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Abréviations

AAYV : adeno-associated virus

AAVT : recombinant adeno-associated virus

Ad : adénovirus

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ARNmM : acide ribonucléique messager

BMD : Dystrophie musculaire de Becker

CAG : promoteur chimeére de la B-actine de poulet fusionné a I’enhancer du promoteur précoce du
Cytomégalovirus

CD : cellule dendritique

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

cm : macaque cynomolgus (Macaca fascicularis)

cmEpo : érythropoiétine de macaque cynomolgus

CMH: complexe majeur d'histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CPA : cellule présentatrice d’antigenes

CsCl : chlorure de césium

CTL : Lymphocyte T cytotoxique

Des : promoteur de la desmine humaine

DMD : Dystrophie musculaire de Duchenne

Dox : doxycycline

Epo : érythropoiétine

FGF-R: Fibroblast Growth Factor Receptor

FIV: Feline Immunodeficiency Virus

FIX : facteur IX de la coagulation

GFP : green fluorescent protein

gsg : y-sarcoglycan

haAT : alpha-antitrypsine humaine

HIV: Human Immunodeficiency Virus

HLA : Human Leucocyte Antigen

HSPG: Heparan Sulfate Proteoglycan

HSV : Herpes Simplex virus

Ht : hématocrite

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : interleukine

IM : intramusculaire



ITR : inverted terminal repeat

1V : intraveineux

kb : kilobase

kDa : kiloDalton

LacZ: gene de la B-galactosidase d'E. coli

Mb : mégabase

MCK : Muscle Creatine Kinase

mdx (souris) : modéle murin de la myopathie de Duchenne
mEpo : érythropoiétine murine

MOI : multiplicité d’infection

MuMoLYV : Murine Moloney leukemia virus

nls : nuclear localization signal

p.i : particules infectieuses

p.t : particules totales

pA : signal de polyadénylation

pb : paire de base

PBMC : peripheral blood mononuclear cells

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDGFR : platelet-derived growth factor receptor
RBE : Rep Binding Element

RBS : Rep Binding Site

RCA : Replication Center Assay

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR

rtTA : reverse tetracycline controlled transactivator
SIV: Simian Immunodeficiency Virus

TCR : Récepteur des lymphocytes T

Tet: tétracycline

Tet-Off : systéme de répression de la transcription contrdlé par la doxycycline
Tet-On : systéme d’activation de la transcription contrélé par la doxycycline
trs : terminal resolution site

tTA : tetracycline controlled transactivator

tTS : tetracycline controlled transcriptional silencer
v.g : vector genome

WPRE : woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element
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Préambule

Au cours de nos travaux de these, nous avons utilise les vecteurs dérivés de I’Adeno-
Associated Virus (AAV). L’évaluation in vivo de vecteurs AAV recombinants (AAVr) dans
des modeles petits et gros animaux a montré que le transfert de gene était efficace et stable
dans de nombreux organes comme le muscle, le foie, le poumon, le systéme nerveux central
et la rétine. Le développement récent de sérotypes présentant des tropismes qui leur sont
propres permet de choisir le vecteur adapté a I’organe cible. Nous avons utilisé les vecteurs de
sérotypes 1 et 2 dans le muscle de souris et de primate, véhiculant I’ADN complémentaire
(ADNCc) de I’érythropoiétine (Epo) homologue utilisé comme géne rapporteur, placé sous le
controle du systéme inductible Tet-On. Ce systeme repose sur I’utilisation d’un
transactivateur (rtTA) qui induit I’expression du transgene en présence d’un inducteur

(doxycycline, Dox).

Nos travaux font suite a des études faites chez la souris (Bohl et al., 1998) et le primate
(Favre et al., 2002), qui montraient une expression du transgene en I’absence d’inducteur,
incompatible avec un développement clinique sécurisé. De plus, I’étude de Favre et al (Favre
et al., 2002) montrait I’apparition d’une réponse immunitaire contre le rtTA, avec détection
d’effecteurs T dirigés contre le transactivateur (tests Elispot IFN-y) et d’infiltrats
inflammatoires lymphocytaires dans le muscle cible, aboutissant & une perte de I’expression

du transgene chez la quasi-totalité des animaux.

Nous avons évalué I’efficacité de nouvelles constructions du systeme de régulation, les
cassettes d’expression du transactivateur et du transgéne étant clonées dans un vecteur unique.
Apreés une étape de criblage chez la souris, nous avons montré que I’efficacité de la régulation
est améliorée par I'utilisation de versions optimisées du transactivateur (rtTA2>-M2) (Urlinger
et al., 2000) et qu’elle est fonction de I’orientation relative des cassettes d’expression.
Toutefois, la régulation ne persiste pas chez le primate, malgré I’utilisation d’un promoteur
tissu-spécifique (promoteur de la desmine humaine) (Li and Paulin, 1991). La perte de
I’expression du transgene s’accompagne de la détection d’anticorps dirigés contre le

transactivateur et d’infiltrats inflammatoires lymphocytaires dans les muscles cibles.



Nous avons compareé I’efficacité du transfert de gene médié par I’AAV-1 et ’AAV-2. Les
résultats obtenus confirment globalement ce qui avait été montré dans des modéles murins
(Chao et al., 2000) (Chao et al., 2001) (Gao et al., 2002) (Gao et al., 2004b) et canins (Arruda
et al., 2004); dans notre étude, I’utilisation d’AAV-1 permet une augmentation de

I’expression du transgéne d’un facteur dix environ.

Toutefois la surexpression d’Epo par le muscle s’accompagne d’effets secondaires ; deux
primates parmi les huit utilisés ont développé une anémie auto-immune, avec apparition
d’anticorps dirigés contre la I’Epo endogéne. Le développement de I’anémie semble corrélé
aux taux d’Epo sécrétés, toutefois le faible nombre d’animaux utilisés ne permet pas de tirer
de conclusion. Les mécanismes impliqués ne sont pas clairs et la protéine surexprimée par le
muscle présente un profil de migration en Isoelectric focusing différent de I’Epo endogéne,

produite par le rein.

Apreés une introduction présentant le virus AAV sauvage, les vecteurs qui en sont dérivés
et leur I’utilisation in vivo, nous articulerons la présentation de nos résultats autour de trois

articles faisant I’objet de discussions séparées.



1. Introduction

1.1 La thérapie génique

L’ objectif de la thérapie génique est de corriger ou ralentir la progression d’une maladie,
qu’elle soit héréditaire ou acquise. Une des approches consiste a introduire dans une cellule

malade une copie normale d’un géne sous forme d’ADN complémentaire.

Loin de vouloir présenter une vision exhaustive de la discipline, efforcons nous toutefois

d’en souligner les points-clés.

La thérapie génique peut étre abordée de deux manieres : I’apport de genes comme
médicaments ou la réparation des geénes. Le premier point fait aujourd’hui figure
d’applications cliniques. Les méthodes entreprises passent par I’apport d’un géne
thérapeutique soit directement dans la cellule malade (induction de I’apoptose dans le cas de
la thérapie génique du cancer, ou apport d’une ou plusieurs copies d’un géne normal dans une
cellule qui présente un gene muté), soit dans un autre type cellulaire servant alors a produire
et sécréter a partir de I’ADN introduit une protéine thérapeutique ou déficiente dans
I’organisme (facteurs de coagulations, enzymes cellulaires, érythropoiétine, hormone de

croissance...). Le champ des applications parait sans fin.

Pourtant le facteur limitant reste I’apport efficace du géne dans la cellule, sa fonctionnalité
et surtout sa persistance. Etape préliminaire de la thérapie génique, le transfert de genes sensu
stricto en est aussi un des points clés. Celui-ci peut s’effectuer ex vivo ou in vivo. Le choix de
la technique utilisee dépend du type cellulaire & transduire et du vecteur utilisé. La technique
ex vivo consiste a apporter I’ADN a des cellules autologues (prélevées a I’animal ou au
patient), qui sont ensuite réimplantées. D’autres essais, beaucoup plus nombreux, se sont
orientés vers des transferts in vivo, ou le géne est apporté directement a I’animal ou au patient,

par injection le plus souvent.

L apport d’un géne au sein d’une cellule peut se faire soit en utilisant de I’ADN nu, soit en

utilisant un vecteur (viral ou non viral).



Le transfert a I’aide d’ADN nu est d’efficacité limitée, et peut nécessiter la
perméabilisation de la membrane cellulaire (par choc électrique, en complément de I’injection
intramusculaire par exemple). Les vecteurs non viraux sont des lipides cationiques
synthétiques favorisant la pénétration dans la cellule par formation d’un complexe avec
I”ADN.

Les vecteurs viraux sont des virus recombinants. Ils derivent de virus dont tout ou une
partie de leur génome est remplacée par le transgéne, les rendant défectifs pour la réplication.
L’efficacité du transfert de gene dépend d’une part de I’interaction de la capside ou de
I’enveloppe virale avec les récepteurs cellulaires, et d’autre part du devenir de I’ADN
transfére dans la cellule. Ainsi I’apport de I’ADN dépendra du tropisme propre au vecteur et
le choix de celui-ci sera fonction de I’organe cible. Dans I’optique de soigner des maladies
génétiques, la visée du transfert de gene est la persistance du géne transféré dans la cellule
malade. La stabilité du transgene ne passe pas forcément par I’intégration de celui-ci dans le

géenome cellulaire et les formes de persistance dépendent de la biologie du vecteur.

Les vecteurs viraux sont dérivés des rétrovirus, des adénovirus, des virus adéno-associés
(AAV, pour adeno-associated virus), ou des virus herpés simplex (voir Figure 1.A:

« Tableau comparatif des vecteurs viraux de transfert de gene »).

Les rétrovirus sont intégratifs. L’ADN rétroviral, aprés une étape de rétro-transcription,
s’integre dans le génome cellulaire, atout majeur en terme de persistance du transgene. Si les
rétrovirus recombinants obtenus a partir de rétrovirus leucémogénes murins ne s’intégrent que
dans des cellules en division, les vecteurs dérivés des lentivirus (HIV, SIV, FIV) transduisent
les cellules quiescentes et y sont intégratifs. Toutefois leur production et leur purification ne

sont pas complétement maitrisées.

Les adénovirus transduisent efficacement les cellules post-mitotiques et sont produits
facilement. Toutefois, I’'immunogénicité de la capside et des protéines virales exprimées des
vecteurs de premiere et seconde générations (délétés respectivement des génes E1/E3 et
E1/E3/E4/E2) empéchait toute expression a long terme du transgene. La production
d’adénovirus « gutless », délétés de la totalité du génome sauvage, a permis de réduire
considérablement I’immunogénicité du vecteur et de prolonger I’expression du transgéne. Ces

derniers offrent une grande capacité d’encapsidation (jusqu’a 30 kb).
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Figure 1 : Vecteurs utilisés en transfert de gene et essais cliniques

A. Tableau comparatif des différents vecteurs de transfert de gene. Le tableau regroupe de maniére
simplifiée les principales caractéristiques des vecteurs viraux les plus utilisés en transfert de géne :
Rétrovirus dérivés des virus leucémogénes murins (MuMoLV : murine Moloney leukemia virus) et des
lentivirus (SIV : simian immunodeficiency virus, HIV : human immunodeficiency virus), Adénovirus,
AAV et HSV (Herpes simplex virus).

B. Répartition des essais cliniques dans le monde et distribution selon les maladies traitées et les
vecteurs utilisés (source : John Wiley and Sons, Ltd, www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Prés de
1000 protocoles cliniques de thérapie génique ont été initiés depuis 1989, dont la grande majorité aux
Etats-Unis et appliqués au caner. Les essais concernant des maladies monogéniques représentent moins
de 10% des essais cliniques. L’AAV est impliqué dans 2,5 % des protocoles.



A P’inverse, les vecteurs dérives des AAV sont tres bien tolérés et permettent une
expression du transgene a long terme. L’ADN transféré s’intégrerait peu et persiste en grande
majorité sous forme épisomique. lls transduisent également les cellules quiescentes. Les
procédés de production et de purification ont été largement améliorés au cours de la derniere

décennie. Leur point faible est leur faible capacité d’encapsidation.

Prés de 1000 essais cliniques en thérapie génique ont été initiés depuis 1989 (source :

John Wiley and Sons Ltd, www.wiley.co.uk/genmed/clinical) (Figure 1.B : « Répartition des

essais cliniques dans le monde, distribution selon les maladies traitées et vecteurs utilisés »),
dont 63% de phase | et 1,7 % de phase Ill. La majorité est incluse dans des études de

cancérologie, seuls 93 d’entre eux concernent des maladies monogénigues.

L’AAV a été utilisé dans 25 protocoles cliniques, tous de phase | et réalisés la plus
souvent aux Etats-Unis (22 protocoles sur 25). Ils concernent en majorité (16 sur 25) des
maladies monogéniques (mucoviscidose, hémophilie B avec transfert dans le muscle ou le
foie, myopathie des ceintures (LGMD : Limb Girdle Muscular Dystrophy), maladie de

Canavan, déficit en a—1 antitrypsine).

1.2 L’Adeno-Associated Virus

1.2.1 Généralités sur le virus

L’AAYV est un petit virus nu a ADN linéaire simple brin de la famille des Parvoviridae.
Cette famille comprend deux sous-familles : les Parvovirinae, qui infectent les vertébrés, et
les Densovirinae, qui infectent les insectes. Les Parvovirinae regroupent trois genres : les

Parvovirus autonomes, les Erythrovirus et les Dependovirus auxquels appartient I’AAV.

Neuf sérotypes ont été clonés et évalués en transfert de géne (pour synthese, (Gao et al.,
2002) et (Gao et al., 2004b)). Le sérotype 2 a été le premier serotype cloné et évalue en tant

que vecteur (Samulski et al., 1982), pour revue voir (Snyder, 1999). L’AAV recombinant a



recontré un succes grandissant en transfert de génes in vivo et le sérotype 2 a été jusque dans

ces derniéres années le plus utilisé pour la génération de virus recombinants.

L'AAV-2 est un parvovirus humain non pathogene. Il circule largement dans la
population ; selon les auteurs, 80 a 95 % de la population présente des anticorps dirigés contre
I'’AAV-2, suite a une infection majoritairement dans la petite enfance, une minorité présente
des anticorps neutralisants (Chirmule et al., 1999) (Xiao et al., 1999) (Moskalenko et al.,
2000), pour revue voir (Sun et al., 2003), laissant a priori une majorité de la population
humaine réceptive a un transfert de gene medié par I’AAV. 5% des individus présentent une

réponse Th1l.

C’est un virus défectif (Dependovirus) : il ne se réplique qu'a la faveur d'une co-infection
par un virus auxiliaire (Adénovirus ou Herpes virus). En I'absence de co-infection, le virus
sauvage entre dans une phase de latence qui se caractérise in vitro par I'intégration du génome
viral dans le génome cellulaire, en un site spécifique du chromosome 19 (Kotin et al., 1990).

L'intégration de I'AAV recombinant (AAVT) reste moins bien définie.

A I’origine, ’AAYV a éteé identifié comme contaminants de préparations d’adenovirus il y a
environ 40 ans (Atchison et al., 1965) (Hoggan et al., 1966), (cités par (Rutledge et al.,
1998)). Plus précisément, seuls les sérotypes 1, 2, 3, 4, et 6 ont été isolés a partir de
préparations d’adénovirus. Le sérotype 6 apparait comme un recombinant entre les sérotypes
1 et 2 (Xiao et al., 1999). Des séquences d’AAV-2 et -3 ont éte amplifiées a partir
d’écouvillonnages de la gorge et de feces chez des enfants. Le génome de I’AAV-2 a
également été détecté dans les cellules mononucléées sanguines (Grossman et al., 1992), dans
des produits d’avortements spontanés (Tobiasch et al., 1994), dans le tissu testiculaire
(Mehrle et al., 2004) et le sperme humain (Erles et al., 1999). L’AAV-5 a été isolé a partir
d’un condylome (voir (Bantel-Schaal and zur Hausen, 1984)). Toutefois, aucune séquelle
clinique n’a été associee a I’infection par I’AAV. La caractérisation du sérotype 2 et son
évaluation en transfert de gene date des années 1980 (Samulski et al., 1982). Le clonage des
sérotypes 1, 3, 4, 5 et 6 a éte fait entre fin 1990 et début 2000 (AAV-3, -4 et -6 : (Rutledge et
al., 1998), AAV-1 : (Xiao et al., 1999), AAV-5 : (Chiorini et al., 1999)).

Les études séroépidémiologiques suggerent que les sérotypes 2, 3 et 5 seraient d’origine

humaine, alors que le sérotype 4 serait d’origine simienne. Les études sérologiques faites chez



le primate (réduites toutefois) indiquent que 25 % des individus présentent des anticorps
neutralisants contre I’AAV-2 (Xiao et al., 1999), suggérant que le virus circulerait entre les
especes. On ne connait pas avec précision I’espéce réservoir de I’AAV-1 (et de I’AAV-6)
puisqu’il n’a jamais été isolé a partir de tissus et que I’on trouve des anticorps chez I’lhomme
et le singe. Une étude sérologique montre que prés de 60% des primates (macaques rhesus)
présentent des anticorps neutralisants contre I’AAV-1 et qu’aucun ne présente de réponse
humorale contre I’AAV-2 sans réponse contre I’AAV-1 (Xiao et al., 1999). Ceci suggere que
I’AAV-1 serait endémique chez cette espéce.

Les serotypes 7 et 8 ont été isolés puis clonés plus récemment a partir de myocarde de
primates ayant recu des vecteurs adénoviraux, en utilisant des amorces s’hybridant de part et
d’autre d’une région hypervariable de 255 bases (nucléotides 2886 a 3143) identifiée par
alignement de séquence des sérotypes 1 a 6 (Gao et al., 2002). Les groupes de macaques
rhésus et cynomolgus étudiés sont en grande majorité séropositifs contre I’AAV-7 et -8 (Gao
et al., 2003). 30 clones supplémentaires, distincts entre eux d’au moins 7 acides aminés, ont
été isolés récemment a partir de tissus de primates (macaque rhesus, macague cynomolgus,
chimpanzé et babouin) (Gao et al., 2003). Une étude plus récente faite également par le
groupe de Jim Wilson a permis d’isoler 55 clones (distincts entre eux d’au moins 4 acides
aminés) a partir de tissus humains, dont le sang, et 53 clones simiens a partir de tissus de
macaques d’especes variées (M. mulata, cynomolgus, nemestrina), de babouins et de
chimpanzés (Gao et al., 2004b). 1l est dommage que les auteurs ne précisent pas le nombre

moyen de génomes viraux par génome eucaryote, pourtant analysé par PCR quantitative.

1.2.2 Organisation génomique du virus

C’est en outre un virus d'organisation génomique simple (Srivastava et al., 1983). Son
génome se compose d'une molécule d'ADN simple brin de 4679 bases (Srivastava et al.,
1983)), GenBank AF043303) et présente deux cadres de lecture ouverts : rep et cap, encadrés
par deux séquences terminales, ou ITR, identiques et inversées, de 145 bases chacune dans le
cas de I’AAV-2 (Berns, 1996), (Muzyczka, 1992)) (voir Figure 2 : « Organisation génomique
de I’AAV-2 sauvage »).



Le géne rep code pour quatre protéines régulatrices (Rep 78/68 et 52/40 impliquées
notamment dans la réplication du virus) et cap pour trois protéines structurales (VP1, VP2 et
VP3 constituant la capside). L’expression des quatres protéines Rep, de masses moléculaires
respectives 78, 68, 52 et 40 kDa, est placée sous le contr6le des deux promoteurs p5 et p19.
Les protéines Rep 68 et 78 sont codées par un transcrit commun initié a partir de p5. Elles
different dans leur partie C-terminale suite a un épissage alternatif a partir du transcrit
commun. Il en est de méme pour Rep 52 et 40 a partir de p19. Les protéines Rep 78/68

seraient impliquées dans I'épissage (Qiu and Pintel, 2002).

Les protéines cap (VP 1, VP 2, VP 3), de masses moléculaires respectives 90, 72 et 60 kDa
sont codées a partir d’un transcrit commun initié a partir du promoteur p40. Elles different

dans leur partie N-terminale suite a un épissage alternatif a partir de ce transcrit commun.

Les ITR sont les seuls signaux nécessaires en cis pour la réplication, I'encapsidation et la
mobilisation du génome viral. Chaque ITR est composé de 6 régions complémentaires (A/A’,
B/B’ et C/C’) de 125 nucléotides et d’une région unique D de 20 nucléotides. De part la
présence de séquences palindromiques internes (B/B’, C/C’), les ITR se replient sur eux-
mémes pour former une structure en épingle a cheveux (ou “ hairpin ”) en forme de T (voir
Figure 2 page suivante : "Organisation génomique de I'AAV sauvage"). Les ITR forment
donc une structure simple brin sur les 125 premiers nucléotides, la région D unique restant
sous forme simple brin. La région A comporte une séquence RBS (Rep Binding Site, ou se
fixent les protéines Rep 78/68 (McCarty et al., 1994)). Un site de coupure dépendant des Rep
(trs : terminal resolution site) se trouve en 5’ de I’'ITR 3’ & la jonction entre la séquence D et
la structure en épingle a cheveux de I’'ITR. Il fait I’objet d’une coupure spécifique par Rep
78/68. Le p5 comporte un site RBS et des sites semblables sont retrouves au niveau du

promoteur p19.

L’alignement des séquences des sérotypes 1 a 8 montre que I’AAV-5 est le plus différent,
avec 67% d’homologie comparé a ’'ORF Rep de I’AAV-2 et 60% avec la séquence Cap
(Chiorini et al., 1999). L’ITR de I’AAV-5 a une homologie de 56% avec I’I' TR de sérotype 2,

mais il conserve tout de méme une structure secondaire identique (Chiorini et al., 1999).
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Figure 2 : Organisation génomique de I’AAV-2 sauvage

A. Génome de I’AAV sauvage (brin (-)). Le génome de I’AAV-2 se compose d’une molécule d’ADN simple
brin de 4679 nucléotides, de polarité positive ou négative. Les génes rep et cap sont encadrés par les séquences
ITR (« Inverted Terminal Repeats ») de 145 nucléotides. Les protéines Rep 78, Rep 68, Rep 52 et Rep 40 sont
codées par les transcrits initiés aux promoteurs p5 et p19 par épissage alternatif. Les protéines de capside VP1,
VP2 et VP3 sont issues de transcrits initiés au promoteur p40. B. Séquence et structure secondaire de I'ITR
3" de I’AAV-2. Les domaines de fixation RBS (« Rep Binding Site ») et de coupure spécifique trs (« terminal
resolution site ») des protéines Rep 78/68 sont indiqués. Chaque ITR est composé de 6 régions
complémentaires (A/A’, B/B’ et C/C’) de 125 nucléotides et d’une région unique D de 20 nucléotides.




A I’inverse, la comparaison de la séquence codante de VP1 des sérotypes 1 et 6 montre
97% d’homologie (Gao et al., 2002). La composition du génome de I’AAV-6 provient d’une
recombinaison entre les sérotypes 1 et 2 (Xiao et al., 1999) : ITR gauche et promoteur p5 de
I’AAV-2, le reste des séquences codantes rep et cap et I’I'TR droit sont identiques a I’AAV-1.
Les mémes alignements faits avec les autres sérotypes montrent des résultats entre 66%
(comparaison AAV-2/AAV-4, soit 60% d’homologie sur la séquence d’acides aminés) a 86%
(comparaison AAV-7/AAV-8). Les sérotypes 2 et 3 sont assez proches (82% d’homologie sur
la séquence codante, 88% sur la protéine VP1), il en est de méme pour les sérotypes 1, 7 et 8
(83% a 84% d’homologie sur la séquence nucléotidique, soit 84 a 85% sur la séquence

d’acides aminés).

Ces différences, en relation avec la structure tertiaire des VP, peuvent expliquer les

différences de tropisme d’un sérotype a I’autre.

Les sérotypes 1 a 8 ainsi que les clones isolés récemment a partir de tissus humains et
simiens (Gao et al., 2003) (Gao et al.,, 2004b), ont fait I’objet d’une classification
phylogénétique basée sur la séquence codante de VP1 (Gao et al., 2004b). L’étude a défini 11
groupes phylogéneétiques et a permis de dégager un clone distinct sérologiquement et baptisé

AAV-9. Ce sérotype et d’autres clones sont a I’heure actuelle évalués en transfert de gene.

