Séquencage d’echantillons appariés : somatique (sang) et constitutionnel (fibroblastes cutanés)
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Confirmation et précision de la réversion genéetique

Mécanismes de réversion génétique pour 13 patients FANCA

Conversion génique ou Crossing over mitotique
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Impact de la réversion sur I’évolution clinique

* Aucun des 17 patients Fanconi révertants n’a développé de leucémie a un age médian de 23.6 ans, ni présenté
d’évolution clonale

Incidence cumulée d’un excés de blastes médullaires
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MOd él e mdu ri n Fan con | Pedro De Lima Prata, MD, PhD student

it )
e C57BL/6 Fancg”-modéle souris \ii @ @, —

Derived from Koomen et al., Hum Mol Gen 2002 \)
Domenech et al., Stem Cell 2019 pLVX-mEV1-GFP
3. Cloning 4. Plasmid DNA extraction

 Modification génétique des cellules @S2

hématopoiéetiques afin de mettre en place une
compétition cellulaire

Préparation des plasmides, production lentivirale, ‘ .
transduction des cellules O oL

Packsging .:_..'_l I




Expérience 1: cellules génétiguement-corrigées versus non corrigées

Lenti hEFla mFancg P2A t-RFP IRES
Lenti hEFla empty P2A eGFP IRES

L,

® .
Souris Donneuse Fancg KO ® C L o® ® o .
> © @ .OG 9Gy J-1
o0 ®

Souris receveuse WT

Suivi de la moelle osseuse

12 mois




Expérience 2: cellules génétiquement corrigées vs pré-leucémiques mEevilt

Lenti hEFla mFancg PZA t-RFP IRES
pLVX EFla mEvVil-IRES ZsGreen
Lenti hEFla empty PZA t-RFP IRES

Transduction lentivirale

°® Fancg x Evil

Suivi de la moelle osseuse

Gl <= -
L 8g 12 mois
"I T T
Lin-récolte et enrichissement f E { H( { {
e ® o0 9Gy J-1
.... ) .. ® ..0@ Y
.. .. Recipient WT
X
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1. Lux S et al, ESH meeting on BMF, 2020
100% penetrant AML



Conclusions et perspectives sur reversion

» Mise en évidence de laréversion génetigue chez les patients Fanconi revertants

» Meilleur devenir cliniqgue des patients Fanconi révertants

Encourage la thérapie génique

» Poursuite des expériences murines :

Valider 'avantage compétitif des cellules FA génétiguement corrigées sur les pré-leucémiques

Identifier une signature moléculaire du dialogue inter-clones dans ce contexte compétitif




2- Phénotype hématologique attéenué

 Phénotype hématologique moins grave :

e Numeération sanguine proche de la normale
e Rares évolutions en SMD/LAM
e Pas de réversion

 Modification du cycle cellulaire acquise dans les
cellules sanguines
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Objectifs de I’étude de I'atténuation

»>1) COMPRENDRE les mécanismes d’évolution clonale menant au
phénotype hématologique atténue

»>2) MODELISER I'avantage des cellules « atténuées » in vitro et dans
un modele murin in vivo

ldentifier des thérapies innovantes contre la défaillance de la

moelle osseuse
& )



Matériels et méthodes

» Prélevements de patients « atténues »

Centre National de Référence « Aplasies médullaires constitutionnelles »

Hopitaux Saint-Louis et Robert Debré, Laboratoire de référence « Aplasies médullaires » APHP et Q APLASIE
Equipe INSERM U944 Saint-Louis @@ MEDULLAIRE
&

centre de référence

40 patients identifiés au sein de la cohorte de plus de 390 patients

» Sequencer le genome entier de ces échantillons

Référence constitutionnelle (fibroblastes) vs prélévement somatique (moelle ou sang) « atténué »

» |dentification d’événements génétiques candidats

Fibroblastes



Matériels et méthodes

» Validation des événements candidats dans des modeles in vitro
Expériences fonction de I’événement identifié lors du séguencage
Tests de clonogénicité




Matériels et méthodes

> Validation des événements candidats dans des modeles in vivo
Cellules hématopoiétiques « atténuées » versus « Fanconi classique »

00 @
Y X
.. Y Transduction lentivirale
003
e
Souris Donneuse Fancg KO ® ....
Attendu :

Avantage des cellules atténuées

® Souris receveuse WT

Suivi de la moelle osseuse

@O 9Gy J-1

12 mois



Identifier des thérapies innovantes
contre la défaillance de la moelle osseuse

» Une fois les voies biologiques de 'atténuation identifiées, test de médicaments
mimant I'atténuation

Suivi de la moelle osseuse et sang

&G 12 mois
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Souris Fancg KO
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Réversion fonctionnelle confirmée génétiquement pour les 13
patients FANCA

Re-séquencage de FANCA par NGS capture courts fragments et long fragments dans le sang et
comparaison aux fibroblastes cutanés

Crossing over mitotique )

séquencage longs fragments/

Baisse de ratio allélique
pour un des deux variants
pathogenes de FANCA

3328 %, log ratio -0,4
(50 % / log ratio -1 attendu a

I'état htz) ’
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5 patients /12 présentent une LOH somatique

PATIENT
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EGF150
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LOH somatique

SNV htz constit

Mutation 2

848 bp

89 8358 200 bp 89 858 300 bp 89 B3B8 400 bp 89 858 500 bp 89 858 600 bp 89 858 700 bp 89 8359 000
| | | | |

)/

EGFO1ZQTERF_processed.bam

- - === === 1]|C:142(48%, 72+ 70-)
= = = = [G1(0%, 0+, 1-)

T: 153 (52%, 77+, 76- )

Viutation 2 révertante chri6:89 858 759
Total count: 279
VAF : 16% A:1(0%, 0+, 1-)
C: 60 (22%, 28+, 32-)
G:2 (1%, 0+ 2-)
T 216 (77%, 112+, 104-)
N:0

EGFO1ZQTERS processed.bam
ge

EGFO1ZQTERS processed.bam

Sequence -
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Mécanismes théoriques de correction genétigue spontanée

» Baisse deratio alléliqgue d’'une des deux mutations

» Conversion genique
Mutation #1
“"ﬁ
: Mutation #2
-

Conversion génique

» Back mutation Mutation #1
Mutation uzD

Mutation reverse

 Pas de baisse de ratio allélique d’'une des deux mutations
» Acquisition de variants secondaires compensateurs

Mutation #1
Mutation #2

Acquisition d'un variant compensateur en cis

Mutation #1
Mutation #2

Crossing-over mitotique

» Crossing over mitotique

Mutation Hli I

Alleéle révertant

Mutation #1 i I

Alléle révertant

Mutation #1
Wariant compensateur
Mutation #2

Alléle révertant

Mutation #1 Mutation #1
SEGREGATION
Mutation #2

Alléle révertant Alléle révertant
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