1.2.3 Caractéristiques physico-chimiques du virus

La capside de I’AAV constitue une particule de 20 a 24 nm de diameétre. Elle résulte de
I’assemblage de 60 sous unités protéiques (VP1, VP2 et VP3) organisées selon une symétrie
icosaédrique. La détection des protéines de capside par Western Blot montre que VP3 est
largement majoritaire et que les VP sont présentes selon un ratio 1 :1 : 18 pour I’AAV-2, soit
90% de VP3, 5% de VP2 et 5% de VP1 (Rose et al., 1971). Leurs masses moléculaires
respectives sont 87, 73 et 62 kDa (Muzyczka, 1992) (Berns, 1996).

L’analyse du cycle réplicatif de I’AAV sauvage montre qu’environ 10° génomes simple

brin sont encapsidés dans chaque cellule pour former des particules matures, dont a peu pres
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1% sont des particules infectieuses. Des particules vides sont également produites en quantité
10 fois supérieure. Les particules matures (i.e ayant encapsidé la totalité du génome viral)
migrent sur gradient de chlorure de césium a une densité comprise entre 1,39 et 1.42 g/cm2.
Les particules virales sont particuliérement stables. Le virus résiste en effet a des pH compris
entre 3 et 9 ainsi qu’au chloroforme et garde son pouvoir infectieux apres un chauffage d’une
heure a 56°C. Les particules immatures, c’est-a-dire ayant encapsidé un génome incomplet,

sont nettement moins résistantes a ces traitements.

La structure de la capside de I’AAV a été identifiée par Kronenberg et al (Kronenberg et
al., 2001) en microscopie électronique. La Figure 3 (page suivante) (« Structure de la capside
de I’AAV-2 ») représente une vue tridimensionnelle des faces externes (A, C, E) et interne (B,
D, F) de la capside. En fonction de I’angle sous lequel on regarde la particule virale, on peut
distinguer trois axes de symetrie. Les schémas A et B sont vus selon un axe de symétrie
d’ordre 2, C et D selon un axe de symétrie d’ordre 3 et E et F d’ordre 5. Ces caractéristiques
sont conservees chez des parvovirus autonomes, en particulier le virus de la maladie
aléoutienne du Vison d’Amérique (ADV), du parvovirus canin (CPV) et I’AAV-5
(Kronenberg et al., 2001) (voir également Figure 4 « Structure de la capside de I’AAV-5 » et
paragraphes suivants ). La caractéristique la plus manifeste est le regroupement de trois pics
entourant des trous selon I’axe de symétrie d’ordre 3 (Figure 3.1-C). Ces pics forment des
protubérances d’environ 2 nm sur la capside. Les trous sont vraisemblablement comblés en
grande partie par des protubérances au niveau de la face interne de la capside (Figure 3.1-D).
Les axes de symétrie 5 sont entourés de pics d’une hauteur de 1,2 nm disposes en étoile. Ils
entourent des canaux creux reliant I’intétieur de la capside au milieu extérieur (diameétre

internes et externes de 1,6 et 0,8 nm respectivement).

Plus tard, le groupe de Chapman a identifié la structure atomique de I’AAV-2 par
cristallographie aux rayons X a une résolution de 3 Angstrom (Xie et al., 2002). Ces travaux
font référence pour tous ceux qui ont suivi et se sont intéressés aux motifs de fixation a
I’héparine (voir la partie « Voies d’entrée et trafic intracellulaire de I’AAVr »). La structure
tertiaire des sous-unités a pu étre définie (Figure 3.3). Ces sous-unités s’associent en trimeres
(Kern et al., 2003) (Opie et al., 2003).
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Figure 3 : Structure de la capside de I’AAV-2

1. Vue tridimensionnelle de la capside d’AAV-2 (d’aprés Kronenberg et al., 2001). (A, C et E) montrent la
surface externe de la capside et (B, D et F) la surface interne, analysées en microscopie électronique. En (A) et
(B), la carte est observée selon I’axe de symétrie axiale d’ordre 2 ; (C) et (D) montrent des vues selon I’axe de
symétrie 3 et (E) et (F) selon de I’axe de symétrie 5. La fleche en (D) indique une des trois protubérances qui
bloguent le trou observé au niveau de I’axe de symétrie 3. 2. Coupes orthogonales de la capside d’AAV-2
(d’aprés Kronenberg et al., 2001). B : coupe équatoriale. A et C : coupes orthogonales réalisées a 0.44 nm de
part et d’autre de B. Les axes de symétrie d’ordre 2, 3 et 5 sont représentés. 3. Modele de la structure tertiaire
d’une sous-unité de la capside d’AAV-2 (d’apres Xie et al., 2002). Les axes de symétrie d’ordre 2, 3 et 5 sont
représentés. La structure en tonneau béta est situé sur la face interne de la capside (rouge), avec des feuillets
disposé sur deux couches, dénommés d’une manniere classique A, B, I, D et C, H, E et F. Les boucles sont
dénommeées selon les feuillets qu’elles relient (par exemple, « GH loop »). Les régions ou les séquences different
significativement en fonction des sérotypes sont colorées en mauve.



Les particularités décrites pour le sérotype 2 sont conservées dans le cas de I’AAV-5.
Walters et al (Walters et al., 2004) ont comparé la structure des sérotypes 2 et 5 par cryo-
microscopie électronique a des résolutions comprises entre 16 et 21 Angstrom (Figure 4 page
suivante : « Structure de la capside de I’AAV-5 »). On retrouve également une dépression a
chaque axe de symétrie d’ordre 2, trois reliefs adjacents a chaque axe de symétrie d’ordre 3 et
une dépression superficielle entourée par 5 protubérances disposées en étoile autour de
chaque axe de symétrie d’ordre 5. Toutefois I’étude ne dit pas si I’on retrouve un canal a ce
niveau. La capside de I’AAV-2 a apparemment une structure plus « épineuse » que I’AAV-5
(Figure 4.2). Ceci serait du aux boucles de VP3 dont la structure tertiaire Iégerement
différente de I’AAV-2 formerait des pics plus prononcés (Figure 4.2-C). La séquence d’acides
aminés a I’extrémité C terminale de VP3 n’est que d’environ 10%, comparée a I’AAV-2
(Bantel-Schaal et al., 1999). Au vu de I'importance de chaque sérotype, et notamment celle du
sérotype 1 dans notre étude de maniére globale dans le muscle (voir partie « transfert de géne
dans le muscle »), il faut regretter qu’aucune étude comparative avec la capside de I’AAV-1

n’ait été faite a ce jour.

1.2.4 Biologie du virus sauvage

Nous exposerons ici la biologie du virus sauvage de sérotype 2.

L’organisation génomique de I’AAV donne une place prépondérante aux protéines Rep
qui agissent a diverses étapes du cycle viral. Ce sont en effet des protéines
multifonctionnelles. Les Rep 78/68 ont des fonctions de liaison a I’ADN (domaine de liaison
aux RBS de I’I'TR et du p5 a I’extrémité N terminale), d’endonucléase par interaction avec le
trsde I’'I'TR 3, d’hélicase et d’ATPase. Les Rep 52/40 ont des activités hélicase et ATPase.
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Figure 4 : Structure de la capside de I’AAV-5 (d’aprés Walters et al., 2004).

1. Reconstituion tridimensionnelle de la capside de I’AAV-5. L’encart A représente des coupes séquentielles de
la capside vues selon un axe de symétrie 2 par microscopie €électronique a transmission. Les images B, C et D
représentent des reconstitutions de la surface de la capside, vues selon un axe de symétrie 2 (B), 3 (C) et 5 (D).
Les recontitutions sont faites avec une résolution de 16 Angstrom. La barre représente 10 nm. 2. Comparaison de
la structure de la capside des sérotypes 2 et 5. Les images A et B représentent une reconstitution de la capside
de ’AAV-5 (A) et -2 (B) a une résolution de 21 Angstrém. L’encart C figure une superposition des modeles de la
strcuture tertiaire de VP3 de I’AAV-5 (en vert) et de I’AAV-2 (en mauve). Les différences concernent les boucles
de surface marquées par un fleche. L astérisque identifie une des boucles impliquées dans la fixation a I’héparine
de ’AAV-2.



a. Cycle viral

L’AAV ne se réplique qu’a la faveur d’une co-infection par un virus helper (Adénovirus,
Herpes virus (Weindler and Heilbronn, 1991) (Ward et al., 2003), Cytomégalovirus ou Virus
de la Vaccine). Lorsque I’AAV infecte une cellule en I’absence de virus helper, il entre dans
une phase de latence pendant laquelle les promoteurs p5, p19 et p40 sont silencieux. Il a été
montré in vitro que le génome viral s’intégrait alors de facon spécifique au niveau du site
AAVS1 du chromosome 19 (Kotin et al., 1990) (Samulski et al., 1991) (Linden et al., 1996a)
(Linden et al., 1996b).

En présence d’adénovirus, I’AAV entre dans une phase lytique qui se caractérise par la
production des protéines de I’AAV, la réplication et I’encapsidation de son génome
aboutissant au relargage de particules infectieuses hors de la cellule suite a [I’effet
cytopathique provoquée par I’adénovirus. Cette phase s’accompagne également de la
production de particules infectieuses d’adénovirus. Elle peut également étre provoquée par
infection adénovirale d’une cellule infectée de facon latente par I’AAV, ce qui conduit a la
« réactivation » du génome de I’AAV, a sa réplication et sa transcription pour donner de
nouvelles particules infectieuses (voir Figure 5.A page suivante « Représentation schématique
du cycle viral de ’AAV »).

b. Régulation de I’expression des génes de I’AAV

La régulation des génes de I’AAV est un phénomeéne complexe qui fait intervenir les

protéines Rep en tant qu’éléments activateurs ou répresseurs.
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Figure 5 : Cycle viral de ’AAV

A. Représentation schématique du cycle viral de I’AAV. En I’absence de virus helper, I’infection des cellules par
I’AAV2 conduit a une phase de latence qui se caractérise par I’absence d’expression des génes rep et cap et
I’intégration du génome viral dans le génome cellulaire. En présence d’un virus helper (adénovirus, herpesvirus), la
co-infection ou la mobilisation du génome viral constitue la phase productive, caractérisée par I’expression des génes
de I’AAV, la réplication du génome et son encapsidation au niveau nucléaire. Les virions néoformés sont libérés dans
le milieu extérieur apres lyse cellulaire provoquée par le virus helper. B. Cycle réplicatif de I’AAV2 (d’apreés
Salvetti, 1999). Le schéma détaille les événements cellulaires de la phase productive. L’ensemble du cycle réplicatif
se déroule au niveau nucléaire et nécessite la présence de facteurs helper. Les fleches en gras indiquent les protéines
adénovirales qui ont un effet helper.



En I’absence d’adénovirus, les trois promoteurs de I’AAV sont silencieux. lls sont
réprimes en trans par la fixation des protéines Rep 78 et 68 sur le site RBS (Rep Binding Site)
du p5 (Pereira et al., 1997). Ce site se situe juste aprés la boite TATA, nécessaire a I’initiation
de la transcription. La fixation des Rep 78 et 68 pourrait alors empécher la fixation du facteur
de transcription TFIID et/ou de la TATA-binding protein (TBP) sur la boite TATA, réprimant
ainsi le p5 (McCarty et al., 1994) (Pereira et al., 1997). Toutefois, une synthese basale des
protéines Rep est supposée pour exercer la répression du p5. La répression des genes de
I’AAV est également renforcée par les facteur cellulaire ZF5 (Cathomen et al., 2001) et YY1
(Ying Yang 1) (Shi et al., 1991). Ce dernier posséde un domaine de fixation, en position (-60)
par rapport au site d’initiation de la transcription, contigu au site de fixation du MLTF (Major

Late Transciption Factor). Un site de fixation de YY1 est également présent en position (+1).

En présence d’adénovirus, la protéine E1A trans-active le promoteur p5 (Chang et al.,
1989) en favorisant la fixation du facteur cellulaire MLTF (Lewis et al., 1995) (Shi et al.,
1991). Les promoteurs p19 et p40 sont trans-actives a leur tour par les protéines Rep 68 et
Rep 78. L’activité trans-répressive de ces protéines est cependant maintenue en présence
d’adénovirus (Pereira et al., 1997). Le promoteur pl9 serait transactivé par les facteurs
cellulaires cCAAP (cellular AAV activating protein) et SP1 (Pereira and Muzyczka, 1997), fixe
en amont de la TATA Box du p19 (Lackner and Muzyczka, 2002). Les Rep 78 et 68 fixées
sur le RBS de I’I'TR ont un rdle transactivateur sur le p19, vraisemblablement par formation

d’une structure secondaire et interaction avec SP1 (Lackner and Muzyczka, 2002).

Il faut toutefois noter I’activité helper des autres protéines adénovirales, notamment E2A
(DBP : DNA Binding Protein) qui stimule I’étape de transcription (Chang and Shenk, 1990),
les protéines précoces E1B (55kDa) et E4 (ORF6) qui interviennent dans le transport des
ARNmM de I’AAV (Samulski and Shenk, 1988) et les ARN VA1 qui favorisent I’étape de
traduction (Schneider et al., 1984) (voir fig. 5.B « Cycle réplicatif de I’AAV-2 »).
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c. Devenir du génome viral dans la cellule

> En I’absence d’adénovirus

Comme présenté plus haut, la phase de latence se caractérise par I’intégration de I’AAV
sauvage au niveau d’un locus précis du chromosome 19 (site 19q13.3ter), appelé AAVS1
(Kotin et al., 1992). Cette région comprend un site RBS (Rep Binding Site) semblable & celui
trouvé dans les ITR. L’AAV est le seul virus connu a s’intégrer dans un site précis du
génome. L’AAVS1 serait proche, dans les cellules musculaires humaines, du gene TNNT1
codant pour la troponine T (Dutheil et al., 2000) (Dutheil et al., 2004). Pourtant, de nombreux
sites RBS ont été identifiés au sein du génome humain (Wonderling and Owens, 1997). On
pouvait dés lors s’interroger sur le mécanisme responsable de I’intégration spécifique du
génome viral sauvage au niveau du chromosome 19. Celle-ci est due a la présence d’un site
trs (Terminal Resolution Site) (Young et al., 2000) (Meneses et al., 2000), comparable a celui
identifié dans les ITR.

Dans une série de publications en 1996, M. Linden et al (Linden et al., 1996a) (Linden et
al., 1996b) présentent un modéle d’intégration faisant intervenir les protéines Rep 78/68 (voir
Figure 6.1 : "Modele d'intégration du génome AAV sauvage au niveau du site AAVS1"). Il
proposait que I’ADN viral sous forme circulaire double brin, apres fixation des protéines Rep
78/68 sur le site RBS d’un ITR, s’associe, par I’intermédiaire de ces mémes protéines au
niveau du RBS du site AAVS1. Celles-ci clivent alors I’AAVSL1 au niveau de son trs et les
polymérases cellulaires assurent la synthese d’ADN a partir du site de coupure. Le modéle se
basait sur des sauts (« switch ») de ’ADN polymérase a la faveur du déplacement du brin
d’ADN clivé, créant une inversion des séquences AAVS1 amplifiées. Cette réplication peut
aboutir a la formation de concatémeres, détectés dans les formes intégrées de genomes AAV
(Giraud et al., 1995). Au cours de ce processus d’intégration, la protéine Rep 78 sert de ligase
entre les ADN cellulaire et viral (Smith and Kotin, 2000) (Surosky et al., 1997). Les protéines
Rep apparaissent alors comme des composants indispensables a I’intégration du génome viral.
C’est sans doute pour cela que le rendement d’intégration de I’AAVr s’en voit diminué. Par
ailleurs, une étude in vitro semble indiquer que le site trs de I'ITR n’est pas directement

nécessaire au phénomene d’intégration du génome AAYV, mais plutét a la mobilisation de ce
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génome intégré (Young and Samulski, 2001). Toutefois, il a été montré récemment que le
rendement et la spécificité d’intégration de I’AAVr dans I’AAVSL1 étaient augmentés en
présence d’une sequence de 138 paires de bases interne au p5, baptisée pSIEE (p5 Integration
Efficient Element) (Philpott et al., 2002a) (Philpott et al., 2002b). En sa présence, le
rendement d’intégration atteint celui de I’AAV sauvage. Le role des ITR dans le processus
d’intégration est méme complétement remis en cause puisque ces résultats sont reproduits en
leur absence (Philpott et al., 2002b).

Un modele récent (Hamilton et al., 2004) suppose une recombinaison entre I’AAVS1 et le
p5 de I’AAV par interaction d’hexameres de Rep fixés sur les RBS de I’AAVS1 et du p5
(voir Figure 6.2 page suivante : "Modeéle d'intégration du génome AAV sauvage au niveau du
site AAVS1"). L’AAVSL1 serait amplifié par des successions de coupure spécifique par Rep
au niveau du trs de I’AAVSL1 et d’amplification par une polymérase cellulaire (Hamilton et
al., 2004).

» En présence d’adénovirus

A la faveur d’une infection ultérieure par un adénovirus, le génome viral est excisé (étape
de mobilisation, ou * rescue ”). Il y aurait reconnaissance des sites RBS des ITR par les
protéines Rep dont la synthése est induite par le virus auxiliaire, entrainant la coupure au
niveau du site trs adjacent. Le génome peut alors étre répliqué pour former de nouvelles

particules infectieuses (étape d’infection productive, phase réplicative ou cycle lytique).

Si I’infection par un adénovirus s’effectue en méme temps que I’infection par I’AAV (co-
infection), le génome AAYV simple brin est tout d’abord converti en ADN double brin, qui sert
de substrat a la synthese des protéines Rep et Cap, dont I’expression dépend des protéines
virales et cellulaires. La présence de I’adénovirus permet aussi d’initier la réplication,
aboutissant a la formation de nouveaux génomes AAV simple brin et la formation de

nouvelles particules infectieuses.
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Figure 6 : Modéles d'intégration du génome AAV sauvage au niveau du site AAVS1
1. Modéle proposé par Linden et al. (1996). L’ADN viral sous forme circulaire double brin, apres
fixation des protéines Rep 78/68 sur le site RBS (Rep Binding Site) d’un ITR, s’associe, par I’intermédiaire
de ces mémes protéines au niveau du RBS du site AAVS1 (Etape ). Celles-ci clivent alors I’AAVSL au
niveau de son trs (terminal resolution site) (Etape Il). Les polymérases cellulaires assurent la synthése
d’ADN a partir du site de coupure. Cette synthése s’accompagne du déplacement du brin d’ADN clivé. A
la faveur de ce déplacement, les polymérases cellulaires vont effectuer un saut (“ switch ”) sur le brin
déplacé qui va servir de brin matrice, créant une inversion de la séquence AAVS1 (Etape Ill). L’ADN
polymérase effectue alors un second saut, prenant I’ADN viral comme brin matrice (Etape IV). Ce second
“ switch ” aboutit a une inversion. La réplication du génome de I’AAV, maintenant lié a I’AAVSL, peut étre
initiée, jusqu’a ce qu’un troisieme déplacement de brin permette un retour vers I’AAVS1 (Etape V). La
derniere étape s’accompagne de phénomenes de réparation de I’ADN (Etape VI). 2. Modéle proposé par
Hamilton et al. (2004). Ce modele a pour avantage de détailler les phénoménes moléculaires au niveau des
génomes viral et cellulaire. (A) Représentation du génome de I’AAV avec les ITR sous forme repliée. A.1 :
élement d’intégration minimal du p5 incluant le site RBS, les sites de fixation du facteur cellulaire YY1 et
la TATA box. A.2 : les Rep 78/68 se fixent sous forme d’hexameres sur le site RBS du p5. (B)
Représentation schématique de I’AAVS], incluant le site RBS et le site trs nécessaire a I’activité
endonucléase spécifique de Rep. B1 a B3 : les Rep s’associent sous forme d’hexameéres au niveau du site
RBS de I’AAVSL et clivent I’ADN au niveau du site trs. Il faut remarquer que Rep reste liée de fagon
covalente a I’extrémité 5’du brin clivé. Aprés coupure, I’AAVS1 est répliqué par une polymérase cellulaire.
(C) C.1: il se peut que des cyles de clivage spécifique par Rep / réplication de I’AAVS1 expliquent
I’amplification de la séquence AAVSL. C.2 : I’intégration du génome viral au niveau du génome cellulaire
ouvert résulte de la recombinaison entre I’AAVS1 (B.3) et le p5 (A.2) médiée par Rep (C.1).




d. Réplication et encapsidation du génome de I’AAV : formation de particules virales

» Reéplication

Les éléments impliqués dans la réplication du génome de I’AAV sont les ITR, les protéines

Rep et les protéines adénovirales.

Les ITR, décrits plus hauts, comportent chacun un site RBS (Rep Binding Site) de fixation
de Rep et un site de coupure trs (Terminal Resolution Site). Il est intéressant de noter que I’on
trouve aussi un site RBS dans certains promoteurs viraux ou cellulaires (Wonderling and
Owens, 1997).

Le mécanisme de réplication est propre aux parvovirus et dérivé du modele de réplication
par cercle roulant proposé pour la réplication des bactériophages. La premiere étape est la
conversion du génome simple brin en double brin (voir Figure 7 page suivante : "Schéma
général de la réplication de I'AAV-2"). Les ITR fonctionnent comme des origines de
réplication. L’extrémité 3’ de I’ITR gauche peut servir d’amorce pour I’initiation de la
synthése d’ADN par une ADN polymérase cellulaire, dans le sens 5’ vers 3’. Cette étape
correspond a une forme dimérique dont I’une des extrémités comporte un ITR complétement
fermé. Les protéines Rep 78/68 provoquent la coupure de cet ITR par leur fixation sur le RBS
et leur activité endonucléase au niveau du trs adjacent, puis permettent le déploiement de
I’ITR par leur activité hélicase, ce qui permet de finir la conversion du simple brin en double
brin, transciptionnellement actif. Le mécanisme mis en jeu aboutit a I’inversion des ITR. Le
repliement des ITR aboutit a la formation de deux ADN simple brin, pouvant soit subir un

nouveau cycle de réplication, soit étre encapsidé.
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Figure 7 : Schéma général de réplication de I’AAV-2

Les fleches (—») représentent I’extrémité 3’-OH libre. Le site trs (terminal resolution site) de I'lITR 3’
est indiqué par une fléche. Les protéines Rep 78/68 fixées au niveau du RBS (Rep Binding Site) sont
figurées par un disque vert (@) . Les brins néosynthétisés sont représentés en pointillés bleus.



» Assemblage de particules

La capside de I’AAV forme une particule icosaédrique de 20 a 24 nm de diametre. Elle est
constituée des protéines VP1, VP2 et VP3 dont I’expression est sous la dépendance du
promoteur p40. Celui-ci serait activé en présence de virus auxiliaire. Le mécanisme mis en jeu
n’est pas clairement démontré mais ferait intervenir, comme pour les autres promoteurs, la

fixation des protéines Rep 78/68 sur un site RBS de p40.

L’assemblage des particules, ou tout du moins I’encapsidation du génome, se fait dans le
noyau. Les travaux de Ruffing et al (Ruffing et al., 1994) ont montré que la formation de
capsides vides est dépendante de la présence de VP2. lls ont en outre montré que les trois
protéines VP, lorsqu’elles étaient coexprimées, se localisaient exclusivement dans le noyau.
De plus, VP2 posséderait un signal de localisation nucléaire dans sa partie N-terminale
(Hoque et al., 1999).

» Mécanisme d’encapsidation

Aprés infection de cellules par de I’AAV sauvage, les protéines rep et cap et le génome
sont colocalisés dans le noyau (Hunter and Samulski, 1992) (Wistuba et al., 1997). En
I'absence des protéines Rep 52/40, on peut observer une diminution notable du nombre de
particules infectieuses (Ni et al., 1994). Les protéines Rep 52/40 participeraient, grace a leur

activité hélicase, a I’encapsidation des génomes AAYV issus de la réplication.

Certains résidus auraient une importance dans le processus d’encapsidation. La mutation
du résidu Arginine 459 de VVP3 diminue la ratio capsides pleines / capsides vides (Opie et al.,
2003). Le résidu Histidine 358 aurait un réle dans la stabilité de la capside (Opie et al., 2003).
La mutation du résidu Arginine 432 conduit a la production de particules vides (Wu et al.,
2000).
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Le caractere défectif de I’AAV, son organisation génomique simple, sa persistance apres
I’infection et sa capacité a infecter des cellules quiescentes sont autant de propriétés qui ont

favorisé son développement comme vecteur en transfert de genes.

1.3 L’Adeno-Associated Virus recombinant (AAVr) développé comme vecteur en

transfert de génes

1.3.1 Production de particules d’AAVr

Nous exposerons d’abord les méthodes de production des vecteurs dérivés de I’AAV-2,

avant d’envisager celle des autres sérotypes.

a. Production des vecteurs de sérotype 2

L’AAVr dérive de I'AAV sauvage : les genes rep et cap sont remplacés par le transgéne
associeé aux eléments nécessaires a la régulation de son expression (un promoteur et un signal
de polyadénylation), encadré par les deux ITR qui sont les seules séquences virales
conservées. La taille du vecteur, ITR comprises, ne peut dépasser de beaucoup celle du virus
sauvage, ce qui laisse environ 4,6 kb de séquence a insérer (voir Figure 8 page suivante :
"Organisation génomique de I’AAV recombinant (AAVI)"). Au-dela de cette taille, I’ADN

inséré est souvent incomplet ou le rendement de production diminué (Dong et al., 1996).
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Figure 8 : Organisation génomique de I’AAV recombinant (AAVT)

Le génome des vecteurs (AAVT) est obtenu en remplagant les génes rep et cap de I’AAV par la
cassette d’expression du transgene. Les seules séquences virales conservées sont les ITR qui
sont nécessaires en cis a la réplication et a I’encapsidation du génome recombinant lors de la
phase de production. Les fonctions transcomplémentantes sont alors apportées par un plasmide
rep-cap délété des séquences ITR.




Les ITR sont les éléments requis en cis pour la réplication et I’encapsidation. Lors de la

production de vecteurs les fonctions Rep et Cap sont apportées en trans par un plasmide.

Classiquement, les vecteurs AAVr sont produits dans des cellules permissives (lignée
cellulaire 293 dérivée de cellules embryonnaires rénales, exprimant de facon stable la région
E1 de I’adénovirus) cotransfectées par le plasmide vecteur et le plasmide Rep-Cap et infectées
par un adénovirus sauvage ou délété de la région E1 (voir Figure 9 : « Production de vecteurs
AAVT »). La construction Rep-Cap qui a été couramment utilisée, dépourvue d’ITR, véhicule
les génes Rep et Cap sous le contrble de leurs promoteurs natifs (p5 et p19 pour le gene rep,
p40 pour le gene cap). Afin de reduire la contamination des préparations virales en
adénovirus, les fonctions helper peuvent étre apportées en transfection par un plasmide
adénoviral (Salvetti et al., 1998) (Xiao et al., 1998), permettant de supprimer I’effet
cytopathique du a I’infection adénovirale, ce qui simplifie la méthode de production en
augmentant le rendement de production et limitant la fuite des particules produites dans le
milieu de culture. Les méthodes actuelles font appel a un plasmide pDG (Grimm et al., 1998)
véhiculant les génes Rep et Cap ainsi que les génes E2 (codant pour la DNA Binding Protein),
E4 et VAL adénoviraux. L’utilisation de ce plasmide permet de limiter la manipulation des
cellules en remplacant un protocole de tri-transfection par une cotransfection. Le promoteur
fort p5 des Rep 78/68 est ici remplacé par le promoteur LTR du MMTV (Mouse Mammary
Tumor Virus). Méme si, a priori, la quantité de Rep 78/68 synthétisée est plus faible, la
réplication du plasmide vecteur n’est apparemment pas diminuée puisque le rendement de
production est méme plus élevé comparé aux protocoles de tri-transfection (Grimm et al.,
1998).

La purification des stocks d’AAVr se fait aprés lyse du culot cellulaire par action de
détergents ou de nucléases (Gao et al., 2000) (Clark et al., 1999) ou par succession de cycles
congélation/décongélation (Zolotukhin et al., 1999) (Salvetti et al., 1998) (Brument et al.,
2002). La purification des lysats cellulaires s’effectuait classiquement par ultracentrifugation
sur gradient de Chlorure de Cesium (CsCl) (Salvetti et al., 1998). L affinité de I’AAV-2 pour
les groupements héparan sulfate a permis d’utiliser des protocoles de chromatographie sur
colonne d’héparine. La combinaison d’une ultracentrifugation sur gradient de densité
d’iodixanol (pour éliminer les contaminants cellulaires) suivie par une purification des
particules sur colonne d’héparine permet d’obtenir des lots plus purs qu’une double
purification sur gradient de CsCl (Zolotukhin et al., 1999) (Brument et al., 2002). On juge
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classiqguement de la pureté des suspensions virales par une coloration des protéines au nitrate

d’argent apres migration sur gel de SDS.

L’utilisation des vecteurs in vitro ou in vivo implique de connaitre précisément les

quantités injectées. La titration des préparations virales utilise en routine plusieurs

techniques :

Le dot blot qui permet de connaitre le nombre de particules pleines par mL. Il repose sur
la quantification de I’ADN viral encapsidé, en comparaison avec des quantités connues
du plasmide vecteur.

Le RCA (Replication Center Assay) qui permet de déterminer le nombre de particules
infectieuses par mL. Il est basé sur la mesure de la réplication du vecteur en présence
d’adénovirus et de Rep. Anciennement, les fonctions Rep étaient apportées par infection
d’AAV sauvage (McLaughlin et al., 1988). Le protocole a été modifié par la suite
(Salvetti et al., 1998) : il utilise des cellules exprimant de facon constitutive le gene rep
(clone stable de cellules HeLa possédant une a deux copies du génome rep-cap de
I’AAV-2 délété des ITR, (Chadeuf et al., 2000)). Apres resuspension, les cellules sont
transférées sur membrane puis lysées. L’hybridation avec une sonde spécifique de
I’ADN encapsidé permet de détecter I’ADN amplifié par réplication. La technique
repose sur la réalisation de dilutions limites pour infecter les cellules HelLa a une faible
MOI. On considere alors qu’un spot aprés hybridation correspond a un événement
d’infection et matérialise une particule infectieuse. Au-dela des variabilités de
rendement d’un préparation a I’autre, on retrouve un rapport d’un a deux log entre la
quantité de particules pleines et le nombre de particules infectieuses (Salvetti et al.,
1998).

Une autre technique de titration est basée sur la détermination du nombre de cellules
transduites. Ceci peut étre fait en routine sur des préparations véhiculant un gene
marqueur pour lesquels il est possible de détecter, en présence d’adénovirus, le produit
d’expression du transgene (GFP en microscopie électronique, B-Galactosidase apres
coloration). Pour ces deux exemples, les titres sont exprimés en « GFU » (GFP forming

unit) ou « LFU » (LacZ forming unit).
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Figure 9 : Production de vecteurs AAVr (d’apres Salvetti et al., 1998)

Classiquement les cellules 293 sont transfectées au moyen du plasmide vecteur et d’un plasmide
transcomplémentant apportant les genes rep-cap. Les génes auxiliaires adénoviraux sont soit apportés
par infection adénovirale (voie de gauche), soit par transfection d’un plasmide adénoviral (voie de
droite), ou d’un plasmide comportant les génes rep-cap et helper adénoviraux (non représenté). Le
schéma ne figure pas de production a partir de lignées stables. Apres récolte et lyse des cellules, I’extrait
cellulaire est purifié sur gradient de densité ou chromatographie FPLC.

Le titre des préparations est déterminé en nombre de particules infectieuses (RCA, Replication Center
Assay, Salvetti et al., 1998) ou de génome encapsidé (dot blot notamment, Salvetti et al., 1998).




Ces methodes de titration permettent de comparer des préparations virales d’un méme
sérotype. Pour des préparations de vecteurs de sérotypes différents, les méthodes basées sur
des infections (RCA et GFU/LFU) perdent leur intérét, puisque I’affinité propre a chaque
sérotype pour un type cellulaire donné (Rabinowitz et al., 2002) introduit un biais. Il faut alors
se baser sur le nombre de génomes encapsides. Certains laboratoires obtiennent ce titre par

PCR quantitative.

L’absence de contamination des préparations en particules AAV sauvage est Vvérifiée par
RCA sur des cellules HeLa témoin (n’exprimant pas Rep) en présence d’adénovirus. Les

contaminations en virus sauvage sont a I’heure actuelle limitées.

Par contre, plusieurs groupes ont rapporté la contamination des préparations d’AAVr par
des particules « Rep—positives » a hauteur de 0,1 a 1% (Allen et al., 1997) (Nony et al., 2003)
(Salvetti et al., 1998) (Wang et al., 1998). Des contaminations par Cap sont également
observées. Toutefois ces contaminants ne sont pas des particules infectieuses car n’induisent
pas de signal en RCA (Nony et al., 2003). Une des hypothéses serait la réplication de la
séquence rep-cap (séquence intégrée dans les cellules HelLa ou aprés transfection
plasmidique) a partir de la sequence CARE de Rep (Nony et al., 2001), (Tullis and Shenk,
2000) en présence d’adénovirus selon un modele de cercle roulant. Aprés coupure par Rep,

ces séquences pourraient s’encapsider en I’absence d’ITR (Nony et al., 2003).

Le groupe d’Anna Salvetti rapporte également la détection de séquences encapsidées
d’origine procaryote (genes de résistances aux antibiotiques) comme contaminant des
préparations de vecteurs (Chadeuf et al, soumis). Ces séquences proviendraient
majoritairement du backbone du plasmide vecteur. Elle sont de plus détectées a long terme
apres transfert de géne chez I’animal. Les mécanismes impliqués ne sont pas élucidés. Ces
observations font suite a deux études précédentes qui montraient la présence de séquences
procaryotes (Miller et al., 2002) et de jonctions entre le génome de I’AAV et le site AAVS1
dans des préparations d’AAV sauvage et recombinant (Huser et al., 2003).
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b. Production des sérotypes autres que I’AAV-2

La Production des sérotypes autres que I’AAV-2 passe par des méthodes de pseudotypage
(Rabinowitz et al., 2002) (Chiorini et al., 1999) (Grimm et al., 2003a). Les AAVr obtenus
sont des vecteurs chimeres, possédant les ITR de I’AAV-2 et les VP des sérotypes voulus (1 a
9 dans la littérature (Gao et al., 2004b)). Les protocoles actuels développés par le groupe de
Jude Samulski (Rabinowitz et al., 2002) font appel, comme présenté précédemment, a une
tritransfection de cellules 293 : i) le plasmide vecteur comportant les ITR de I’AAV-2,
conservé quel que soit le sérotype que I’on veut produire, ii) un plasmide adénoviral dérive du
pXX6 et iii) un plasmide helper apportant les fonctions Rep et Cap, propre a chaque sérotype.
La conservation des ITR de I’AAV-2 tient au fait que la biologie des vecteurs de sérotype 2
est connue et que, surtout, la production avec les ITR d’AAV-5 en présence de Rep d’AAV-2
est peu efficace (perte de 4 a 5 log) (Rabinowitz et al., 2002) (Chiorini et al., 1999). Il faut
noter que les ITR d’AAV-5 n’ont que 58% d’homologie avec ceux d’AAV-2 (Chiorini et al.,
1999).

La technique présentée par le groupe de Jude Samulski en 2002 a été une des premiéres
méthodes décrite (Rabinowitz et al., 2002). Nous détaillons particulierement cette méthode
car elle a servi a la production de la quasi-totalité des vecteurs que nous avons utilisés. Les
plasmides helper utilisés, dénommés pXR1 a 5 (voir Figure 10 page suivante : « Production
de vecteurs pseudotypés de serotypes 1 a 5 ») véhiculent le géne cap propre a chaque sérotype
et tout ou partie du gene rep de I’AAV-2 dont I’ATG du p5 est muté en ACG. Cette
modification permet d’augmenter le rendement de production en réduisant la quantité de Rep
78/68 produite et en augmentant I’expression de cap (Li JVirol 1997). L’insertion de
séquences homologues en 3’ de rep est nécessaire pour conserver le rendement de production
pour les sérotypes 3, 4 et 5. Pour ces trois sérotypes, les plasmides helper ne contenant aucune
séquence spécifique de chaque sérotype en 5’ des VP donnent des rendements de production
10 a 100 fois inférieurs.

Cette méthode de production permet non seulement d’obtenir des titres quasiment

équivalents pour les sérotypes 1, 3, 4 et 5, mais surtout de produire des vecteurs dont les
propriétés de transduction sont dues uniquement a la capside.
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Figure 10 : Production de vecteurs pseudotypés de sérotypes 1 a 5 (d’apres Rabinowitz
et al., 2002).

A. Représentation schématique des plasmides helper pXR-1 a -5. Les séquences conservées codant pour
I’extrémité N terminale des Rep sont figurées en blanc, les séquences insérées codant pour les extrémités C
terminales des Rep pour chaque sérotype sont représentées en hachuré. Les séquences codant pour les protéines
de capside sont figurées en gris. B. Comparaison des rendements de production a I’aide de plasmides helper
contenant la totalité de la séquence codante de Rep de I’AAV-2 (schéma de gauche) ou une séquence chimére
(pXR-3, -4 et -5, schéma de droite). C. Western blot réalisés sur des lysats cellulaires 24h aprés tri-
transfection de cellules 293. Chaque puits est chargé avec 5 ug de protéines totales. Les plasmides helper
spécifiques de chaque sérotype sont indiqués au-dessus de chaque blot, incubés avec I’anticorps monoclonal anti-
Rep 1F11 (1) ou I’anticorps monoclonal anti-Cap B1 (2). Le poids moléculaires des Rep et les sous-unités Cap
sont indiqués sur la droite des blots. Les capsides d’AAV-4 ne sont pas reconnues par I’anticorps B1. Le site de
reconnaissance de cet anticorps est représenté en bas de la figure et aligné avec la séquence d’acides aminés de
cette région des 5 sérotypes. Les astérisques indiquent les résidus conservés par rapport a I’AAV-2.



En raison de I’affinité différente de chaque sérotype pour I’héparine, la purification passe a

I”’heure actuelle par ultracentrifugation sur chlorure de césium.

c. Avancées dans le domaine de la production et de la purification de vecteurs

Les laboratoires ont amélioré ces dernieres années les méthodes de production et de
purification des vecteurs. En effet, dans I’optique de produire des lots cliniques, il est
indispensable i) d’adapter les protocoles de production a grande échelle et ii) de maitriser la

pureté des préparations virales.

La production a partir de lignées d’encapsidation (Blouin et al, manuscrit en cours de
rédaction) permettra sGrement d’adapter les méthodes de production a plus grande échelle :

e d’une part parce que les rendements de production sont au moins égaux voire
supérieurs aux protocoles de transfection (Chadeuf et al., 2000). Aprés infection
adénovirale, le nombre de copies de rep-cap présentes dans les clones stables
HeLaRC32 est multiplié par 100 et comparable au nombre de copies apres
transfection d’un plasmide rep-cap (Chadeuf et al., 2000) (Tessier et al., 2001).
Cette amplification en I’absence d’ITR est due a une séquence de Rep englobant le
p5, baptisée CARE (Cis-Acting Replication Element) (Nony JVirol 2001, Tessier
JVirol 2001). Il faut toutefois noter que ces résultats ne sont pas reproduits apres
transfection d’un plasmide adénoviral (Chadeuf et al., 2000). De plus, I’obtention
de lignées stables a partir de cellules 293 est difficile, peut-étre du fait de
I’expression de rep et cap induite par E1 (Salvetti, non montré).

e d’autre part parce qu’elles limitent les manipulations ; la production a partir d’une
lignée cellulaire stable ayant intégré rep et cap ainsi qu’un plasmide vecteur
nécessite la seule infection par un virus auxiliaire. Un virus non réplicatif derive du
virus Herpes Simplex donne méme des rendements de production supérieurs a un

infection adénovirale (Toublanc et al., 2004).

Les efforts se sont également portés ces dernieres années sur la mise au point de méthodes
de purification par FPLC (Gao et al., 2000) (Chiorini et al., 1999) (Auricchio et al., 2001)
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(O'Riordan et al., 2000) (Clark et al., 1999) (Kaludov et al., 2002) (Brument et al., 2002)
(pour revue, voir (Blouin et al., 2004)). Le groupe d’Anna Salvetti présente une méthode
originale basée sur I’utilisation de colonnes échangeuses d’ions, et non d’héparine, qui la
rendrait a priori applicable aux différents sérotypes. La lyse du culot cellulaire par
congélation/décongélation n’induit pas d’etape de prépurification. L’utilisation successive
d’une colonne échangeuse de cations et d’une colonne échangeuse d’anions donne des
préparations d’AAV-2 et -5 plus pures qu’apres purification sur double chlorure de césium ou
apres iodixanol/héparine. Appliquée a la production sur lignées cellulaires, cette méthode

serait applicable dans le cadre des pratiques GMP (Good Manufactory Practices).

1.3.2 Meécanisme de la transduction et persistance du génome

La transduction peut étre considérée comme la combinaison des événements aboutissant a
I’expression du transgéne. Sa réussite passe par le succés de plusieurs étapes, dont la fixation
du vecteur a la membrane cellulaire, son entrée dans le cytoplasme, la migration vers le
noyau, I’entrée dans le compartiment nucléaire ou I’ADN sera libéré pour donner des formes
double brin transcriptionnellement actives. Méme si les mécanismes mis en jeu sont
conserves pour un méme vecteur, la réussite de ces événements dépend du type cellulaire.
Dans bon nombre d’exemples (mis a part les exemples des thérapies anticancéreuses), la

caractéristique d’une cellule transduite doit étre I’expression prolongée du transgéne.

Tour a tour les étapes de fixation (Summerford and Samulski, 1998) (Summerford et al.,
1999) (Qing et al., 1999) (Smith and Helenius, 2004) et de conversion de I’ADN simple brin
en double brin (Ferrari et al., 1996) (Fisher et al., 1996) ont été considérées comme des étapes
limitantes du transfert de gene. Les phénoménes de migration dans le cytosol et les
mécanismes éliminant les particules virales avant leur import dans le compartiment nucléaire

sont aujourd’hui considéres avec importance (Yan et al., 2002) (Ding et al., 2003).
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a. Voies d’entrée et trafic intracellulaire de I’AAVr

> Adhésion a la cellule

Nous reporterons ici principalement les voies d’entrée, la cinétique d’infection et les
processus de migration jusqu’au compartiment nucléaire essentiellement pour les vecteurs
dérivés de I’AAV-2.

Les récepteurs impliqués dans la fixation et I’internalisation des particules sont connus
depuis la fin des années 1990. Il avait été déja été décrit que I’AAV-2 sauvage se liait a une
glycoprotéine membranaire de 150 kDa (Mizukami et al., 1996). Cette molécule n’a pourtant

pas été identifiée.

Summerford et Samulski ont montré par la suite le réle des protéoglycanes a sulfate
d’héparan (HSPG, heparan sulfate proteoglycans) dans la fixation de I’AAV-2 recombinant &
la membrane des cellules HeLa et CHO (Summerford and Samulski, 1998). L aptitude d’une
cellule a étre transduite par I’AAVr de sérotype 2 dépend donc en partie de la présence

d’HSPG au niveau de la membrane plasmique.

Des travaux du groupe de Jude Samulski (Rabinowitz et al., 1999) ont montré que le ou les
domaines de fixation a I’héparine sont localisés dans VP3. Les auteurs ont généré par
mutagenese insertionnelle (mutation en position 2634) un vecteur dont la capside est
composée exclusivement de VP3 (pas de VP1 et VP2 détectables en Western par I’anticorps
B1) et qui présente une affinité pour I’héparine. La particule semble avoir une morphologie

normale en microscopie électronique.

Le groupe de Muzyczka (Wu et al.,, 2000) va plus loin en apportant des mutations
ponctuelles réparties uniformément sur toute la longueur de la séquence codante des VP. Les
mutations consistent soit a remplacer des acides aminés chargés par un résidu Alanine, soit a
insérer des épitopes hémagglutinine. Cing mutants sont défectifs pour la fixation a I’héparine ;
les résidus mutés impliqués dans cette perte d’affinité sont répartis dans une boucle de VP3,
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au niveau de deux regroupements d’acides aminés acides (régions concernées : acides aminés
de 509 a 522 et de 561 a 591).

Récemment, les résidus impliqués dans la fixation a I’héparine ont été identifiés pour
I’AAV-2 par les groupes de Muzyczka (Opie et al., 2003) et Kleinschmidt (Kern et al., 2003).
Les protéoglycanes a héparan sulfate sont des macromolécules exprimées a la surface de
nombreux types cellulaires et entrent dans la composition de la matrice extracellulaire de
nombreux tissus (Hileman et al., 1998). La partie glucidique de ces protéines est formée par
des répétitions de disaccharides formés de résidus N-acétylglucosamine et acide iduronique
liés en o 1,4. Les groupes héparan sulfate interagissent avec un grand nombre de protéines, de
maniere prédominante par attraction électrostatique des groupements sulfate avec des amas
d’acides aminés chargés positivement. Hileman et al (Hileman et al., 1998) ont décrit deux
sites consensus de liaison, XBBXBX et XBBBXXBX, et une séquence conformationnelle,
TXXBXXTBXXXTBB (ou B est un acide aminé basique (Histydine, Lysine, Arginine), X est
un acide aminé polaire ou non et T est un coude). Bien que les protéoglycanes a sulfate
d’héparane sont connus pour participer a I’infection de nombreux virus chez I’homme (Liu
and Thorp, 2002) (Smith and Helenius, 2004), les mécanismes moléculaires mis en jeu sont
peu connus. Dans les études de Muzyczka (Opie et al., 2003) et Kleinschmidt (Kern et al.,
2003), les auteurs introduisent des mutations ponctuelles dans la séquence codant pour les
VP. Opie et al montrent que des substitutions des résidus basiques Arginine (chargé
positivement) en position 585 et 588 par des résidus neutres Alanine entrainent une perte
d’affinité pour I’héparine. Des mutations conservatives a ces deux positions (Arginine
remplaceée par une Lysine) diminuent légérement la fixation a I’héparine et I’infectiosité.
C’est donc I’attraction électrostatique qui est le médiateur primaire de I’interaction avec le
substrat. Des mutations des résidus Arginine en position 484 et487 et Lysine 532 en résidus
Alanine affectent également partiellement la fixation a I’héparine. Les résidus 585 et 588 sont
donc majoritairement responsables de la fixation aux groupements héparan sulfate et la
mutation de ces résidus a peu d’effet sur le cycle viral (encapsidation notamment). A
I’inverse, des mutations des résidus Arginine en position 459, 509, et 526/527 n’affectent pas
la fixation a I’héparine mais inhibent tout pouvoir de transduction. La modélisation
tridimensionnelle de la capside du vecteur montre que les résidus impliqués dans la fixation a
I’héparine (R585, R588, R475, R487 et K532) forment un amas de cing acides aminés
basiques localisés au niveau des pics entourant les axes de symétrie axiale d’ordre 3 et en

regard de celui-ci (voir Figure 11 : « Interaction de la capside d’AAV-2 avec I’héparine »).
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Figure 11 : Interaction de la capside d’AAV-2 avec I’héparine

(A-B) Représentation tridimensionnelle de trimeres de VP3 vus selon un axe de symétrie axiale d’ordre 3
(d’apreés Opie et al., 2003). (A) potentiels électrostatiques de surface d’un trimére de VP3 calculés avec le
logiciel GRASP. En bleu sont représentés les potentiels positifs (acides aminés basiques) et en rouge les potentiels
négatifs (acides). Les fleches indiquent les positions des acides aminés basiques impliqués dans la fixation a
I’héparine. Le triangle noir figure I’axe de symétrie axiale d’ordre 3. (B) modéle de structure tertiaire d’un
trimére de VP3 d’AAV-2. Les chaines carbonées de chaque sous-unité VVP3 sont représentées en vert, gris et violet.
Les mémes résidus que précedemment sont indiqués par des fleches et figurés en couleurs conventionnelles : jaune,
carbone ; bleu, azote ; rouge, oxygene. (C-D) Localisation et role des acides aminés impliqués dans la fixation a
I’héparine (d’apres Kern et al., 2003). (C) localisation des résidus 585, 588, 484, 487, 532 et 475 sur une capside
d’AAV-2 vue selon un axe de symétrie axiale d’ordre 3. orange, R585 ; rouge, R588 ; violet, R484 ; vert, R487 ;
bleu, K532 ; jaune, R475. L’insert montre un trimere de VVP3 selon le méme axe et méme modéle que la figure B. (D)
Modeéle de liaison de I’héparine a la capside d’AAV. Les spheres bleu ciel figurent I’héparine. Les acides aminés
qui sont a proximité de la molécule d’héparine et qui peuvent permettre des interactions électrostatiques ou des
liaisons hydrogénes sont indiqués par des fleches. Les lettres A, B et C indiquent les trois sous-unités de VP3
constituant le trimére observé.



La fixation a I’héparine est dépendante du bon assemblage en trimere des sous-unités VP3
(Kern et al., 2003). Kern et al identifient quant a eux, avec la méme démarche, un résidu
supplémentaire impliqué dans la fixation a I’héparine (mutation du résidu Arginine 475 en
Alanine). Ce résidu ne joue pas un role par une interaction directe avec la capside, mais se
trouve a I’intérieure de la capside, a la limite entre les sous-unités de VP3 et peut donc
influencer indirectement la fixation a I’héparine en perturbant I’assemblage correct des sous-
unités. Les auteurs vont plus loin que les précédents en proposant un modele de fixation de
I’héparine sur la capside de I’AAV-2 (Figure 11.D).

D’une maniére étonnante, les résidus Arginine 585 et 588 ne sont pas conservés chez
I’AAV-3 ou ils sont remplacés respectivement par des résidus neutres Sérine et Thréonine.
L’AAV-2 et I’AAV-3 se lient pourtant a I’heparan sulfate (Negishi et al., 2004) (Rabinowitz
et al., 2004). Toutefois, sur une colonne d’héparine, leurs profils d’élution ne sont pas
semblables, ce qui signifierait qu’ils interagissent différemment avec ce substrat (Rabinowitz
et al., 2002). A I’inverse, ’AAV-4 et ’AAV-5 n’interagissent pas avec les groupements
heparan sulfate (Negishi et al., 2004), mais avec des acides sialiques. L’AAV-5 interagit avec
les acides sialiques liés en a2-3 (Walters et al., 2001) et a.2-6 (Kaludov et al., 2001), alors que
I’AAV-4 interagit avec des acides sialiques liés en a2-3 uniquement (Kaludov et al., 2001).
L’AAV-5 interagit avec les acides sialiques présents sur les oligosaccharides N-liés, et
I’AAV-4 avec les acides sialiques des oligosaccharides O-liés (Kaludov et al., 2001) et la
mucine (Rabinowitz et al., 2004). Le récepteur au facteur de croissance des thrombocytes
(peptide PDGFR-a) a été identifié récemment comme un des récepteurs de I’AAV-5 (Di
Pasquale et al., 2003). De plus, ’AAV-1 n’utilise apparemment pas les héparan sulfate
(Rabinowitz et al., 2004) (Negishi et al., 2004), et ces récepteurs et son mode de fixation a la
cellule restent inconnus. Les récepteurs des sérotypes 7 et 8 ne sont pas identifiés. Toutefois
ces virus sont proches de I’AAV-1, il est probable qu’ils aient un récepteur commun (Gao et
al., 2002).

Les motifs impliqués dans le tropisme tissulaire de I’AAV-1 ont été étudiés par Hauck et al
(Hauck and Xiao, 2003). Bien que la protéine VP1 d’AAV-1 présente 80% de nucléotides en
commun avec celle de I’AAV-2 (et 83% d’acides aminés similaires) (Xiao et al., 1999), les
tropismes de deux vecteurs, notamment le taux de transduction musculaire, sont trés

différents. Les acides aminés différents ne sont pas distribués uniformément le long de VP1,
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mais regroupés en plusieurs points. Les auteurs ont montré que les acides aminés majeurs

jouant un réle dans le tropisme du vecteur sont les résidus 213 a 423.

Plus précisément, la partie C-terminale de VP1 est prédominante dans I’efficacité de
transduction du muscle. Hauck et al (Hauck and Xiao, 2003) étudient les domaines impliqués
dans I’efficacité de la transduction en remplacant des parties de VP1 dans un vecteur AAV-2
par des domaines de VP1 de sérotype 1, et inversement. Les auteurs comparent I’expression
de facteur IX a 6 semaines apres injection intramusculaire des vecteurs chez des souris CD4-
knockout. Les vecteurs AAV-2 dont la partie C-terminale est remplacée par celle d’AAV-1
(domaine 352 a 736) transduisent le muscle de maniére comparable au sérotype 1. Les
vecteurs AAV-1 dont la méme partie C-terminale de VVP1 est remplacée par celle de I’AAV-2
ne transduisent plus le muscle. Plus précisément, les séquences 213 a 423 et 670 a 736 sont
déterminantes. En se basant sur le fait que le remplacement de la séquence 350 a 423 diminue
le taux de transduction de 60%, les auteurs concluent au réle déterminant de cette sequence. Il
faut toutefois souligner I’importance de la séquence 213-423 qui n’apparait pas dans leur
conclusion. La suppression du domaine 213-350 entraine en effet une perte de 75% du

pouvoir de transduction.

Il faut souligner que ces travaux ne permettent pas d’identifier les domaines impliqués
dans la fixation a la cellule et donc I’interaction avec le ou les récepteurs non identifiés de
I’AAV-1. Les domaines étudiés peuvent jouer un role dans d’autres événements de la
transduction. Notamment, le ratio particules pleines / particules infectieuses n’est pas
déterminé entre les recombinants. Enfin, il n’est pas clair que les VP recombinantes aient la

méme structure que les VP sauvages et que les épitopes soient présentés de la méme facon.

» Endocytose et trafic intracellulaire

Méme si des études montrent qu’in vivo les fibres musculaires lentes sont transduites plus
efficacement que les fibres rapides exprimant des niveaux d’HSPG moindres (Pruchnic et al.,
2000) (Manno et al., 2003), I’entrée dans la cellule fait intervenir d’autres mécanismes que

I’interaction avec les groupements héeparan sulfate. Il faut aussi souligner qu’il s’agit de
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groupements exprimés a la surface de nombreux types cellulaires et qu’il sont impliqués dans
la fixation non spécifique de nombreux virus (Smith and Helenius, 2004) : virus Herpes, virus
de la dengue, virus de I’encéphalite de la taiga (tick-borne encephalitis virus), Papillomavirus,
Paramyxovirus de type 3, et virus Sindbis.

Le récepteur 1 du facteur de croissance des fibroblastes (FGF-R1) ainsi que la chaine 35
de I’intégrine V5 ont été identifiés comme des co-récepteurs de I’AAV-2 impliqués dans
I’endocytose de la particule (Qing et al., 1999) (Summerford et al., 1999). L’étude de
Summerford et al (Summerford et al., 1999) montre que la présence d’intégrines a la surface
des cellules augmente [I’efficacité de transduction. Elle favorise davantage I’entrée des
particules d’AAV-2 que la fixation a la membrane cellulaire, suggérant que ce « co-
récepteur » pourrait étre impliqué dans le processus d’internalisation ou de trafic
intracellulaire plutét que dans la phase d’attachement proprement dite. Le groupe
d’Engelhardt (Sanlioglu et al., 2000) a confirmé ces résultats en montrant que des anticorps
dirigés contre la chaine B5 n’empéchaient pas la liaison de I’AAV-2 a la surface de cellules

HeLa mais inhibaient son internalisation.

Le suivi des particules (détection en imunofluorescence ou quantification de I’ADN
internalisé aprés lavage des cellules) montre que la phase d’entrée dans la cellule est courte.
La visualisation de la cinétique d’infection des cellules vivantes en temps réel a été faite

récemment (Seisenberger et al., 2001).

Dans les cellules HeLa, plus de 75% des particules se retrouvent dans le cytoplasme 30
minutes aprés infection (Bartlett et al., 2000) (Sanlioglu et al., 2000). L’entrée dans la cellule
est dépendante de la dynamine et s’opére par endocytose dans des puits recouverts de
clathrine (Bartlett et al., 2000). Sanlioglu et al (Sanlioglu et al., 2000) et Bartlett et al (Bartlett
et al., 2000) proposent un modéle d’endocytose des particules d’AAV-2 faisant intervenir
I’intégrine aVB5 (voir Figure 12 page suivante : « Entrée et trafic intracellulaire de I’AAV »).
La pénétration est dépendante de I’énergie et ne s’opere pas a 4°C. Elle nécessite I’activation
GTP-dépendante de la protéine Rac-1 (Sanlioglu et al., 2000) qui induirait en cascade
I’activation de la kinase PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase).
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Fig 12 : Entrée et trafic intracellulaire de I’AAV

A. Modele d’endocytose des particules d’AAV-2 (d’apres Sanlioglu et al., 2000). L’endocytose de I’AAV-2
dans les cellules HeL a est facilitée par la fixation au récepteur HSPG et a I’interaction avec I’intégrine aV5. La
lisaison de Racl au GTP et son activation, potentiellement par I’intégrine o5, est nécessaire a I’endocytose de
la particule. Aprés I’endocytose, Rac 1 stimulerait les voies d’activation de la protéine kinase P13, qui facilite les
réarrangements du cytosquelette (microfilements et microtubules) impliqués dans le migration jusqu’au noyau.
B. Modéle de trafic intracellulaire de I’AAV-2 (d’aprés Bartlett et al., 2000). Aprés fixation au récepteur
membranaire HSPG des cellules HelLa (étape A), I’AAV est internalisé rapidement via des puits recouverts de
clathrine (étape B), et interaction avec I’intégrine aVVp5. Le virus internalisé dans les endosomes précoces subit
une légere acidification du milieu et est relargué dans le cytoplasme & partir des endosomes tardifs (étape C). Les
particules s’accumulent en région périnucléare (étape D) et pénétrent dans le compartiment nucléaire (étape E).



Le cheminement jusqu’au noyau se fait dans le compartiment endosomal. Une seule
particule est présente par endosome (Seisenberger et al., 2001). L utilisation de nocodazole
(dépolymérise les microtubules) et de cytochalasine B (désorganise les microfilaments) a mis
en évidence I’intervention du cytosquelette (Sanlioglu et al., 2000). L’acidification des
endosomes est une étape indispensable de la transduction ; le traitement des cellules par le
chlorure d’ammonium ou la bafilomycine Al inhibe fortement la transduction dans les
cellules HelLa (Bartlett et al., 2000) (Douar et al., 2001) et dans une moindre mesure les
cellules HepG2 et 293 (Douar et al., 2001) (Hansen et al., 2001a). Selon le modele de Hansen
et al, les particules cheminent dans les cellules 293 dans les endosomes précoces neutres
(faible densité) puis les endosomes tardifs acides (densité forte) jusqu’aux lysosomes (Hansen
et al., 2001a). La migration dans le compartiment endosomal est rapide, I’inhibition de
I’acidification du compartiment endosomal n’a en effet aucun impact sur le taux de
transduction une heure apres I’infection (Hansen et al., 2001a) (Bartlett et al., 2000). Les
particules seraient relarguées dans I’espace périnucléire au bout de deux heures. Il faut noter
gue les mécanismes et la cinétique de migration de I’AAV-3 seraient identique a I’AAV-2
(Bartlett et al., 2000).

Le fait que les particules ne migrent pas par le compartiment endosomal tardif acide
pourrait étre responsable du défaut de transduction de certains types cellulaires. Les cellules
NIH-3T3, dérivées de fibroblastes de souris, ne sont pas transduites par I’AAV-2. Les
particules pénétrent toutefois dans le cytoplasme. A I’inverse des cellules 293 ou la quasi-
totalité de I’ADN est détectée dans le noyau 48 heures post infection, I’ADN transféré dans
les 3T3 se retrouve majoritairement dans le cytoplasme. Le traitement de ces cellules par de
I’hydroxyurée restaure le trafic dans les endosomes tardifs acides et permet d’augmenter le
taux de transduction (Hansen et al., 2001a). On pensait également que I’hydroxurée favorisait

la synthese de I’ADN double brin a partir du simple brin ; cet effet serait marginal.
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Notons aussi que de fagon étonnante Xiao et al ne détectent pas de particules dans les
endosomes tardifs des cellules HelLa, alors qu’elles sont transduites (Xiao et al., 2002). 1l faut
noter que si les voies empruntées varient d’un type cellulaire a un autre, elles sont aussi
fonction de la voie d’infection. L’infection de cellules épithéliales pulmonaires en culture par
le pble baso-latéral est beaucoup plus efficace que par le péle apical (Duan et al., 2000).
Méme si I’endocytose varie selon le pbéle infecté, le défaut de transport des particules

d’AAV-2 jusg’au noyau représente I’obstacle majeur de la transduction par le pble apical.

Une grande partie des particules est dégradée soit dans les lysosomes, soit par le complexe
du protéasome. L’ajout d’inhibiteurs du protéasome (LLnL, Z-LLL ou MG-132) au moment
de I’infection augmente le taux d’expression du transgéne (Yan et al., 2002) (Duan et al.,
2000) jusqu’a 50 fois (Douar JVirol 2001), apres infection d’AAV-2 ou d’AAV-5 (Yan et al.,
2002). Le traitement s’accompagne d’une augmentation de la quantité d’ADN simple brin
accumulé 24 heures post infection (Douar et al., 2001). De maniére identique, dans I’étude de
Duan et al, I’inhibition de I’ubiquitine ligase E3 augmente considérablement I’expression du
transgene apres infection des cellules épithéliales pulmonaires par voie apicale (Duan et al.,
2000) (voir également la partie « Transfert de gene dans le poumon »). Les particules sont
dégradées aprés ubiquitinylation (Yan et al., 2002) ; les inhibiteurs de I’ubuiquitine ligase
augmentent la transduction (Duan et al., 2000). Les particules modifiées avant infection (dans
I’étude de Yan et al, chauffage des particules a 95°C pendant 10 minutes) seraient
ubiquitinylées de maniere préférentielle. De méme, on pense que les particules relarguées de
maniéere précoce dans le cytosol pourraient étre ubiquitinylées et dégradées par le protéasome
avant d’atteindre le noyau (Yan et al., 2002) (Duan et al., 2000) (Douar et al., 2001).

» Import nucléaire et décapsidation

Sanlioglu et al ont montré en microscopie confocale sur des cellules HeLa que les
particules atteignaient le noyau 3 heures post infection (Sanlioglu et al., 2000). Une étude en
temps réel avec une sensibilité plus élevée montre qu’il est possible de détecter au moins une

particule dans 50% des noyaux 15 minutes aprés infection (Seisenberger et al., 2001).
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Les mécanismes d’import dans le compartiment nucléaire et de modalités de la
décapsidation sont mal connus. Hansen et al ont infecté des noyaux purifiés de cellules
permissives (293) ou non (NIH-3T3) a I’AAV-2 et suivi la cinétique de pénétration des
particules par immunofluorescence. Les particules pénetrent dans le noyau des deux types
cellulaires en 15 minutes selon un mécanisme passif (import également a 4°C) (Hansen et al.,
2001b). Ces résultats montrent que I’entrée dans le noyau ne serait pas une étape limitante de
la transduction pour ces deux exemples et conforte ainsi que I’efficacité du routage vers le
noyau est I’étape limitante majeure. Méme si la taille des pores nucléaires (39 nm) permettrait
le passage des particules virales (20 a 25 nm), la pénétration dans le compartiment nucléaire
ne ferait pas intervenir le complexe des pores nucléaires (Hansen et al., 2001b) (Xiao et al.,
2002). L’utilisation d’anticorps anti-p62 ou d’agglutinine de germe de blé, bloquant les
complexes, n’inhibe pas I’import des particules (Sanlioglu et al., 2000). Les mécanismes

impliqués dans le passage de la membrane nucléaire ne sont pas connus.

Enfin, la détection de particules intactes dans le noyau suggére que la décapsidation
s’opére a cet endroit. De plus, I’incubation de particules avec un extrait nucléaire entraine la
lyse de la capside, alors que ce n’est pas le cas avec des extraits cytoplasmiques (Thomas et

al., 2004). Les modalités de décapsidation ne sont pas connues a I’heure actuelle.

Toutefois, la cinétique de décapsidation jouerait un réle dans I’efficacité de transduction
entre les sérotypes. Ainsi il a été montré que I’AAV-8 permettait de multiplier le niveau
d’expression du transgene d’un facteur 10 a 100 comparé a I’AAV-2 (Gao et al., 2002)
(Thomas et al., 2004). Pourtant, le groupe de Mark Kay montre qu’apres injection intraportale
chez la souris, le nombre de copies détectables par hépatocyte est 2 a 3 fois supérieur apres
transfert de géne médié par I’AAV-2, comparé a I’AAV-8 (Thomas et al., 2004). Les formes
détectables d’AAV-2 restent en fait sous forme encapsidée pendant au moins 3 semaines
(méme 37% de formes encapsidées a 42 jours) et des capsides intactes sont mises en évidence
avec I’anticorps A20. La décapsidation de I’AAV-8 est apparemment beaucoup plus rapide
(10,6 % de formes encapsidées a un jour, 1,5 % a 21 jours). La formation d’ADN
transcriptionnellement actif serait plus rapide, corrélée avec la cinétique et le taux

d’expression du transgene.
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b. Conversion du génome simple brin en double brin

La conversion du génome simple brin en double brin a été considérée trés tdt comme une
étape limitante de la transduction médiée par I’AAV in vitro. Le fait que la co-infection par un
adénovirus accélére et augmente I’expression du transgéne a conforté cette idée. On sait en
effet que la cinétique d’expression du transgene est longue apres transfert médié par I’AAV-2
(délai de plusieurs semaines entre I’injection du vecteur in vivo et le plateau d’expression)
(voir partie « Transfert de gene in vivo »). Les travaux de Fisher et al (Fisher et al., 1996) et
Ferrari et al (Ferrari et al., 1996) ont montré que I’augmentation de la détection de la forme
double brin est corrélée avec la détection du produit du transgéne jusqu’a un facteur 1000
dans des cellules co-infectées par un AAVr et un adénovirus en comparaison a des cellules
infectées par un AAVr seul. De plus, I’injection simultanée d’adénovirus avec I’AAVr dans le
foie et le poumon de souris augmente de facon significative la transduction in vivo trois jours
apres I’injection du vecteur (Fisher et al., 1996). D’autres facteurs ont les mémes effets que
I’adénovirus, notamment des facteurs de stress cellulaires tels que des chocs thermiques, des
agents génotoxiques (hydroxyurée, rayons ultraviolets, rayons X) (Ferrari et al., 1996), des

inhibiteurs de la synthése d’ADN et des topoisomérases (Russell et al., 1995).

La co-infection par I’adénovirus sauvage ou les facteurs helper cités plus haut
favoriseraient la synthese du brin complémentaire par la machinerie cellulaire (Fisher et al.,
1996) (Ferrari et al., 1996). Il faut toutefois noter qu’en comparaison aux modes des
production actuels (Salvetti et al., 1998) (Wang et al., 1998) (Grimm et al., 1998), la
contamination potentielle en particules « rep-positives » pourrait favoriser ce mécanisme.
L’effet auxiliaire de I’adénovirus pourrait aussi jouer au niveau post-traductionnel ; la
protéine codée par ORF6-E4 forme un complexe avec E1B(55kDa) qui favorise le transport
cytoplasmique des ARNm (Fisher et al., 1996). L’adénovirus faciliterait également la
translocation nucléaire des particules dans un mécanisme indépendant des pores nucléaires
(Xiao JVirol 2002).

Des expériences récentes confirment aussi que la formation d’ADN double brin est une
étape limitante de la transduction. L’utilisation de vecteurs véhiculant de I’ADN double brin
permet d’augmenter I’expression du transgene in vitro (McCarty et al., 2001) (Ding et al.,

2003) et in vivo (chez la souris dans le foie (Thomas et al., 2004) et dans un moindre mesure
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le cerveau (McCarty et al., 2001) et le poumon (Ding et al., 2003)). De plus, le nombre de
copies du transgene apres transfert de formes d’ADN double brin est nettement supérieur
gu’apres transfert de formes simple brin (Thomas et al., 2004). Ceci suggere qu’une grande
partie de I’ADN transféré sous forme simple brin est dégradée.

Des études majoritairement faites in vitro ont montré qu’une protéine cellulaire appelée
ssD-BP (single stranded D binding protein) était impliquée dans la conversion de I’ADN
simple brin en double brin (Wang et al., 1996) (Wang et al., 1997) (Qing et al., 1997) (Qing et
al., 2001). Cette protéine peut se fixer sur la séquence D(-) de I'I TR de I’AAV-2. La séquence
D(-) est une séquence simple brin de 20 nucléotides placée en 5° de I'ITR 3. Elle est
complémentaire d’une sequence D(+) située a I’extrémité 5’ du génome. Elle est nécessaire a
la réplication de I’AAV sauvage (Wang et al., 1996) (Wang et al., 1997). L’affinité pour la
séquence D est fonction de son état de phosphorylationn au niveau de résidus Tyrosine : elle
se fixe a I’état phosphorylé (Qing et al., 1997). Elle perd son affinité en présence d’adénovirus
ou de E4-ORF6 et permet la réplication du génome de I’AAV sauvage (Qing et al., 1997). Les
inhibiteurs des tyrosine kinases (génistéine) permettent d’augmenter considérablement le taux
de transduction de cellules HelLa (Qing et al., 1997) (Qing et al., 1998). Le niveau de
déphosphorylation de la ssD-BP aurait également un impact sur le taux de transduction de
différents types cellulaires (Qing et al., 1998). Le récepteur au facteur de croissance de
I’épiderme serait impliqué dans la phosphorylation de la protéine. Une partie de la séquence
d’acides aminés de la ssD-BP est identique a la protéine FKBP52, protéine de liaison au
FK506 (immunosuppresseur utilisé notamment en greffe d’organes) (Qing et al., 2001). Des
tests de réplication in vitro en présence d’enzyme Klenow montrent que la déphosphorylation
de FKBP52 permet la synthése d’ADN a partir de I'ITR 3’ (Qing et al., 2001). De plus, le
niveau d’expression de FKBP52 dans les lignées cellulaires permissives (293, HelLa), ou non
(NIH-3T3) est corrélé au niveau de transduction. Qing et al proposent un modeéle dans lequel
la protéine FKBP52 serait fixée sur la séquence D a I’état phosphorylé, et perdrait son affinité
en étant déphosporylée en présence d’adénovirus ou de E4-Orf6. Elle permettrait alors la
synthese d’ADN double brin et I’expression du transgéne.

Toutefois, I’hypothése d’une synthése d’ADN double brin a partir des simples brins
transférés n’est pas confirmée par les études in vivo. En effet, beaucoup d’études in vivo font
penser que le double brin serait formé par réappariement passif des brins simples de polarités

+et —
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Il apparait qu’apres injection intramusculaire d’AAVr chez la souris, des formes d’ADN
double brin sont obtenues dans les premiers jours aprés I’administration du vecteur (Vincent-
Lacaze et al., 1999). L’étude précise de la cinétique de conversion du génome viral montre
que de I’ADN double brin est méme détectable 24 heures apreés injection et que sa quantité est
croissante jusqu’a 7 jours. La détection précoce des formes double brin serait plus explicable
par un appariement passif des monobrins d’ADN d’orientation + et — que par un mécanisme
de réplication impliqué dans la génération du double brin de I’AAV sauvage. Or, la cinétique
d’expression du transgéne n’est pas corrélée avec le nombre de copies double brin du
transgene. En effet, le nombre de copies de génome AAVr détectables par Southern blot
décroit aprés I’injection (Vincent-Lacaze et al., 1999) (Schnepp et al., 2003), alors que
I’expression du transgene atteint un plateau seulement deux semaines post-injection. Ainsi, la
synthése du double brin ne serait apparemment pas le principal facteur limitant dans

I’expression du transgéne.

Une étude antérieure réalisée a partir de foie de souris apres injection d’AAVr par voie
intra-portale montrait une conversion de I’ADN simple brin en double brin sur 5 semaines
(Miao et al., 1998). Plus tard, le groupe de Mark Kay a étudié la structure du génome de
I’AAVTr dans le foie de souris a long terme (Nakai et al., 2000). Les auteurs ont utilisé des
vecteurs dont le génome est méthylé, par production dans des cellules 293 exprimant la
méthylase Dam d’E. Coli. Considérant que la synthése d’ADN dans les cellules eucaryotes
produit des formes déméthylées, ils ont soumis I’ADN extrait a des enzymes de restriction
capables de couper soit les formes méthylées (Dpnl), soit non méthylées (Mbol). Ils ont ainsi
montré que les formes génomiques détectées a long terme n’étaient pas sensibles a la
digestion par Mbol, ce qui signifie que les formes génomiques détectées ne proviennent pas
de la réplication du génome viral. Sur la base de ces résultats, on peut donc penser que la
conversion du simple brin en double brin ne ferait pas intervenir des phénomenes de
réplication cellulaire, mais I’appariement des deux brins + et — issus des vecteurs. De plus,
I’utilisation de vecteurs marqués avec plusieurs sites de restriction a conforté cette hypothese.
Les auteurs ont utilisé deux vecteurs dont la sequence ne differe que par un site de restriction
(BamHI ou EcoRl), occupant des positions proches dans le vecteur. Dans I’hypothese ou la
formation du second brin s’effectue par synthese d’ADN, les sites de restriction doivent étre
conservés. Si par contre la génération du double brin se fait par appariement passif des formes
+ et —, les sites de restriction ne sont plus systématiquement conservés. Apreés digestion par

ces deux enzymes et amplification de la région des sites de coupure par PCR cachée, les
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auteurs ont montré la présence de monomeres monobrin résistants aux enzymes de restriction
utilisées. Ces résultats seraient en faveur d’un appariement aléatoire des brins d'orientation
contraire provenant des deux vecteurs. Les concatémeéres obtenus par la suite seraient issus de
la recombinaison entre les formes double brin. Les auteurs proposent enfin un modéle de
transduction médiée par I’AAV (voir Figure 13 page suivante : « Modele de la formation du

second brin de I’AAVTr par appariement des génomes simple brin de polarité opposée »)

c. Formes de persistance du génome double brin

Trois hypotheses peuvent expliquer la persistance de I’AAVr: intégration par
recombinaison non homologue, persistance sous forme extrachromosomique (épisomes) ou

combinaison de formes intégrées et épisomiques.

La persistance du génome de I’AAVr a été trés souvent associee a la détection de
concatémeres in vivo, apres injection dans le muscle ou le foie (Fisher et al., 1997) (Clark et
al., 1997) (Xiao et al., 1996) (Snyder et al., 1997a) (Miao et al., 1998) (Duan et al., 1998)
(Herzog et al., 1999). Ces concatémeéres sont décrits la plupart du temps comme des formes
multimériques d’orientation téte-queue (succession de génomes d’AAVr de méme

orientation). Les formes de persistance de I’ADN seraient majoritairement épisomiques.

Duan et al (Duan et al., 1998) et Yang et al (Yang et al., 1999) montrent que
I’augmentation de I’expression du transgene aprés administration dans le muscle squelettique
s’accompagne de la genération de formes épisomiques circulaires. Les fractions isolées
passeraient d’un faible poids moléculaire (formes monomériques prédominantes) trois
semaines apres I’injection a un haut poids moléculaire (formes multimériques prédominantes)
11 semaines post-injection, ce qui serait en faveur de la recombinaison des formes circulaires

au cours du temps.
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Figure 13 : Modéle de la formation du second brin de | ’AAVTr par
appariement des genomes simple brin de polarité opposee (d ’apres
Nakai et al., 2000)

Le modéle établi aprés injection d’AAVTr dans le foie de souris soutient I’hypothese
de la formation du génome double brin linéaire (monomeére) par appariement dans le
noyau des formes simple brin positives et négatives du vecteur. La plupart des
genomes simple brin non réappariés seraient dégradées sur une période de 1 a 2 mois.
Les formes double brin seraient converties en formes circulaires (monomeéres doubles
brins)  plus stables. Des dimeres circulaires ou des concatémeres circulaires
épisomiques de grande taille se formeraient par recombinaison. Il n’est pas exclu que
des concatémeéres linéaires se forment et persistent. Méme si les mécanismes de la
conversion de I’ADN simple brin en double brin sont mal connus, ce modele soutient
I’hypothese que les formes de persistance de I’ADN transféré sont majoritairement
des concatémeéres extrachromosomgiues.




Parmi les derniéres études, seule celle de Nathalie Vincent-Lacaze (Vincent-Lacaze et al.,
1999) propose que les concatémeres obtenus a long terme proviennent de la réplication d’une
forme intermédiaire double brin circulaire selon un mécanisme de réplication par cercle

roulant.

Pourtant, bon nombre d’études sont en faveur d’un processus de recombinaison dirigeant la
formation des concatémeres. Ainsi, Yang et al (Yang et al., 1999) montrent que la co-
injection de deux AAVTr véhiculant deux transgénes différents génére des formes multiméres
constituées des deux génomes. En utilisant deux vecteurs différents, dont I’un comporte une
séquence ori, ils montrent par rescue bactérienne que la concatémerisation des génomes
circulaires s’effectuerait non pas par réplication mais par recombinaison. Ils montrent en outre
que, non seulement la circularisation de I’ADN double brin est croissante dans les 4 mois qui
suivent I’injection, mais que les processus de recombinaison le sont aussi sur cette période.

En accord avec des etudes ultérieures concernant le foie (Nakai et al., 2000) (Song et al.,
2001a) et le muscle de souris (Song et al., 2001b), cette étude montre que les concatémeres

isolés n’ont pas d’orientation prédominante (téte-queue, téte-téte, queue-queue).

Dans une étude en 1998, Miao et al (Miao et al., 1998) montrent que 13 semaines apres
administration d’AAVr dans le foie de souris, aucun signal n’est détecté aprés migration en
champ pulsé dans des fragments de moins de 1 Mb. Ceci irait dans le sens de I’intégration du
génome viral au sein du génome cellulaire. De plus, ils montrent en hybridation in situ par
fluorescence (FISH) que I’ADN viral serait sous fome intégrée dans environ 5% des

hépatocytes. Ces résultats sont conformes a ceux de Snyder et al (Snyder et al., 1997a).

Plus tard, deux études majeures ont confirmé I’existence de formes intégrées. L’une,
prenant toujours le foie comme organe cible (Nakai et al.,, 1999) était basée sur la
circularisation des séquences supposees intégrées apres digestion enzymatique et religation.
L’ADN ainsi obtenu était ensuite analysé aprés clonage bactérien. Le séquencage des
plasmides isolés a révélé I’existence de jonctions entre le génome viral et le génome
cellulaire. Il apparait que les séquences intégrées le sont de fagon aléatoire au sein du génome
murin et que I’intégration s’accompagne de délétions partielles ou totales des ITR. Un an
auparavant, Wu et al (Wu et al., 1998) avaient mis en ceuvre une technique plus simple
permettant d’identifier les jonctions entre les génomes viral et cellulaire. La technique de PCR

specifique (PCR cachée) utilisait une amorce complémentaire des sequences Alu (ou B1 chez
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la souris) répétées et conservées au sein du génome. Cette technique a été utilisée apres
infection de neurones humains en culture et sur des cerveaux de rat deux semaines apres
injection. Le séquencage des fragments de PCR a aussi montré que I’AAVr s’intégrait de

maniére aléatoire dans les neurones en culture, a la faveur de remaniements des ITR.

Toutefois, ces études n’ont pas permis de quantifier le rendement d’intégration du vecteur.

En effet, le groupe de Mark Kay (Nakai et al., 2000) (Nakai et al., 2001) publie par deux
fois des résultats en faveur d’un trés faible taux d’intégration. Une hépatectomie aux deux
tiers pratiquee 12 semaines aprés I’injection d’AAV-facteur IX (fIX) s’accompagne d’une
réduction de I’expression du transgene et d’une diminution du nombre de copies d’un facteur
5 a 10 apres régénération hépatique. Dans leur publication de 2000 (Nakai et al., 2000), les
auteurs montrent que le génome viral, injecté sous forme méthylé, reste trés majoritairement
sous cette forme. Ils concluent d’ailleurs I’année suivante (Nakai et al., 2001) que les formes
intégrées dans le génome représenteraient 10% des formes responsables de I’expression a
long terme du transgene. Le reste serait constitué de concatémeéres extra-chromosomiques

d’orientations diverses.

Il n’y a a I’heure actuelle aucune évidence d’intégration de I’AAVr aprés transfert dans le
muscle (Snyder et al., 1997b) (Vincent-Lacaze et al., 1999) (Herzog Nat Med 1999) (Song
PNAS 2001). Plus récemment, Schnepp et al (Schnepp et al., 2003) n’ont pas pu conclure a
une intégration de I’AAV, 6 a 57 semaines apres injection intramusculaire chez la souris. Ils
ont utilisé trois approches : i) essai d’isolation de jonctions hote-vecteur par criblage d’une
banque de phage A obtenue a partir d’ADN de muscle ayant un nombre élevé de copies de
vecteur, ii) amplification de séquences virales par PCR quantitative aprés PCR B1 (PCR Alu-
like chez la souris) et iii) identification des formes de persistance de I’AAV par utilisation
d’une DNase spécifique de I’ADN circulaire double brin (donc digérant les formes

épisomiques).

Parmi ces techniques, celle utilisant la PCR B1 suivie de PCR quantitative devait étre la
plus sensible. Les séquences B1 sont I’équivalent chez la souris des séquences Alu humaines.
D’une longueur de 135 paires de bases, elles représentent 1% du génome (80000 a 100000
copies par génome haploide, soit une séquence en moyenne toutes les 15 kb). Les auteurs ont

réalisé une PCR avec des amorces spécifiques des séquences B1. Le nombre de copies de
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transgéne avant et apres cette PCR a été déterminé par PCR quantitative avec des amorces
spécifiques du promoteur ou du transgéne utilisé. Les formes épisomiques ne sont pas
amplifiées par la premiere PCR, la sensibilité de la méthode dépend donc du ratio initial entre
les formes intégrées et les formes épisomiques. Les auteurs consacrent une grande partie de la
publication a la mise au point en utilisant des clones stables de cellules musculaires de souris
(C2C12) présentant en moyenne 4,5 copies de CMV-GFP par génome. Ils mélangent a I’ADN
génomique apres extraction des quantités croissantes de plasmide CMV-LacZ. En comparant
le bruit de fond obtenu avec une gamme de plasmide LacZ seul, ils concluent qu’il est
possible de détecter 75 séquences intégrées parmi 15000 épisomes. Il est donc possible de
mettre en évidence une intégration a partir d’un rendement d’intégration de 0,5%. lls
appliquent cette technique sur I’ADN génomique de souris (récupération des muscles 6 a 57
semaines post injection d’AAV CMV-OVA). Pour la PCR quantitative, les échantillons de
plus de 15000 copies par réaction ont été dilués. L’amplification des séquences vectorielles
est inférieure au bruit de fond défini lors de la mise au point, il y a donc moins de 0,5% de
copies intégrées. Ils montrent ensuite que le transgene persiste de facon prédominante sous
forme d’épisomes de tailles variables. Ils utilisent pour cela une DNase particuliere, la PS-
DNase, qui ne coupe que I’ADN circulaire double brin. L’ADN génomique des muscles a été
analysé en Southern apres digestion par une enzyme dont le site de coupure ne se trouve pas
dans le vecteur. Apres action de la PS-DNase, les seules formes d’ADN restantes sont les
formes épisomiques. Des formes monomériques et multimériques (concatémeres de plus de

12 kb) circulaires sont mises en évidence en Southern.

Toutefois, sans remettre en cause les conclusions de cet article, quelques points peuvent
étre discutés. Tout d’abord, les auteurs considérent que les clones stables de cellules C2C12
ont intégré le génome des vecteurs AAV-CMV-GFP. Méme apres 10 passages, rien ne permet
d’affirmer que I’ADN ne persiste pas sous forme épisomique, d’autant plus que I’étude
conclue que l’intégration de I’AAV dans des cellules musculaires est tres faible. Les
justificatifs fournis ne sont pas suffisants pour prouver I’intégration du vecteur dans ces
cellules. D’autre part, la mise au point de la PCR quantitative s’est faite avec des transgenes
différents, et surtout des primers différents, que ceux utilisés in vivo. On peut craindre que
I’efficacité de la PCR quantitative ne soit pas comparable. Enfin, et méme si cela ne change
pas le message de I’article, la PS-DNase peut apparemment couper de I’ADN circulaire sous

forme relaché.
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1.3.3 Transfert de gene in vivo

Les premiers essais de transfert de gene chez I’animal datent du début des années 1990. Ils
concernaient pour la plupart le poumon, dans le but de pouvoir faire exprimer a terme un gene
thérapeutique chez des patients atteints de mucoviscidose. Ainsi, le groupe de T. Flotte faisait
exprimer I’ADNc du CFTR sous le controle de la séquence D de I’ITR ou du promoteur p5
(Flotte et al., 1993a) (Flotte J.BioenerBiomemb 1993) (Flotte JBC 1993) (Flotte GeneTher
1995).

Outre le fait que I’on ait pu, chez le rongeur, sélectionner le meilleur sérotype en fonction
de I’organe cible, I’utilisation de différents sérotypes chez un méme animal, et a fortiori chez
un méme patient pourrrait s’avérer judicieuse. Nous l'avons déja precisé, I’injection d’AAV
entraine une réponse humorale forte contre la capside (Rudich et al., 2000) (Chirmule J.Virol
2000), si bien qu’une nouvelle injection d’un méme vecteur ne peut donner lieu a un transfert
de geéne efficace pendant plusieurs mois. Il est par contre possible de transférer a plusieurs
reprises des genes différents dans un méme organe cible, en utilisant des sérotypes distincts
(Hildinger J.Virol 2001) (Xiao J.Virol 1999). L’ absence de cross-réaction entre les anticorps
dirigés contre des capsides différentes (en fonction des sérotypes toutefois, (Gao et al.,
2004b)) permettrait de réaliser un nouveau transfert de géne chez le patient, suite a

I’extinction du géne, ou de réadministrer un second gene thérapeutique.

a. Tropisme et utilisation des différents sérotypes de I’AAV

L’AAV-2 a été le premier sérotype utilisé en transfert de gene. Il présente chez I’animal
un tropisme large. L'AAVTr transduit préférentiellement le muscle (Favre et al., 2000) (Snyder
et al., 1997b) (Herzog et al., 1997) (Herzog et al., 1999) (Song et al., 2002), le foie (Snyder et
al., 1997a) (Xiao et al., 1998) (Song et al., 2001a), la rétine ((McGee Sanftner et al., 2001)
(Rabinowitz et al., 2002), et le systeme nerveux central ((Mastakov et al., 2001) (Kaplitt et al.,
1994) de différentes especes animales (pour revue (Snyder, 1999) (Monahan and Samulski,
2000) (Kotin, 1994) (Russell and Kay, 1999) (Flotte, 2004a)).
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Des études in vivo ont montré que I'AAVr permettait de faire exprimer a long terme un
gene marqueur ou une protéine thérapeutique apres une seule administration. Plusieurs
travaux realisés dans des modéles murins et canins de maladies génétiques ont montré qu’il
était possible d’obtenir une correction phénotypique plusieurs mois aprés I’injection, en
faisant sécréter une protéine thérapeutique (CFTR, facteur IX, pB-glucuronidase, v-

sarcoglycan, érythropoiétine), a partir du muscle ou du foie principalement (cf. infra).

Comme présenté plus haut, la littérature décrit neuf sérotypes utilisés en transfert de gene a
I’heure actuelle (Gao et al., 2004b). D’autres clones sont identifiés et testés actuellement en
tant que vecteur (Gao et al., 2004b). Les études séroépidémiologiques indiquent que les
sérotypes 2, 3 et 5 sont endémiques chez I’homme (une étude, de faible ampleur toutefois,
montre que peu de personnes ont des anticorps dirigés contre I’AAV-5 (Hildinger et al.,
2001), alors que I’AAV-4 infecte essentiellement les primates. L’AAV-4 est retrouvé
naturellement chez le Vervet (Singe vert) (Kaludov et al., 2001).

En rapport avec notre sujet d’étude, nous présenterons les caractéristiques du transfert de
gene dans le muscle médié par I’AAV, puis les essais de transfert du gene de I’Epo dans des

modeles petits et gros animaux.

L’intérét des différents sérotypes est leur tropisme propre en fonction du type cellulaire
cible. Ceci est a relier aux récepteurs cellulaires impliqués lors de la fixation. Ils ne sont pas
identifiés pour tous les sérotypes.

b. Transfert de géne dans le poumon

Le poumon et plus particulierement I’épithélium respiratoire a été le premier organe cible
de transfert de géne au moyen d’AAV recombinants. Le prévalence de la mucoviscidose en
France et aux Etats-Unis en est la cause principale. C’est une maladie autosomale récessive.
Le gene impliqué dans la maladie est localisé sur le chromosome 7 et code pour le CFTR
(« Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator »), protéine canal régulée par

I’AMPc et impliquée dans la réabsorption des ions CI™ et la régulation du potentiel
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transmembranaire au niveau de la surface apicale des cellules épithéliales (Wagner et al.,
2002), (Welsh and Smith, 1993). Le déficit en CFTR est lié a une mutation/délétion au niveau
du résidu Phénylalanine 508. Les symptoémes et notamment la déficience respiratoire plus ou
moins forte sont dus a une atteinte inflammatoire de I’épithélium respiratoire, compliquée par

des infections microbiennes et destruction progressive du poumon avec fibrose.

Les sérotypes testés dans le poumon sont majoritairement le 2 et le 5, et de facon plus
sporadique le sérotype 4 (Zabner et al., 2000). Il faut noter que I’AAV-4 ne transduit pas le
poumon, du fait d’une inhibition de I’infection par la mucine sécrétée et transmembranaire
(Walters et al., 2002). La fixation de la mucine a la particule virale est due a la présence
d’acides sialiques sur des oligosaccharides O-liés, auxquels se fixe spécifiquement I’AAV-4
(Walters et al., 2001).

Zabner et al (Zabner et al., 2000) ont montré que I’AAV-5 avait un taux de transduction
de I’épithélium pulmonaire supérieur a I’AAV-2. lls montrent surtout que la fixation de
I’AAV-5 au poble apical des cellules épithéliales est 10 fois plus efficace que celle de
I’AAV-2. L’AAV-4 quant a lui se fixe sur les cellules mais n’a pas un taux de transduction
supérieur a I’AAV-2. lls infectent pour cela avec des vecteurs codant pour la B-galactosidase
des cultures primaires de cellules épithéliales pulmonaires primaires différenciées. Ces
différences sont reproduites chez la souris aprés administration intra nasale. L’AAV-2 peut
par contre transduire les cellules épithéliales pulmonaires aprés fixation au pdle baso-latéral
avec un rendement proche de I’AAV-5. Les récepteurs mis en jeu sont différents, puisque la
transduction par I’AAV-2 est inhibée par compétition avec I’heparine alors que celle de
I’AAV-5 ne I’est pas. Le mauvais acces de la face baso-latérale in vivo n’est pas en faveur de
I’utilisation préférentielle du sérotype 2 chez I’animal. L’équipe d’Engelhardt (Ding et al.,
2003) montre que I’étape limitante pour la transduction de I’AAV-2 aprés infection au pble
apical n’est pas seulement la conversion de I’ADN simple brin en double brin, mais la
dégradation des particules virales par la voie du protéasome. L’infection in vitro sur le méme
type cellulaire que dans I’étude précédente en présence de LLnL (N-acétyl-L-leucyl-L-leucyl-
norleucyl), un inhibiteur du protéasome, donne un niveau d’expression du transgene 100 fois
plus élevé. Le sérotype 5 est affecté dans les mémes proportions par cette voie de dégradation.
Celle-ci ne semble rentrer en jeu qu’apres infection par le pble apical. En effet, I’infection en
présence de LLnL par le pble baso-latéral ne change pas le taux de transduction, que ce soit

pour le sérotype 2 ou le sérotype 5. La molécule utilisée n’affecte pas la conversion de I’ADN
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simple brin en double brin. Les auteurs utilisent en effet des vecteurs véhiculant I’ADNCc de la
GFP ayant encapsidé un génome double brin, soit fusion passive de deux génome simple brin,
soit deux génomes liés par liaison covalente au niveau d’un ITR et fusionnant en formant un
hairpin (formes minoritaires). Ces vecteurs augmentent le rendement de transduction d’un
log. Ils sont par contre affectés dans les mémes proportions que les vecteurs simple brin par la
voie de dégradation du protéasome. Méme si les auteurs confirment que la conversion de
I”’ADN simple brin en double brin est une des limites de la transduction (déja montré dans le
cerveau par le groupe de Jude Samulski (McCarty et al., 2003)), ils montrent surtout que la
grande majorité des particules est détruite par la voie du protéasome. L’inhibition des voies de
dégradation des vecteurs serait un point a prendre en considération chez I’animal et I’homme,
sous couvert de la toxicité et des effets secondaires des molécules utilisées. Les essais de

transfert de géene chez I’animal et les essais cliniques n’en sont pas encore la.

L’efficacité du transfert de gene dans les voies respiratoires a été étudie dans de nombreux
modeles animaux, en particulier la souris, le lapin (Halbert et al., 1997) et le primate. De part
sa taille, la voie d’abord (instillation guidée par fibroscopie), la méthode développée se voit
applicable a I’homme (Weiss et al., 2002). En 1996, Conrad et al (Conrad et al., 1996) avaient
montré I’innocuité de I’administration de vecteurs AAV-CFTR de sérotype 2 dans les voies
respiratoires de macaques rhesus. Les animaux ont recu 10™ particules par aérosolisation dans
le lobe inférieur gauche. Un Transfert de gene a long terme est possible puisque le transgene
est détectable en PCR 6 mois apres I’instillation du vecteur.

Le gene codant pour le CFTR est un géne long et son utilisation a posé probléme lors de
ses premieres utilisations au sein d’un vecteur AAV au regard de sa faible capacité
d’encapsidation. Les premiers ADNCc utilisés (4,4 kb) laissaient peu de place pour un
promoteur et un signal de polyadénylation, si bien que les vecteurs AAV-CFTR évalués par
Terry Flotte (Flotte et al., 1993a), (Flotte et al., 1993b) utilisaient I’'I TR de I’AAV comme
promoteur. Des versions plus courtes de I’ADNc ont été obtenues plus tard et évaluées avec le
promoteur p5 de I’AAV sauvage (Zhang et al., 1998) ou le promoteur de la thymidine kinase
(Wang et al., 1999a).

Des essais cliniques de phase | et Il ont été initiés chez des patients atteints de
mucoviscidose modérée ou plus sévere (Flotte et al., 1996) (Wagner et al., 1998) (Aitken et
al., 2001) (Wagner et al., 2002) (Flotte et al., 2003). Les vecteurs ont été administres soit dans
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le poumon par nébulisation (Aitken et al., 2001) ou par instillation apres bronchoscopie
(Flotte et al., 1996) (Wagner et al., 1998) ou par instillation dans les fosse nasales ou les sinus
(Flotte et al., 2003) (Wagner et al., 2002). Les vecteurs utilises dans ces études utilisent la
version compléte de I’ADNc du CFTR sous contrdle de I’ITR. Ces études confirment en
partie celles faites chez I’animal et en particulier le macaque en ce qui concerne I’innocuité de
I’AAV. Le vecteur est bien toléré quelle que soit la dose injectée (jusqu’a 10 particules
pleines : (Aitken et al., 2001)) et les effets secondaires observes chez les patients seraient plus
a relier a la maladie ou a I’acte d’injection qu’au vecteur lui-méme. Toutefois mémes si
certains patients montrent une amélioration transitoire de quelques parameétres d’évaluation
pulmonaire (Aitken et al., 2001), il est imposible de corriger complétement et a long terme les
symptémes de la maladie. La transduction de I’épithélium pulmonaire par I’AAV-2 est trés
faible et le nombre de copies du transgéne n’est pas détectable a long terme. L’étude de
Aitken et al (Aitken et al., 2001) montre une nombre de copies de 0,1 a 0,6 copies par cellule
a 30 jours, en fonction de la dose administrée (jusqu’a 10** particules) et la transgéne est
indétectable en PCR 3 mois aprés administration. La RT-PCR ne permet pas de détecter des
ARNm spécifiques du transgéne. L’étude de Flotte et al (Flotte et al., 2003) donne des
nombre de copie de 0,002 a 0,5 copie par cellule au niveau du lobe cible (pour des doses
équivalentes a 10 & 10™ particules pleines). La faible efficacité de transduction des cellules
épithéliales pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose pourrait étre due au
contexte inflammatoire et a la nature solide du mucus. Le niveau d’expression du CFTR pour
corriger la maladie reste inconnu, et il y a fort a parier que les niveaux obtenus avec des
promoteurs forts associés avec des versions courtes du CFTR permettraient de meilleurs

résultats.

Dés études récentes montrent que le sérotype 9 (Gao et al., 2004b) serait prometteur pour

le transfert de gene dans le poumon.
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c. Transfert de géne dans le foie

Le foie est un organe largement étudié comme cible de transfert de géne pour I’AAV. Son
état de division chez le nouveau-né et la possibilité d’induire une régénération apres
hépatectomie en font aussi une cible pour les vecteurs rétroviraux. Ceux-ci permettent de
transduire le foie avec une efficacité supérieure a I’AAV et donnent notamment une
correction phénotypique dans des modeéles de chiens atteints de mucolpolysaccharidose
(MPS) (Ponder et al., 2002) (Xu et al., 2002) (voir (Ellinwood et al., 2004) pour revue).

Il existe différentes méthodes pour transduire le foie. Les voies d’abord les plus évidentes
chez les rongeurs sont I’injection intraportale et intraparenchymateuse. De plus, au regard de
la situation particuliére de I’organe, il est possible d’administrer les vecteurs par voie
intraveineuse périphérique. L’efficacité du transfert utilisant ces différentes voies a été
comparée. On considére en effet que la trés grande majorité des substances injectées au
niveau de la veine caudale passe en premiere intention par le foie. Pour une méme dose de
vecteurs administrée, I’injection par voie intraportale ou intraparenchymateuse donne le
méme taux de transduction. L’utilisation de voies veineuses périphériques donne une
expression du transgéne dix fois moindre (Nathwani et al., 2001). Le niveau d’expression du
transgéne dépend aussi du promoteur utilisé (Snyder et al., 1997a) (Xiao et al., 1998) (Nakai
et al., 1999) (Nathwani et al., 2001) et de la dose de vecteurs (Snyder et al., 1999) (Wang et
al., 2000b).

L’injection de 10™ & 10* particules d’AAVr chez la souris permet un taux de transduction
de 5% des hépatocytes en moyenne. Selon les études, les cellules transduites se situent pres
des veines centrolobulaires (Xiao et al., 1998), en région périportale (Snyder et al., 1997a) ou

disséminées dans le parenchyme (Song et al., 2001a).

La transduction des hépatocytes par I’AAVr a été largement étudiée, et comme nous
I’avons vu plus haut, ’ADN issu du vecteur y persiste a long terme sous forme de
concatémeres d’orientations diverses (orientation téte-queue prédominante) (Miao et al.,
2000) (Nakai et al., 2000). Les formes intégrées sont nettement minoritaires (Nakai et al.,
2000) (Nakai et al., 2001). Dans une étude en 2000, Miao et al (Miao et al., 2000) montrent

par hybridation in situ que le génome de I’AAVr est déetectable dans le noyau de la quasi
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totalité des hépatocytes 24 heures post-injection, alors que 5 semaines plus tard, seul 5% des
cellules expriment le transgéne. Utilisant deux vecteurs AAVr codant pour deux transgenes
distincts ils démontrent par FISH que ces vecteurs transduisent les mémes cellules lorsqu’ils
sont injectés en méme temps ou a une semaine d’intervalle, mais que la fréquence des
événements de transductions simultanées diminue et devient nulle si les injections sont
différées de 3 semaines ou plus. Ils confirment ces résultats aprés avoir identifié par PCR et
Southern blot des hétérodimeres. Faudrait-il en conclure que la population permissive des
hépatocytes a I’infection changerait avec le temps ? Une hépatectomie partielle n’augmente
pas I’efficacité de transduction, suggérant que I’état de division des cellules ne joue pas un
role prépondérant dans le processus de transduction. Il ressort globalement de cette étude que
I’entrée du vecteur dans les hépatocytes n’est pas un facteur limitant. La transduction médiée

par I’AAV-2 est donc limitée par des phénomenes post-entrée.

Le groupe de Mark Kay (Thomas et al., 2004) montre que le sérotype 8 a un taux de
transduction environ 10 fois supérieur a I’AAV-2 (AAV-hfIX sur des souris C57BI/6). Alors
que I’injection de 3.10" vg d’AAV2-EFla-nlsLZ donne un taux de transduction inférieur &
3% 6 semaines post-injection (par voie intra-portale) chez des souris Rag-1 (tolérantes au
LacZ), la méme dose d’AAV8 entraine une transduction de plus de 10% des hépatocytes.
Aprés entrée dans le noyau, la décapsidation des particules d’AAV-8 seraient plus rapide que
celle des particules AAV-2. Trois semaines post injection, les formes nucléaires d’ADN
détectables en Southern sont majoritairement des formes simple brin pour les groupes ayant
recu de I’AAV-2. Ces formes sont de plus résistantes a un traitement a la DNase et détectées
aprés précipitation par I’anticorps A20 (reconnaissant les capsides intactes). Ces données
suggerent que de I’ADN sous forme encapsidé persiste dans le noyau 3 semaines apres
injection. Aucune forme simple brin n’est détectée chez les animaux ayant recu de I’AAV-8,
I’ADN est retrouvé sous forme double brin monomérique ou concatémérique. La
décapsidation des particules d’ AAV-2 apparait donc comme un processus beaucoup plus long
que pour le sérotype 8. Ceci expliquerait la cinétique d’expression plus rapide de ce dernier.
Les auteurs montrent de plus que la décapsidation s’effectue dans le noyau, en placant des
particules en contact avec des extraits cytoplasmiques ou nucléaires. Méme si les phénomenes
d’entrée ne sont pas bien connus et pourraient varier d’un sérotype a l’autre, le taux de
transduction inférieur du sérotype 2 pourrait étre du a un rendement de décapsidation faible
comparé a I’AAV-8.
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I n’en reste pas moins que la décapsidation est une des étapes limitantes de la transduction
médiée par I’AAV. La conversion du simple brin en double brin I’est aussi comme nous

I’avons montré dans la partie « Conversion du génome simple brin en double brin ».

L’étude montre également que le nombre de copies du transgéne dans le noyau des
hépatocytes augmente au cours des 6 premiéres semaines apres injection d’AAV-8, alors que
ce n’est pas le cas pour I’AAV-2. Ceci suggere que la phase de migration vers le noyau est
longue. Les voies de migration dans les endosomes sont décrites comme rapides (cf. partie
« Voies d’entrée et trafic intracellulaire de I’AAVTr »), ceci signifierait que la phase d’entrée
dans le noyau serait longue. Ainsi dans le modéle de Mark Kay(Thomas et al., 2004), du
moins pour le sérotype 8 dans des hépatocytes, I’entrée dans le noyau s’étalerait sur au moins
6 semaines, alors que la décapsidation des particules entrées serait rapide et conduirait
rapidement a la formation de formes double brin stables.

La réadministration d’un méme sérotype étant d’efficacité limitée a cause de la réponse
humorale contre la capside du vecteur (Chirmule et al., 2000) (Xiao et al., 1999), le groupe de
J. Wilson proposait une méthode de repopulation hépatique afin d’augmenter le taux de
transduction (Chen et al., 2001). Aprés injection par voie intraportale chez des souris d’un
AAVTr véhiculant le géne bcl-2, ils administrent a I’animal I’anticorps Fas 5 a 6 semaines plus
tard. 1l a déja été documenté que celui-ci, en se ligant au marqueur de surface CD 95, entraine
normalement I’apoptose et que celle-ci est inhibée en présence de Bcl-2. L’injection
d’anticorps Fas s’accompagne ici d’une augmentation de I’expression de bcl-2 et d’une
augmentation du nombre de copies du vecteur par cellule. Deux mois aprées I’infection, le taux
de transduction a méme progressé d’un facteur 10 (progressant de 2 a 20%). Cette technique
n’a pourtant pas été reprise par la suite.

Le foie a été utilisé a maintes reprises comme organe sécréteur de protéines thérapeutiques
apres injection par voie intraportale, intraveineuse périphérique ou intraparenchymateuse (fIX
(cf. infra), fVIII (Scallan et al., 2003), a—Galactosidase (Ziegler et al., 2004), (Park et al.,
2003), B-glucuronidase (Sferra et al., 2004). Les niveaux de sécrétion atteints permettent une
correction du phénotype chez des modéles petits et gros animaux de maladies génétiques.
C’est le cas de I’hémophilie B, maladie largement étudiée par les groupes de Kathy High et
Mark Kay (voir également partie « Transfert de géne dans le muscle »). L’hémophilie est un

trouble de la coagulation due a un déficit en facteur IX fonctionnel dans le cas de
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I’hémophilie B et en facteur VIII dans le cas de I’hémophilie A. Les thérapies actuelles
consistent en des transfusions en réponse a des épisodes hémorragiques et a I’administration
de facteur de coagulation recombinant. Dans le cas de I’hémophilie B, un taux sanguin de
facteur IX ramené a 1% permet de réduire le phénotype de la maladie de sévere a modére,
avec notamment des saignements spontanés moins fréquents. Un taux de 5% rend I’atteinte
modérée. Dans ce cas, les injections de facteur 1X ne sont indispensables que lors
d’hémorragies prononcées (blessures graves, chirurgies...). A I’heure actuelle, 3 a 4% des
patients traités par injection de facteur IX recombinant développent des anticorps contre la
protéine. La réponse immune apparait d’autant plus facilement que les mutations dans la
séquence codante du facteur 1X sont importantes. Plusieurs modéles animaux sont
disponibles : un modele de souris knock-out (Lin et al., 1997) et deux modeles de chiens. Une
colonie (UNC-Chapell Hill) présente une mutation faux-sens dans le site catalytique de la
protéine (Guanine remplacée par une Adénine, remplagant le résidu Glycine 379 par un Acide
glutamique (Evans et al., 1989)). Bien que le géne et les ARNm soient détectables en
Southern et Northern, I’antigene est donc présent dans le serum sans que 1’on puisse le doser
par ELISA. Une autre colonie de chiens (Auburn) (Mauser et al., 1996)) présente une
mutation non sens (délétion de paires de base aboutissant & un codon stop au niveau du résidu
146 avant le peptide d’activation). Snyder et al (Snyder et al., 1999)) ont montré qu’il était
possible d’avoir une sécrétion stable et une correction phénotypique (diminution du temps de
saignement aprés caudectomie) a long terme chez la souris (suivi jusqu’a 17 mois) apres
injection intra-portale ou par voire IV périphérique. Les souris ont par contre développé des
anticorps contre le facteur 1X, le cDNA du facteur IX étant ici d’origine humaine. Une
construction dérivée (ADNc du facteur 1X canin sous contréle d’un promoteur MFG) a été
utilisée chez le chien aprés injection intra portale. Les taux de facteur 1X sécrétés sont stables
sur 8 mois mais ne permettent qu’une correction phénotypique partielle (0,5 a 1 % du taux
physiologique). Plus tard, Wang et al (Wang et al., 2000b) utilisent la méme colonie de chiens
présentant une mutation faux sens. Les doses de vecteurs injectées par voie intra portale sont
comparables a celles utilisées dans I’étude précédente, mais I’ADNc du facteur IX canin est
placé sous le contréle d’un promoteur chimere spécifique du foie (promoteur LSP : promoteur
de la thyroid hormone-binding globulin fusionné a deux répétitions des séquences enhancer
de I’al-microglobuline/bikunine). Les taux sécrétés (5% du taux physiologique) sont stables
sur la durée de I’étude (7 mois) et permettent une correction phénotypique (diminution des
temps de coagulation total et de thromboplastine activée sans épisodes de saignement pendant

la durée de I’étude). Les animaux n’ont pas présenté d’anticorps anti-facteur IX. lls avaient
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montré un an auparavant (Wang et al., 1999b) que la méme construction (fIX canin sous
contrble du promoteur LSP) permettait une correction phénotypique sur 5 mois, sans
développement d’anticorps anti-facteur 1X. Le type de mutation des chiens et la circulation au
préalable de I’antigéne participe slirement a la tolérance de la protéine produite par transfert
de gene. Mais ce modele n’est sirement pas représentatif de la diversité des mutations que
I’on retrouve chez I’homme. Comme nous le présentions plus haut, les patients atteints de
mutations larges dans la séquence codante développent plus facilement une réponse immune
contre la protéine recombinante. Il est probable qu’il en serait de méme apres transfert de
géne. Mount et al (Mount et al., 2002) ont utilisé la souche de chiens Auburn présentant une
mutation non sens. Ces animaux développent une réponse immune contre le facteur IX
lorsque celui-ci est transféeré dans le muscle (cf. partie «Transfert de gene dans le muscle »).
Les auteurs utilisent ici aussi un promoteur chimeére : promoteur de I’alpha anti-trypsine
humaine fusionnée a un enhancer dérivé de I’apolipoprotéine E. Apres injection par voie
intraportale, deux chiens sur trois sécrétent des taux de facteur 1X compris entre 5 et 12% du
taux physiologique avec correction phénotypique sur une période de 70 semaines. Un animal
a présenté des anticorps anti facteur 1X 5 semaines post-injection. Ces résultats sont tout de

méme encourageants quant au traitement de patients chez lesquels la protéine ne circule pas.

Il faut noter que dans toutes ces études, aucun chien n’a présenté d’élévation du taux de
transaminases hépatiques (sauf un chien dans les 3 a 5 jours suivant I’injection, mais qui a

présenté une persistance de I’expression).

Ces résultats ne sont a I’heure actuelle pas transposables chez I’homme. Des essais
cliniques (K.High, non publié) concernent des patients présentant des mutations faux sens
(donc a priori peu sujets a des réponses immunes contre le facteur 1X). Ces essais sont faits
avec un vecteur AAV-2 injecté par voie intra artérielle (au niveau de I’artere fémorale),
L’ADNCc du facteur IX humain étant sous contrdle d’un promoteur dérivé de I’alpha anti-
trypsine humaine. Les essais actuels sont freinés suite a des complications observées chez un
patient qui a présenté une expression transitoire de facteur I1X. Ses taux sanguins de
transaminases hépatiques ont augmenté 4 a 5 semaines apres I’injection et les taux de facteur
IX sécrétés ont diminué en paralléle. Le patient n’a pas développé de réponse humorale contre
le facteur IX. Le groupe de K.High a montré en ELISPOT IFNy une réponse immune
cellulaire contre un épitope de la capside d’AAV-2 (Flotte, 2004b) et du facteur 1X. Ce méme
groupe a également montré qu’aprés injection intra portale chez la souris, la capside de
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I”’AAV-2 restait detectable d’un point de vue immunologique entre la premiere et la quatrieme
semaine (D.Sabatino, non publié¢). Ces résultats amenent quelques questions quant a
I’utilisation de ce vecteur a des doses fortes chez I’hnomme. Le développement d’une reponse
cellulaire pourrait étre du a la réactivation d’une réponse immune préexistante suite a
I’infection par de I’AAV-2 sauvage dans I’enfance. Toutefois la réponse immune avant
injection n’a pu étre étudiée, nul doute qu’elle le sera chez les prochains patients et que les
doses injectées seront moindre (K.High, essais en cours, non publié). Dans I’hypothese ou la
réponse cellulaire est due a une infection au préalable par le virus sauvage, ne pourrait-on pas
penser que ces phénomenes pourraient étre évités en utilisant des sérotypes n’infectant pas
I’homme, comme I’AAV-8 qui présente de plus I’intérét de transduire plus efficacement le
foie ? Cependant ce sérotype n’est en qu’au stade pré-cliniqgue chez des modéles petits
animaux. Aucun essai clinique n’utilise de sérotypes autres que le sérotype 2. L’AAV-8 n’a
été testé a I’heure actuelle que sur un modeéle murin d’hémophilie A (Sarkar et al., 2004)(cf.

infra), avec succes.

Grimm et al (Grimm et al., 2003b) ont compare I’efficacité de transduction des vecteurs
AAV-1 a 6 codant pour du facteur IX humain aprés injection intraveineuse périphérique et
intra portale chez la souris. Pour une dose injectée de 2.10'? particules pleines, ils obtiennent
des taux de facteur IX exprimés considérables (134,9 pg/mL, soit 2700% du taux
physiologique). Ce résultat est d’autant plus surprenant que les protéines de capside d’AAV-1
et -6 différent par seulement 6 acides amines. Les vecteurs pseudotypés sont donc de bons
candidats pour le transfert de gene dans le foie. Il est intéressant de noter que dans I’étude
récente de Gao et al (Gao et al., 2002) I’AAV-8 était le sérotype le plus efficace pour
transduire le foie, devant le sérotype 7, les sérotypes 5, 2 et 1 étant les moins bon candidats.
Sarkar et al (Sarkar et al., 2004) obtiennent les mémes résultats dans un modele murin
d’hémophilie A apres injection des vecteurs codant pour du facteur VIII par voie IV
périphérique (veine caudale) ou intra portale, avec des stratégies a un ou deux vecteurs (ou les
chaines légere et lourde du facteur VIII sont véhiculées par deux vecteurs différents). Il faut
aussi remarquer qu’au regard des études serologiques, les serotypes autres que le 2 semblent
étre rares chez I’homme (Gao et al., 2002) (Xiao et al., 1999) (Hildinger et al., 2001).
Toutefois, dans I’étude de Grimm et al (Grimm et al., 2003b), les quantités de facteur 1X
sécrétées avec les sérotypes testés ne sont pas significativement supérieurs a I’AAV-2.
Pourtant, Mingozzi et al (Mingozzi et al., 2002) montrent que I’AAV-5 est 25 fois plus

efficace que I’AAV-2 et Rabinowitz el al (Rabinowitz et al., 2002) concluent que les
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sérotypes 1, 3 et 5 sont plus efficaces que I’AAV-2. Au contraire, Grimm et al montrent sur
un suivi de 3 mois que I’expression maximale due a I’AAV-1 est comparable a I’AAV-2 et
que le sérotype 6, a priori le plus efficace, donne seulement des taux de facteur 1X 1,3 fois
plus élevés que I’AAV-2. Les écarts entre ces différents travaux peuvent avoir des causes
diverses. Bien sdr, méme pour les protocoles proches, les résultats peuvent varier d’un
laboratoire a I’autre, mais il faut surtout garder a I’esprit que la méthode utilisée a un impact
sur la conclusion. Par exemple, I’étude de Rabinowitz et al (Rabinowitz et al., 2002) prend
seulement en compte une dose de vecteurs et compare I’expression du transgene a un temps
donné. Aussi, dans I’étude faite par le groupe de Wilson, I’AAV-2 n’a pas été purifié de la
méme facon que les autres sérotypes (iodixanol/héparine contre gradient de chlorure de
césium). Ils concluent que I’AAV-8 transduit 100 fois mieux le foie que I’AAV-2. Faudrait-il
pour cela remettre en doute leurs conclusions ? Le groupe de Mark Kay montre aussi que
I’AAV-8 est le sérotype le plus efficace pour le transfert de géne dans le foie chez la souris. Il
montre de plus que des vecteurs de sérotype 2 purifiés sur gradient de CsCl ou HPLC ont le
méme rendement d’infection. Enfin notons que la variété des transgénes utilisés (haAT, hflX,
LacZ) peut induire des variations dans la quantification de I’expression (expression et/ou
sécrétion différentes...). Néanmoins toutes les études concluent que le sérotype 8 est le plus
efficace pour le transfert de gene dans le foie chez le rongeur. Il doit maintenant étre testé

dans des modeles grands animaux.

d. Transfert de géne dans la rétine

La rétine est également un organe de choix pour le transfert de gene. Méme si les lentivirus
et notamment les vecteurs dérivés du SIV semblent efficaces pour le transfert de géne dans la
rétine (évaluation chez le rat, (Duisit et al., 2002)), nous ne développerons ici que les essais de

transfert de gene médiés par I’AAV.

L’AAVr permet un transfert de géne stable dans la rétine de chien (4 ans) et de primate (2

ans) (F.Rolling, non publié).
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L’efficacite des serotypes 1 a 5 a éte comparée chez le rat par le groupe de Fabienne
Rolling en collaboration avec le laboratoire de Jude Samulski. Les vecteurs véhiculant
I’ADNc de la GFP sous contréle d’un promoteur CMV ont été injectés en sous rétinien
(création d’un décollement de rétine se matérialisant par une bulle entre la neurorétine et
I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)). L expression du transgene peut étre suivie in situ
par photographies de fonds d’ceil. Les sérotypes 4 et 5 permettent un taux de transduction
largement supérieur au sérotype 2, I’expression obtenue avec le sérotype 5 serait méme plus

forte qu’avec le sérotype 4 (Rabinowitz et al., 2002).

Il est possible de cibler le type cellulaire transduit. Lotery et al (Lotery et al., 2003) ont
montré que le sérotype 5 transduisait de maniére préférentielle les batonnets dans la rétine de
primate. Weber et al (Weber et al.,, 2003) ont montré par la suite que les profils de
transduction des sérotypes 4 et 5 sont conservés chez le rat et la chien. Apres injection sous
rétinienne, ils permettent de transduire respectivement I’EPR seul ou I’EPR et la neurorétine.
L’AAV-4 permet également de cibler le RPE chez le primate. Ceci présente un grand intérét
quant a I’utilisation de ce vecteur pour traiter des affections concernant spécifiquement un
type cellulaire. Par exemple, I’Amaurose congénitale de Leber (LCA pour Leber Congenital
Amaurosis) provoque une cécité précoce chez le nourrisson. Les causes en sont diverses, des
mutations dans différents génes peuvent étre impliquées (10 genes différents impliqués, dont
RPEG65, CRX, RETGC, GUCY2D, CRBL1 pour les principaux) (Hanein et al., 2004). Des
mutations dans le gene RPEG5 sont a I’origine des formes les plus graves de la maladie et sont
retrouvées chez 10 a 15% des patients atteints de LCA. Ce gene code pour une protéine
présente dans I’EPR. Un modele canin (Aguirre et al., 1998), porteur d’une mutation dans les
deux copies du géne RPEG65, reproduit une forme particuliére de la maladie. Le groupe de
Jean Bennett évalue I’efficacité du transfert du géne RPEG5 sous contr6le d’un promoteur
dérivé du RPE65 humain (construction de 0,8 kb) a I’aide de vecteurs de sérotypes 1, 2 et 5
(Aguirre, non publié). Une correction phénotypique est obtenue apres injection sous
rétinienne d’AAV-5. Des électrorétinographies (REG) pratiquées 13 mois post-injection sont
normales. L’efficacité du traitement ne varie pas quel que soit I’age de I’animal lors de
I’injection (4-5, 7 ou 10-11 mois). Toutefois ces résultats peu detaillés et non publiés pour
I’instant ne montrent pas le pourcentage de réussite du traitement parmi tous les chiens traités,
mais montre tout de méme qu’il est possible de retrouver une rétine fonctionnelle a long
terme chez quelques chiens. Déja le méme groupe avait publié des résultats similaires avec de
I’AAV-2 (Acland et al., 2001). L’ADNc du RPEG65 canin était placé sous contrdle d’un
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promoteur CAG (promoteur de la B-actine de poulet fusionné avec I’enhancer du promoteur
précoce du CMV). Dans ce modele, la perte de vision est due a une délétion de 4 paires de
base créant un changement de phase et un codon stop. La protéine est detectable dans les
cellules de I’épithélium pigmentaire par Western Blot chez un animal I3 mois apres injection
sous rétinienne. Des ERG pratiquées sur des chiots de 4 mois traités montre une activité
rétinienne proche de la normale. Le groupe de Fabienne Rolling se propose de reproduire ces
résultats en Europe sur une autre colonie de chiens développée par C.Hamel avec de
I’AAV-4,

D’autres modeles d’affections rétiniennes sont utilisés, notamment un modele murin de
dystrophie rétinienne du a un déficit en peripherin-2 (Prph2) dans les photorécepteurs (Ali et
al., 2000)). Les mutations dans le géne Prph2 sont connues pour étre responsables de
nombreuses formes de dystrophie rétinienne, dont la rétinite pigmentaire et la dystrophie
maculaire. Aprés injection sous rétinienne d’AAV-2 codant la Prph2 sous contréle d’un
promoteur rhodopsine, les souris présentent des ERG proches des animaux sauvages ainsi
gu’une reconstitution des articles externes des photorécepteurs visible en microscopie
électronique a transmission et balayage respectivement 4 et 6 semaines post injection. La
morphologie des segments externes néoformes, leur interaction avec le RPE et I’évidence de

la formation de disques des photorécepteurs suggere que leur métabolisme est normal.

Le groupe de Robin Ali travaille sur d’autres modeles murins de néo vascularisation
rétinienne. Les phénomeénes d’angiogenese rétinienne sont une des causes majeures de cécité,
impligués notamment dans les cas de rétinopathie diabétique et de dégénérescence maculaire
liée a I’age (DMLA). Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF pour vascular
endothelial growth factor) joue un rdle critique dans I’angiogenese. Son expression est
favorisée en cas d’hypoxie in vivo et in vitro ; cette caractéristique est utilisée pour créer des
modéles de néovascularisation rétinienne. Des souris C57BI/6 sont placées dans un
environnement appauvri en oxygene (75% du taux normal d’oxygeéne) entre les jours 7 et 12
suivant leur naissance. Ceci induit une oblitération des capillaires rétiniens au pole postérieur
et une néo vascularisation pré-rétinienne qui atteint son maximum entre J17 et J21, puis qui
régresse ensuite spontanément. Cette période courte a été utilisée comme modéle de
rétinopathie ischémique dans deux études successives. L’une exploite I’affinité du VEGF
avec son récepteur Flt-1 (Bainbridge et al., 2002). Celui-ce est présent a la surface des cellules

endothéliales et la fixation du facteur de croissance induit une prolifération cellulaire, une

66



migration et une vaso-permeabilité accrue. Une forme soluble du récepteur au VEGF, le
sFIt-1, généré par épissage alternatif, permet d’inhiber I’action du VEGF. Son activité
angiostatique est due d’une part & la sequestration du VEGF avec qui il se fixe avec une
grande affinité et la formation d’hétérodimeéres avec les récepteurs membranaires au VEGF
Flt-1 et KDR. L’injection intravitréeenne a J2 d’AAV-2 codant pour le sFlt-1 sous contréle du
promoteur CMV inhibe la néovascularisation. L’autre étude utilise un systéeme de régulation
répondant a I’hypoxie (HRE pour hypoxia-responsive element) (Bainbridge et al., 2003). Ce
systeme, inséré dans un AAV-2, a été cloné en amont de I’ADNCc de la GFP. Les vecteurs ont
été injectés par voie intravitréenne a J2 et I’expression a été étudiée en microscopie a
fluorescence apres énucléation des animaux a J19 (phase de néo vascularisation) et J34 (arrét
de la phase de néo vascularisation et architecture vasculaire normale), en comparaison a un
vecteur CMV-GFP. Dans le modéle d’ischémie, I’expression de GFP a J19 est localisée dans
la neurorétine au pble postérieur, avec une distribution typique des phénomeénes ischémiques
dans ce modele. A J34, I’expression de la GFP est faible et limitée a quelques cellules. Le
méme systeme de régulation d’expression a été utilisé dans un modéle de néo vascularisation
choroidienne induite au laser. Cette technique permet de rompre la membrane de Bruch qui
induit la croissance de nouveaux vaisseaux dans I’espace sous rétinien a partir de la choroide.
Les vecteurs ont été injectés par voie sous rétinienne 4 semaines avant la rupture de la
membrane au laser. L’expression de la GFP est détectable 7 semaines aprés application du
laser au niveau des Iésions induites, alors qu’elle est quasi indétectable 3 semaines plus tard.
Cette étude montre qu’il est possible de contréler I’expression d’un transgéne par un systéme
répondant a I’hypoxie dans des modeles de néovascularisation rétinienne et choroidienne. Le
systeme HRE peut étre activé par des facteurs de transcription induits par le stress cellulaire
ou de maniere plus spécifique par le facteur HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1). Ce facteur
aurait d’ailleurs une affinité pour un enhancer présent au niveau des génes codant pour le

VEGF et I’érythropoiétine notamment.

Des cas de rétinite pigmentaire sont attribuables a des mutations du gene Mertk. La
maladie se caractérise par une cécité nocturne (héméralopie) chez I’enfant qui progresse
rapidement vers une perte de vision périphérique, jusqu’a ce que seule une partie de la vision
centrale soit conservée. Ce géne, normalement exprimé dans le RPE code pour un récepteur a
la tyrosine kinase qui joue un réle dans la reconnaissance et la fixation des débris des articles
externes des photorécepteurs. En I’absence de protéine MERTK fonctionnelle, les débris des

articles externes s’accumulent dans I’espace sous rétinien entrainant une dégénérescence des
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photorécepteurs. Le modele de rat RCS (Royal College of Surgeons) mime cette affection.
Smith et al (Smith et al., 2003) montrent que les photorécepteurs sont partiellement
fonctionnels 6 semaines apres injection sous rétinienne d’AAV2-CMV-MERTK ou RPE-
MERTK. La correction semble plus prononcée avec le promoteur CMV. La survie des
photorécepteurs est prolongée apres le traitement (jusqu’a 9 semaines post-injection), méme si
la dégénérescence des photorécepteurs n’est pas totalement empéchée. L’inefficacité partielle
du traitement peut aussi tenir au modele lui-méme (rapidité de la dégénérescence des
photorécepteurs aprés la naissance). L’étude montre en effet que la majorité des
photorécepteurs n’est plus fonctionnelle 13 semaines post partum.

e. Transfert de géne dans le cerveau

Le systeme nerveux central est un des organes cibles de I’AAV. Le cerveau fait partie des
organes cibles testés récemment avec I’AAV. En 1998, I’équipe de Jude Samulski montre
qu’apres injection dans le cerveau de souris, I’AAV-2 transduit préférentiellement les
neurones (Bartlett et al., 1998). Les astrocytes et la microglie sont transduits avec un
rendement beaucoup plus faible.

Les autres sérotypes transduisent également les cellules nerveuses et il apparait que le type
cellulaire cible varie en fonction du sérotype utilisé (Davidson et al., 2000). L’injection dans
un ventricule latéral d’AAV-4 et d’AAV-5 véhiculant I’ADNc de la p—Galactosidase sous
contrble du promoteur RSV permet de transduire de facon stable les cellules épendymaires.
Ce type cellulaire est le seul transduit par le sérotype 4 puisqu’apres injection dans le striatum
les cellules du parenchyme ne sont pas transduites. L’administration d’AAV-5 par la méme
voie permet de transduire non seulement les cellules épendymaires mais également les
astrocytes avec un taux de transduction nettement plus élevé que I’AAV-2. De plus, le
sérotype 5 permet de transduire des cellules a distance du point d’injection. Les raisons de
cette diffusion ne sont pas claires a I’heure actuelle. Il faut toutefois souligner que dans cette
étude faite chez la souris (Davidson et al., 2000) la cassette d’expression véhiculée par
I’AAV-5 était flanquée des ITR du méme sérotype alors que les vecteurs AAV-2 et AAV-4
contenaient les ITR de I’AAV-2. Ceci pourrait modifier la cinétique et/ou le niveau

d’expression du transgéne. Egalement, le sérotype 1 présente un taux de transduction 15 fois
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supérieur a I’AAV2 apres injection dans le striatum, avec une diffusion plus importante
(plusieurs millimétres a partir du point d’injection chez la souris). Il présente un tropisme
prédominant pour le neurone, les cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes) et les cellules
de la microglie (Wang et al., 2003).

De maniere étonnante, le groupe de John Wolfe a montré que I’AAV-5 ne permettait pas

de transfert de gene dans le cerveau de chat (Vite et al., 2003).

L’AAV apparait donc comme un vecteur de choix pour traiter des affections du systéme
nerveux central (pour revue, voir (Tenenbaum et al., 2004)). Des modeles d’étude sont en
cours: i) la maladie de Huntington (due a un déficit en huntingtine entrainant une
dégénérescence progressive des neurones GABAergiques au niveau du striatum) dont les
facteurs neurotrophiques BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et GDNF (glial cell line-
derived neurotrophic factor) sont des protéines thérapeutiques dans des modeles murins
induits par injection d’acide quinolinique (Kells et al., 2004), ii) la maladie de Canavan, due a
une déficience en aspartoacylase (ASPA) a I’origine d’une accumulation d’acide N-acetyl-L-
aspartique entrainant une dégénérescence spongifrome, et iii) le maladie de Parkinson due
principalement & une perte en neurones dopaminergiques du meésencéphale qui se projettent
massivement dans le striatum. La supplémentation en enzymes impliquées dans la synthése de
dopamine (TH, Tyrosine Hydroxylase et DDC, Dopa Décarboxylase également dénommée
AADC pour aromatic amino acid decarboxylase) apreés transfert de géne dans le striatum, ou

I’injection d’AAV-GDNF dans le striatum sont actuellement étudies.

Une des applications du transfert de géne dans le cerveau sont aussi les surcharges
lysosomales, et en particulier les mucopolysaccharidoses (MPS). La plupart d’entre elles sont
dues a la perte de fonction d’hydrolases lysosomales spécifiques impliquées dans la
dégradation de complexes glycoprotéiques membranaires apres phagocytose ou autophagie
(pour revue, (Ellinwood et al., 2004)). L’accumulation de ces substrats peu ou pas dégradés
affecte la morphologie et le bon fonctionnement des cellules, tissus et organes. L’analyse
histologique des tissus atteints montre clairement des lysosomes déformés occupant la quasi-
totalité du cytoplasme. Les types cellulaires atteints sont tres variés si bien que les malades
présentent la plupart des atteintes neurologiques, musculaires, cardiovasculaires, oculaires,

osseuses, hépatiques. Les patients présentent dans 60% des cas des atteintes du systéeme
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nerveux central. Ces maladies évoluent vers la chronicité et conduisent souvent, en I’absence

de traitement, a la mort a I’age adulte.

La thérapie peut passer par I’administration d’enzyme recombinante. Toutefois la protéine
franchit avec difficulté la barriére hemato-encéphalique. La greffe précoce de cellules souches
hématopoiétiques ou de sang de cordon (Muenzer and Fisher, 2004) donnent de bons résultats
dans les cas de MPS | chez des enfants présentant peu ou pas d’atteinte du systeme nerveux

central.

Les enzymes transitent dans le trans-Golgi jusqu’aux endosomes précoces liées a un
récepteur au mannose 6-phosphate (M6Pr). Celui-ci est recyclé dans le Golgi a partir des
endosomes tardifs. L’enzyme est ensuite active dans les lysosomes. Une faible partie échappe
au transit vers le compartiment endosomal et passe dans le milieu extracellulaire par
exocytose. Elle peut étre recaptée a distance par le méme récepteur au mannose 6-phosphate
et cheminer aprés endocytose jusqu’au compartiment endosomal (pour illustration, (Muenzer
and Fisher, 2004), (Ellinwood et al., 2004)). Ce phénomeéne de sécrétion / recapture est a la
base des essais de thérapie génique puisqu’il est possible de toucher des types cellulaires

variés apres transduction d’un seul organe.

De trés nombreux modeles animaux murins, canins et félin sonts disponibles (Ellinwood et
al., 2004), les plus utilisés sont les modeles murin et canin de MPS de type VII (déficit en p-
glucuronidase, GUSB), bien que cette affection soit I’une des surcharges lysosomales les plus
rares chez I’homme. D’autres modeles sont d’importance majeure, comme les modéles félin
et canin de MPS 1 (déficit en a-L-iduronidase, Idua) et le modéle canin de MPS I11B (déficit

en a-N-Acetylglucosaminidase, NaGlu).

Dans le cas de modeles de MPSVII, méme si des résultats encourageants ont été obtenus
chez des souris nouveaux-nés apres injection intraveineuse de vecteurs AAV-2 (Daly et al.,
1999) (Daly et al., 2001), ces résultats n’ont pu étre reproduits chez des souris adultes
(Watson et al., 1998). Dans le modéle canin, les vecteurs dérivés des rétrovirus restent les
plus efficaces. Le transfert de géne au moyen de vecteurs rétroviraux chez des chiots
nouveaux-nés permet de trandsuire efficacement le foie a la faveur de la division cellulaire en

post partum. Méme si cette stratégie permet d’obtenir des taux élevés d’enzymes (50 a
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6000 % du taux physiologique) et de corriger le phénotype d’organes a distance, I’enzyme
sécretée ne peut atteindre le systeme nerveux central (Ponder et al., 2002) (Xu et al., 2002).
Le choix des vecteurs rétroviraux impose de travailler sur des animaux nouveaux-nés dont les
hépatocytes sont au stade de division. Est-ce vraiment applicable dans une optique clinique ?
Il faut aussi préeciser que la barriére hémato-encéphalique des souris reste permeable dans les
deux premieres semaines de vie et que cette particularités physiologique participe aux

résultats encourageants obtenus dans cette espéce (Ponder et al., 2002).

Comme nous I’avons montré plus haut, I’AAV permet a I’inverse de transduire le cerveau
d’animaux adultes. L’AAV-1 véhiculant I’ADNc de la B-glucuronidase humaine sous
contr6le du promoteur homologue et injecté a des souris nouveau-né MPS | permet une
correction phénotypique de la totalité de I’organe sur un an (Passini et al., 2003). L’AAV-5
injecté dans le cerveau de chiots de 6 semaines normaux ou atteints de MPSI permet un
transfert de gene efficace (Desmaris et Ciron, soumis).

f. Transfert de gene dans le muscle squelettique

Organe plus accessible, le muscle est aussi une cible de choix en transfert de géene. Les
premiers essais chez la souris utilisaient I’ADNCc de la B-galactosidase d’E.Coli comme géne
marqueur, dont I’expression est détectée par immunohistochimie. De nombreuses études
montrent qu’il est possible de faire exprimer ce géne chez le rongeur, aprés transfert dans le
muscle quadriceps ou le tibial cranial, sur au moins 6 mois (Kessler et al., 1996) (Clark et al.,
1997) (Snyder et al., 1997b) (Fisher et al., 1997). Xiao et al avaient méme poursuivi leur
étude sur plus d’un an et demi (19 mois) (Xiao et al., 1996). L ’analyse histologique des fibres
montre que le taux de transduction dépasse les 50%. L’administration de hyaluronidase
permet de majorer ce taux et d’augmenter I’expression du transgene (Favre et al., 2000). De
maniere surprenante, I’expression prolongée du transgéne n’est pas associée a |’apparition
d’anticorps dirigés contre la B-galactosidase, ni a I’induction d'une réponse immune cellulaire
contre les fibres transduites (Fisher et al., 1997). Celle-ci constitue pourtant une protéine

hétérologue. Cette particularité a été attribuée a I’AAV, qui a vite été reconnu comme un
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vecteur permettant de faire exprimer a long terme une protéine hétérologue. Cette affirmation
doit cependant étre tempérée puisqu’a I’heure actuelle ces observations n’ont été vérifiées que
chez le rongeur. Il en tiendrait donc autant a I’espece utilisée qu’a la nature du vecteur. Les
résultats sont en effet completement différents chez le gros animal (chien et primate) (cf.
infra). 1l apparait méme que les résultats different en fonction de I’espéce de souris utilisée et
en fonction de la dose de vecteur administrée. Si Fisher et al (Fisher et al., 1997) et Xiao et al
(Xiao et al., 1996) montrent I’absence d’anticorps anti B-Gal, Clark et al (Clark et al., 1997)
montrent I’apparition d’anticorps circulant chez la souris Balb/c, aprés injection de doses
largement supérieures de vecteurs. De méme, Song et al (Song et al., 1998) dans une étude
comparative sur des souris immunocompétentes (Balb/c et C57/BI6) ou non (SCID) apres
injection d’un AAVTr codant pour I’alpha anti-trypsine humaine (haAT) ont montré que, pour
une méme dose injectée, seules les souris Balb/c développaient des anticorps contre le
transgéne. Les souris C57 développent quant a elles des anticoprs anti haAT pour des doses
10 fois supérieures.

Signalons aussi que I’administration d’AAV par voie intramusculaire induit une réaction
immune humorale forte contre la capside du vecteur (Chirmule et al., 2000), empéchant la
réadministration de vecteurs dans le muscle contro-latéral plusieurs mois aprées la premiére
injection (Xiao et al., 1996) (Clark et al., 1997).

Toutefois, ces résultats constituaient un bon en avant en vectorologie puisque auparavant
aucun vecteur ne permettait de faire exprimer a long terme un transgéne aprés injection
intramusculaire. Les vecteurs adenoviraux se heurtent en effet a des problemes de toxicité
cellulaire forte et d’apparition rapide apres injection. L utilisation de rétrovirus a bien abouti a
un transfert de gene a long terme dans le muscle (Naffakh et al., 1996), étude faite sur 8 mois
avec de la B-glucuronidase humaine) mais elle passait par la greffe de myoblastes infectés in

vitro (transfert de gene ex vivo).

Le taux de transduction dépend du type musculaire. Notamment les fibres lentes seraient
mieux transduites que les fibres rapides (par I’AAV-2), en relation apparemment avec le taux

d’héparan sulfate membranaire (Pruchnic et al., 2000), (Manno et al., 2003).

L’efficacité de transduction n’est pas dépendante de I’état de division des cellules. Méme

si des études récentes montrent que I’AAVr infecte de maniére tres efficace les myocytes en
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régénération chez le rat (Abadie et al., 2002), les travaux précédents ont montré que le
transfert de géne chez des souris nouveaux-nés ou sur des muscles en régénération apres
traitement chimique n’aboutissait pas a un niveau de transduction supérieur (Pruchnic et al.,
2000). L’efficacité serait méme diminuée (Snyder et al., 1997b). L’efficacité du transfert de

gene dépendrait du stade de régénération (Abadie et al., 2002).

Si le transfert de gene médié par I’AAVr permet une expression du transgene a long terme,
les formes de persistance de I’ADN ne sont pas complétement caractérisées. Bon nombre de
groupes font état de concatéméres d’orientation téte-queue prédominante (Snyder et al.,
1997b) (Vincent-Lacaze et al., 1999) (Herzog et al., 1999), (Song et al., 2001b). A I’opposé
des travaux concernant le foie, aucune forme intégrée n’a jamais été mise en évidence.
Comme nous I’avons évoqué plus haut (cf. partie « Formes de persistance du génome double
brin »), les travaux de Schnepp (Schnepp et al., 2003) n’ont pas montré d’intégration du
vecteur apres injection intramusculaire chez la souris. Tout du moins le rendement

d’intégration serait en deca du niveau de sensibilité de la méthode utilisée.

Le muscle permet de sécréter des protéines dans le systeme circulatoire (haAT, Epo (cf.
infra), facteur 1X). Il est possible d’obtenir des taux élevés et constants d’haAT apres une
seule injection intramusculaire chez des souris C57BI/6 et SCID pendant un an (Song et al.,
2001b). L’étude réalisée en 1998 (Song et al., 1998) par le méme groupe montre que le niveau
d’expression du transgéne dépend de la dose de vecteur injectée. D’autres travaux se sont
intéresses au facteur IX (Herzog PNAS 1997) (Herzog et al., 1999) ou a I’Epo (Snyder et al.,
1997b) (Kessler et al., 1996) (Zhou et al., 1998) (Bohl et al., 1997) (Bohl et al., 1998) (Bohl et
al., 2000) (Favre et al., 2002) comme genes rapporteurs ou thérapeutiques dans des modeles

petits et gros animaux.

Plusieurs groupes ont montré que les sérotypes 1, 5, 6 et 7 transduisent le muscle de facon
plus efficace que I’AAV-2 (Chao et al., 2000) (Chao et al., 2001) (Gao et al., 2002) (Arruda et
al., 2004) (Duan et al., 2001). L’AAV-1, et I’AAV-6 du fait de sa tres grande homologie avec
celui-ci, apparaissent comme les serotypes les plus efficaces. Toutefois, les études ne
s’accordent pas sur la différence d’efficacité entre I’AAV-1 et ’AAV-2. L’étude initiale du
groupe de Jim Wilson (Xiao et al., 1999) montrait une augmentation de I’expression du
transgéne d’un facteur 2 a 10 (érythropoiétine et ay-antitrypsine) chez la souris (injection de

2.10" vg/kg) alors que les études du groupe de Jude Samulski (Chao et al., 2000) (Chao et al.,
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2001) montrent une augmentation d’un facteur 100 a 1000 apres injection chez la souris de
10" vg/kg d’AAV-fIX. Les derniers résultats du groupe de K.High (Arruda et al., 2004) se
rapprochent de ceux du groupe de J.Wilson. Aprés injection de 2.10™ & 4.10 vg/kg d’AAV-
fIX chez la souris, ils observent une augmentation du taux de facteur 1X sanguin d’un facteur

10 a 20. Ils confirment ces résultats chez le chien.

Le groupe de J Chamberlain (Gregorevic et al., 2004) a montré récemment que I’AAV6
administré par voie intraveineuse en présence de VEGF (facteur de croissance des cellules
endothéliales) transduit des groupes musculaires squelettiques variés (masseter, fléchisseur
profond des doigts, extenseur radial du carpe, biceps, triceps, ceeur, diaphragme, quadriceps,
tibial cranial, gastrocnémien, soléaire), ce qui permettrait d’appliquer son utilisation aux

dystrophies musculaires (cf. infra). Les doses injectées sont toutefois fortes (10™* vg/animal).

Les groupes de K. High et M. Kay s’intéressent particulierement a I’hémophilie B, et donc
a I’utilisation de facteur 1X comme protéine thérapeutique. Le groupe de K.High utilise les
modeles de souris et chiens hémophiles (colonie UNC-Chapel-Hill présentant une mutation
faux sens) présentés précédemment (cf. partie « Transfert de géne dans le foie »). Une
premiére étude utilisant du facteur IX humain sous contréle d’un promoteur CMV veéhiculé
par un AAV-2 a montré une expression a long terme du transgene (suivi sur 6 mois) chez des
souris immunocompétentes saines. Cependant celles-ci développent des anticorps 3 a 4
semaines apres injection, détectables sur toute la durée de I’expérience. L’expérience est
poursuivie sur 5 chiens hémophiles avec un vecteur AAV-2 véhiculant I’ADNc du fIX canin
sous contréle du méme promoteur CMV (Herzog et al., 1999). La sécrétion de fIX est dose
dépendante : I’injection de 1.10™ & 8,5.10% particules/kg sur 4 chiens permet la sécrétion a
long terme du transgene (jusqu’a 17 mois) a des taux elevés. Un cinquiéme animal ayant recu
une dose dix fois moindre présente des taux de facteur IX sécretés tres faibles. 1l montre
pourtant comme les animaux ayant recu les doses les plus fortes une correction du temps de
coagulation totale a partir de la dixiéme semaine post injection. Toutefois, quelle que soit la
dose injectée, les animaux présentent des temps de thromboplastine partiels diminués mais
significativement plus long que des animaux sains. La correction (réduction des épisodes de
saignements spontanés et diminution des temps de coagulation) est donc partielle. L’animal
ayant recu la dose de vecteur la plus forte a présenté des taux de facteur IX de pres de 100
ng/mL, soit environ 1% du taux physiologique de fIX humain. L’apparition d’anticorps anti-

fIX est transitoire et apparemment fonction de la dose injectée. Deux animaux développent
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des anticorps anti-fIX, celui ayant recu la dose la plus élevee est le seul a présenter des
anticorps neutralisants. Toutefois ils deviennent indétectables 4 mois post injection. Hagstrom
et al (Hagstrom et al., 2000) montre que la fusion des éléments promoteurs/enhancer du CMV
avec une séquence dérivee du promoteur de I’actine musculaire humaine permet de
synthétiser des quantités de fIX 2 a 4 fois supérieures chez des souris Rag-1. Cependant ce
promoteur n’a pas été validé dans des études preé cliniques et les protocoles cliniques passés
ont utilisé le promoteur CMV. Deux essais cliniques de phase | sont publiés par les groupes
de M.Kay et K.High, le dernier utilisant 8 cas (Manno et al., 2003), dont 3 appartenant a la
premiere étude (Kay et al., 2000). Les patients inclus dans I’étude sont sélectionnés entre
autres pour le type de mutation dans la séquence codante du facteur IX (mutation faux sens) et
pour ne pas avoir développé de réponse immunitaire aux injections précédentes de fIX
recombinant. Aprés injection de 2.10™ & 1,8.10"2 vg/kg en plusieurs points, les patients ne
présentent pas des taux de fIX thérapeutiques. Un seul patient présente un taux de 1,4% 12
semaines apres injection, mais ce taux redescend en dessous de 1% par la suite. Les autres
patients présentent des taux sanguins inférieurs a 1% sur toute la durée de I’étude (52
semaines). Le transfert de gene est pourtant efficace ; au niveau des sites d’injection, le
transgene est retrouvé par Southern Blot entre 0,5 et 4 copies par cellule 2 a 10 mois post-
injection. Il faut noter qu’aucun des patients n’a développé de réponse immune contre le
facteur IX. Ainsi, comme pour les essais cliniques ou le vecteur est injecté par voie intra
artérielle, les résultats obtenus chez I’animal ne sont pas reproduits chez I’homme. Ces
résultats pourraient &tre amélioriés en i) ajustant la dose injectée, ii) utilisant des promoteurs
plus forts que le promoteur CMV dans le muscle (promoteurs RSV ou CAG notamment) et

iii) utilisant des sérotypes comme I’AAV-1 notamment.

Du fait du tropisme du vecteur pour le muscle, les affections musculaires constituent des
maladies cibles privilégiées. Parmi elles, les dystrophies musculaires sont les plus étudiées.
La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD, Duchenne muscular dystrophy) est une
maladie liée a I’X, due a une mutation dans la séquence codante de la dystrophine. Elle touche
un garcon nouveau-né sur 3500. La dégénérescence et la faiblesse musculaires qui s’installent
progressivement condamnent les patients au fauteuil roulant vers le début de I’adolescence.
Leur espérance de vie dépasse rarement 20 ans. La DMD est due a une mutation récessive
dans le géne de la dystrophine localisé sur le chromosome X. Il fait partie des genes les plus
grands connus a I’heure actuelle, avec 3 millions de paires de bases. La dystrophie musculaire

de Becker (BMD) est une forme atténuée. L’atteinte est plus ou moins sévére selon que le

75



cadre de lecture de la dystrophine est maintenu (BMD) ou interrompu (DMD). La myopathie
des ceintures (LGMD, Limb-girdle muscular dystrophy) est quant a elle une atteinte des sous-
unités sarcoglycan a, B, y ou 8 (LGMD 2D, 2E, 2C et 2F respectivement). La dystrophine est
une protéine de grande taille (427 kDa) en forme de batonnet localisée sous la surface interne
du sarcolemme des cellules musculaires squelettiques et cardiaques. Elle assure le lien entre le
cytosquelette et la membrane plasmique. La fonction de la protéine est assurée par 4
domaines. L’extrémité amino-terminale se lie a I’actine F du cytosquelette. Un domaine C
terminal riche en cystéine (domaine CR) ainsi que le domaine carboxy-terminal distal
(domaine CT) sont liés a la membrane plasmique via des complexes protéiques associés a la
dystrophine (DAP complexes - dystrophin associated proteins complexes - regroupant entre
autres les sarcoglycans, dystroglycans et syntrophines). Le domaine central présente des
répétitions de triple hélice en batonnet. Les protéines associées a la dystrophine assurent le
lien entre la matrice extracellulaire et le réseau de cytosquelette interne. Elles stabiliseraient la
membrane face aux dommages induits par les contractions musculaires (Petrof, 1998). Au
niveau des jonctions neuromusculaires (plaques motrices), le lien entre I’actine F et les
syntrophines et les B-dystroglycan est assuré par une molécule proche de la dystrophine :
I’utrophine. En I’absence de dystrophine, la membrane subit des dommages a chaque
contraction musculaire, entrainant une dégénérescence cellulaire. Les dystrophies musculaires
se caractérisent par des alternances de cycles dégénérescence-régénérescence (processus
caractérisé en histologie par la position centrale des noyaux), si bien qu’a un temps donné, les
cellules d’un méme muscle se trouve a des stades différents. Ceci pose un probléme pour le
transfert de gene, différents groupes ont montré en effet que I’AAVr transduisait avec plus ou
moins de succés les myocytes en régénération. Dans un modele de nécrose induit a la
notexine chez le rat, Abadie et al (Abadie et al., 2002) montrent que I’AAV-2 injecté dans la
phase de régénération (5 jours apres administration de notexine) a un taux de transduction
plus élevé que dans les myocytes quiescents. L’injection de vecteurs dans la phase de
régénération précoce (1 a 3 jours apres induction de la nécrose) entraine un taux de
transduction plus faible (Abadie et al., 2002) (Snyder et al., 1997b) (Pruchnic et al., 2000). La
pertinence de ces modeéles de regénération reste toutefois difficile a préciser dans le cas des

dystrophies musculaires.

L’utilisation de modeles murins de dystrophie de Duchenne ou de myopathie des ceintures
montre qu’il est possible d’obtenir une correction phénotypique apres injection d’AAV-2 dans

les stades précoces de la maladie. Les animaux utilisés sont des animaux transgéniques
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présentant une mutation dans la séquence codante de la dystrophine (souris mdx (Wang et al.,
2000a) (Yuasa et al., 2002) (Fabb et al., 2002) (Watchko et al., 2002) (Ferrer et al., 2004)) ou
une ou plusieurs sous-unités sarcoglycan (souris gsg -/- (Cordier et al., 2000), souris KO pour
I’a- ou le B-sarcoglycan (Dressman et al., 2002)). IL faut préciser que, comme on I’observe
chez les patients, les modéles animaux atteints de sarcoglycanopathie primaire présentent les
mémes symptdmes que ceux présentant des anomalies primaires de la dystrophine (Dressman
et al., 2002). La perte de fonction d’un des génes codant pour un sarcoglycan (déficience
primaire) entraine la déficience secondaire des autres sous-unités sarcoglycan. La perte
secondaire en sarcoglycan, soit dans les sarcoglycanopathies, soit dans les dystrophinopathies
s’opere au niveau post-traductionnel, probablement suite a un mauvais assemblage et une
mauvaise stabilité des complexes dystrophine-sarcoglycan-dystroglycan. On estime que 10 a
20 % des dystrophies musculaires sans mutation dans le gene de la dystrophine sont dues a

des sarcoglycanopathies primaires (Dressman et al., 2002).

Il est possible d’avoir une correction phénotypique chez des souris transgéniques
présentant un déficit en y-sarcoglycan (souris gsg-/-). Cordier et al (Cordier et al., 2000)
injectent & des souris de 3 jours un AAV-2 codant pour le y-sarcoglycan humain sous controle
du promoteur/enhancer MCK (promoteur de la créatine kinase musculaire) (4.10*° vg/animal).
L’expression de y-sarcoglycan est détectable dans le muscle cible par Western Blot 6
semaines post-injection. Des animaux adultes de 3 a 6 semaines (aprés le déclenchement des
processus de nécrose) montrent peu ou pas de foyer de nécrose et de fibrose 4 a 16 semaines
post-injection. L’expression de y-sarcoglycan est détectée au niveau du sarcolemme par
immunofluoresence. Elle est corrélée a la déctetion de p-sarcoglycan. Toutefois,
I’administration de vecteurs a des stades plus avancés de la maladie (animaux de 16 a 40
semaines) se traduit par un taux de transduction nettement plus faible et des caracteres
histologiques peu ou pas ameliorés. Plus tard, Xiao et al utilisent un modeéle naturel de
Hamster (souche Bio 14.6) présentant un déficit en d-sarcoglycan (Xiao et al., 2000).
L’injection intramusculaire d’AAV-2 codant pour le 5-sarcoglycan humain sous contréle d’un
promoteur CMV chez des animaux adultes permet la restauration de la masse et de la force
musculaire sur 4 mois. Les foyers de nécrose sont quasi-absents et les myocytes présentent
des noyaux en position périphérique. La détection en immunofluorescence du &-sarcoglycan
s’accompagne de la restauration des sous-unités o, 3 et y-sarcoglycan. Plus tard, Dressman et

al s’intéressent aux o et B-sarcoglycanopathies (Dressman et al., 2002), qui sont les deux
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sarcoglycanopathies majeures dans la population européenne et américaine (Duggan et al.,
1997). lIs utilisent pour cela deux modeles murins transgéniques présentant un KO dans le
géne de I’a ou du B-sarcoglycan. Les animaux ayant recu les vecteurs (5.10° & 2.10"
d’AAV2-CMV-BSG) dans les 15 premiers jours de vie présentent une correction jusqu’a plus
d’un an et demi apres I’injection. Les animaux ayant recu le vecteur a trois mois présentent
toujours toutefois des images de dégénérescence/régénérescence musculaire un mois apres
I’injection. Les auteurs montrent aussi de fagcon étonnante que I’expression d’a-sarcoglycan
est transitoire. La perte d’expression ne serait pas due a une réponse immunitaire contre la
protéine exprimée & partir d’un ADNc humain (test chez des souris nude), mais a la toxicité

de I’a-sarcoglycan a forte dose.

Plusieurs groupes ont travaillé sur le transfert du géne de la dystrophine. Un modeéle de
souris transgénique (souris mdx) présente une mutation dans la séquence codante de la
dystrophine. Comme nous I’avons présenté plus haut, la dystrophine est une protéine de
grande taille, codée par un ADN complémentaire de 14 kb. Au vu des capacités
d’encapsidation de I’AAV, cet ADNc n’a jamais pu étre utilisé tel quel dans ce type de
vecteur. Plusieurs groupes ont évalué I’efficacité de séquences codantes réduites sous controle
du promoteur spécifique MCK chez des souris immunocompétentes (Wang et al., 2000a),
(Yuasa et al., 2002) (Watchko et al., 2002) ou CMV chez des souris nude (Fabb et al., 2002).
Les constructions utilisées codent pour la dystrophine humaine. Wang et al (Wang et al.,
2000a) évaluent deux minidystrophines délétées de 75% du domaine central et de la quasi-
totalité de la partie C-terminale de la dystrophine native. Les séquences codantes sont
inférieures a 4,2 kb. Une des constructions a été reprise plus tard par le méme groupe
(Watchko et al., 2002). Plus tard, le groupe de G.Dickson (Fabb et al., 2002) utilise une
séquence de moins de 3,8 kb codant pour une microdystrophine, sous contréle du promoteur
CMV. La séquence codante est délétée d’une grande partie du domaine de fixation a I’actine.
Méme s’il est difficile de faire une comparaison entre ces deux études (deux souches
différentes de souris et deux promoteurs différents utilisés), il n’en reste pas moins que les
mini et micro-dystrophines sont fonctionnelles. Injectées a des souris de 10 a 12 jours (avant
I’apparition de la maladie & 3 semaines), les constructions permettent une restauration de la
dystrophine et des a, et y-sarcoglycan 3 & 5 mois apres injection. Comme montré dans les

modeles le LGMD chez la souris, I’administration des vecteurs apres déclenchement de la
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maladie chez des animaux de 50 jours se traduit par un taux de transduction inférieur et une

persistance des phénomenes de dégénérescence/régénérescence (Wang et al., 2000a).

Gregorevic et al (Gregorevic et al., 2004) obtiennent une correction phénotypique sur 8
semaines aprés injection intra veineuse d’AAV6 (10" vg/animal) codant pour la
microdystrophine sous controle d’un promoteur tissu spécifique (CK6). L’efficacité du
transfert de géne est toutefois conditionnée par la coadministration de VEGF. De plus, I’étude
de dissémination imposée par le mode I’injection (injection 1V, VEGF) ne montre pas
clairement I’absence de transgéne dans les gonades.

La nature du promoteur dans des contextes inflammatoires a une influence sur la
persistance de I’expression du transgéne. Yuasa et al (Yuasa et al., 2002) montrent qu’apres
injection d’AAV-CMV-LacZ, des souris mdx développent une réponse humorale contre la f3-
Galactosidase plus forte que des souris C57BI/10. Des infiltrats inflammatoires types en CD4,
CD8, CD11b/CD11c (macrophages) et CD11c/CD205 (cellules dendritiques) sont observés 4
semaines post-injection, également chez des souris transgéniques exprimant une
minidystrophine. L’utilisation du promoteur MCK permet de limiter la réponse immunitaire
humorale, méme si celle-ci survient apparemment plus tard (réponse humorale a 8 semaines

au lieu de 4 semaines post-injection).

Des essais cliniques de phase | concernant des déficits en alpha-antitrypsine (ADNCc sous
contréle du promoteur CAG dans un contexte AAV-2) sont en préparation (Flotte et al.,
2004).

» Transfert du gene de I’Epo

L’érythropoiétine (Epo) est une cytokine sécrétée par le rein intervenant dans la régulation
de I’érythropoiése (Erslev, 1991) (Krantz, 1991) (Fisher, 2003). Le poids de la molécule
évalué en Western Blot est trés variable en fonction de la glycosylation. Le géne humain (5
exons, 4 introns) code pour une protéine de 193 acides aminés (192 pour I’Epo simienne et

murine), contenant un peptide signal de 27 acides aminés clive lors de la sécrétion de la
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molécule, donnant un peptide de 166 acides aminés (Lai et al., 1986). Le residu Arginine a
I’extrémité C-terminale n’est pas retrouvé sur I’Epo recombinante et I’Epo humaine urinaire,
due probablement a I’action d’une carboxypeptidase intracellulaire (Recny et al., 1987).
L’érythropoiétine est une protéine fortement glycosylée, avec des glucides O- et N-liés. La
masse moléculaire de la partie protéique est d’environ 19 kDa (Lin et al., 1985), alors que le
poids de la molécule entierement glycosylée est de 30 a 34 kDa selon la méthode utilisée (34
kDa pour I’Epo urinaire déterminé par SDS-PAGE, (Miyake et al., 1977), 30,4 kDa pour
I’Epo recombinante humain déterminé par équilibre de sédimentation (Davis et al., 1987))
(Erslev, 1991) (Krantz, 1991) (Fisher, 2003) (Mayeux et al., 1990). Les oligosaccharides
peuvent donc représenter jusqu’a 40% du poids de la molécule. L’érythropoiétine favorise la
maturation des précurseurs de la lignée rouge (CFU-E et proérythroblastes) par un effet anti-
apoptotique en retardant la dégradation de I’ADN dans ces cellules (Koury and Bondurant,
1990).

L’ADNCc de I’Epo a été utilisé a de nombreuses reprises comme géne rapporteur apres
transfert dans le muscle de souris (Kessler et al., 1996) (Clark et al., 1997) (Snyder et al.,
1997b) (Vincent-Lacaze et al., 1999) (McCarty et al., 2001) (Bohl et al., 1997) (Bohl et al.,
1998), de chat (Beall et al., 2000) ou de primate (Zhou et al., 1998) (Rudich et al., 2000)
(Chirmule et al., 2000) (Ye et al., 1999) (Favre et al., 2002). Dans un contexte AAV, la faible
taille de I’ADNc (moins de 600 pb, Gene Bank M18189 pour I’Epo simienne) est un
avantage. La proteine est de plus facilement dosable dans le serum par ELISA et ses effets
biologiques rendent le suivi de son expression aisé (mesure de I’hématocrite et du taux

d’hémoglobine, comptage des réticulocytes).

Dans toutes les études, le transfert de I’ADNc de I’Epo homologue entraine une
polyglobulie persistante a I’origine d’une augmentation de I’hématocrite. Notamment dans
une étude a long terme ou I’ADNc de I’Epo murine est placée sous le contrdle d’un promoteur
constitutif (CMV)) (Snyder et al., 1997b), I’expression du transgene est maintenue pendant 7
mois. Elle est fonction de la quantité de vecteurs injectée et entraine une augmentation supra-
physiologique de I’hématocrite. Les souris ayant recu 2,7.10*" particules d’AAV présentent
un hématocrite proche de 90%, atteint en 6 semaines. Ces valeurs élevées d’hématocrite sont
en général bien supportées chez les rongeurs, méme s’il faut rester conscient des risques de
thrombo-embolie et d’atteinte du bien-étre. 1l est montré que les animaux développent des

phénomeénes adaptatifs en réponse a des hématocrites élevés (Vogel Blood 2003).
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Les travaux réalisés chez le babouin (Zhou et al., 1998) et le macaque cynomolgus (Rudich
et al., 2000) montrent qu’il est possible d’obtenir des taux supraphysiologiques d’Epo sérique
allant de 40 a 60 mUI/mL (le taux basal est voisin de 2 mUI/mL, kit ELISA R&D) apres
injection de 2.10™ & 2.10% particules virales. La réponse est fonction de la dose de vecteurs
injectée. Les valeurs mesurées augmentent jusqu’a atteindre un plateau 6 a 8 semaines apres
I’administration de vecteurs. Dans I’expérience faite sur les macaques cynomolgus (Rudich et
al., 2000), les taux d’Epo élevés sont maintenus pendant 10 mois. Dans I’étude faite chez les
babouins, les taux d’Epo sécrétés chutent 10 semaines apres injection, pour revenir a un taux
de 10 mUI/mL au bout de 26 semaines. Cette perte d’expression pourrait étre expliquée par
une réponse immunitaire contre la protéine sécrétée, les auteurs utilisent en effet I’ADNc de
macaque fascicularis et non de babouin. Toutefois, les animaux ne développent pas d’anémie
et présentent un hématocrite constant (compris entre 60 et70%) jusqu’a la fin de I’expérience
et les auteurs ne mettent pas en évidence d’anticorps dirigés contre I’Epo. Le groupe de Jim
Wilson a obtenu une expression sur 6 ans apres transfert d’AAV-CMV-Epo chez le babouin

(Rivera, non publié).

L’Epo recombinante humaine est utilisée comme protéine thérapeutique dans les cas
d’insuffisance rénale (utilisée en transfert de gene dans 3 essais cliniques de phase I, dont un
ouvert en Israél par Eitan Galun sur des patients insuffisants rénaux chroniques et anémiques).
Elle peut aussi étre utilisée dans des cas d’hémoglobinopathies avec dysérythropoiese majeure
(drépanocytose, thalassémies (Olivieri et al., 1998)). L’histoire du transfert de géne de I’Epo a
été en partie reliée aux B thalassemies. Méme si des travaux récents montrent que I’utilisation
de vecteurs rétroviraux permet de transferer I’ADNc de la B-globine dans des cellules souches
hématopoiétiques et permet de corriger le phénotype de modeles murins B-thalassémiques et
drépanocytaires (Oh et al., 2004), (Imren et al., 2002), (Pawliuk et al., 2001), nous

présenterons brievement les essais thérapeutiques appliqués a la p-thalassémie.

Les thalassémies sont des hémoglobinopathies dues a un déficit de I’expression des génes
a ou B de la globine. Chez I’adulte, les formes d’hémoglobine prédominantes sont constituées
de dimeres de chaines a et B (Hb A;: a2f2) (Galactéros and Beuzard, 1992). Une faible partie
de I’hémoglobine circulante est constituée de dimeéres de chaines a et & (Hb A, ou variant :

a207). Avant la naissance, les formes d’hémoglobine circulantes sont majoritairement
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constituées de dimeéres o et y (Hb feetale, HbF : ayy,), ayant une affinité pour I’oxygéne
supérieure & I’Hb maternelle. En période peri partum, I’expression du géne B remplace
majoritairement celle du gene y (Olivieri, 1999), si bien qu’un an apres la naissance
I’expression du géne vy est tres réduite. Les mécanismes qui controlent le passage de I’Hb F a

I’Hb A, ne sont pas entiérement élucidés.

Les hémoglobinopathies constituent les anomalies genétiques les plus frequentes dans le
monde. Parmi elles, la B thalassémie et la drépanocytose sont des cibles importantes de la
thérapie génique, du fait de leur fréquence et de leur gravité (pour revue, Payen et al., 2001b).
Elles se manifestent par des anémies sévéres. Les malades ne bénéficient que d’un traitement
symptomatique, mis a part la greffe de cellules hématopoiétiques, limitées & une minorité de
patients ayant un donneur compatible. La 8 thalassémie est due a un déficit de la production
de chaines B—globine. Du fait de la cinétique de décroissance de I’expression de globine v, le
diagnostic se fera entre 3 et 18 mois selon la gravité de I’atteinte, puisque la synthese
majoritaire des chaines y masque le déficit 3. Celle-ci est fonction du type de mutation. Pres
de 200 mutations différentes ont été décrites chez des patients atteints de  thalassemie et de
troubles associés. Les thalassémies de types fo sont dues & un défaut de synthese des chaines
B-globine et les thalassémies de type B+ a une réduction de synthéese (pour revue, (Olivieri,
1999)). Environ la moitié des mutations impliquées génent la traduction ; ceci inclut des
mutations déplacant le cadre de lecture ou des mutations non sens, amenant une thalassemie
de type po par introduction d’un codon stop. Une famille de mutations identifiée récemment
aboutit & la production de chaines instables de B-globine de longueurs variables. De plus, des
mutations faux-sens donnent également des chaines a.-globines instables. Dans tous les cas la
synthése des chaines o n’est pas affectée par le deficit en chaine p. Les chaines o libres sont
instables et précipitent dans les érythroblastes. Cet excés de chaines o libres induit des
oxydations anormales conduisant a la mort cellulaire et aboutissant a une érythropoiese
inefficace méme chez les hétérozygotes. Les érythroblastes rescapés qui sont a I’origine des
hématies circulantes sont ceux dont le déficit de synthése est le moins accentué, en particulier
ceux ou une synthése de chaines vy, et par conséquent de I’HbF, a lieu. Du fait de
I’érythrophagocytose, les malades présentent une splénomégalie. En réponse a I’anemie, les
patients présentent des taux d’érythropoiétine élevés avec une stimulation de la moelle
osseuse érythropoiétique, aboutissant a des déformations osseuses du crane et de la face, ainsi

gue des microfractures et des ostéomalacies (Galactéros and Beuzard, 1992). De nombreux
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organes sont le lieu d’une surcharge en fer, en particulier le cceur et le foie, siege d’une
érythropoiese extramédullaire en particulier chez les patients hypoperfusés. La forme la plus
grave, ou anémie de Cooley, est une anémie particulierement sévere, spontanément dans la
petite enfance en I’absence de transfusions réguliéres ou méme plus tard en raison de la
surcharge en fer induite par ces transfusions en I’absence de traitement chélateur de fer

(déféroxamine).

L’érythropoiétine a été envisagée comme protéine thérapeutique pour les f thalassémies
depuis de nombreuses années. Il est montré qu’elle améliore le phénotype des patients
thalassémiques. L’administration de la protéine recombinante, en parallele ou non avec de
I’hydroxyurée (Lavelle et al., 2001) stimule la production de y-globine chez le babouin (Al-
Khatti et al., 1987), et donc d’hémoglobine feetale. Cette hémoglobine fonctionnelle
permettrait alors de corriger le phenotype chez les malades. L’érythropoiétine recombinante
est cependant a I’heure actuelle beaucoup trop colteuse pour étre utilisée a des doses
pharmacologiques, méme dans des essais cliniques prolongés. L’expression in vivo de
I’lhormone apres transfert de I’ADNc est une alternative intéressante. L’injection
intramusculaire de I’ADNc de I’Epo murine sous forme d’ADN nu apres electrotransfert
(Payen et al., 2001), (Samakoglu et al., 2001) ou d’AAV (Bohl et al., 2000) chez des modeéles
murins de la maladie a donné des résultats encourageants. Les taux d’Epo obtenus permettent
une augmentation de I’hématocrite des animaux avec augmentation de la demi-vie des
globules rouges (Payen et al., 2001). La synthése des chaines [ mineure de globine
(équivalent murin de la chaine feetale y chez I’homme) est augmentée (Samakoglu et al.,
2001) (Bohl et al., 2000) et une diminution des chaines o seules associées a la membrane des
érythrocytes (Payen et al., 2001) un an aprés transfert de gene dans le cas de I’AAV (Bohl et
al., 2000). Toutefois ces essais realises avec des promoteurs CMV ou MCK entrainent une
polycythémie chez la quasi-totalité des animaux. Dans ce contexte, I’utilisation de systémes
de régulation de I’expression dépendant de la rapamycine (Johnston et al., 2003) ou de la
doxycycline (Samakoglu et al., 2002) permet de controler I’expression du transgéne. Les
travaux realises par le groupe de Jean-Michel Heard montrent qu’il est possible avec un
systeme inductible a la doxycycline d’adapter le dosage de I’inducteur a I’hématocrite
(Samakoglu et al., 2002). 1l est alors possible de faire exprimer des taux supraphysiologiques
d’Epo en gardant les animaux normocythémiques sur une période longue (9 mois). Dans ce

cadre, le taux de chaines B-mineure de globine exprimés dans les érythrocytes est trois fois
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supérieur a celui exprimé chez les animaux non traités et permet une amélioration de la

qualité des globules rouges.

g. Modification du tropisme des vecteurs AAVr

Plusieurs groupes ont cherché a modifier le tropisme de I’AAV-2. Bartlett et al (Bartlett et
al.,, 1999) ont pu transduire des lignées mégacaryocytaires, non transduites par I’AAV
« natif », en insérant dans la capside du vecteur un anticorps spécifique de ces lignées. Un
bras Fab’y reconnait I’intégrine oupB3, exprimée a des niveaux élevés a la surface des cellules
DAMI et MO7e, et I’autre reconnait la capside de I’AAV. Le pouvoir de transduction du
vecteur sur ces cellules dépend de I’inclusion de I’anticorps, puisque I’infection n’est pas
inhibée si le vecteur natif est rajouté a fortes doses, contrairement a la transduction des
cellules HeLa dont I’infection est largement inhibée par compétition avec I’AAV natif. Ces
vecteurs pourraient en théorie trouver des application cliniques lorsqu’il faut transduire un
type cellulaire particulier. L utilisation d’un vecteur pré-incubé avec un anticorps spécifique
exprimé a la surface de cellules cancéreuse serait judicieuse de maniere a transférer un géne
suicide dans ces cellules (Kanazawa et al., 2003). De telles approches seraient beaucoup plus
sécurisées que I’administration in situ de vecteur natif qui risque de transduire des cellules

saines a distance.

Les groupes de Trepel et Kleinschmidt ont utilisé une autre stratégie (Muller et al., 2003).
Elle consiste en I’utilisation de séquences mutées de VP3, qui permettent d’exprimer a des
endroits extériorisés de VP3 des peptides spécifiques d’une lignée cellulaire cible. Les
peptides spécifiques sont présentés sur la capside prés du résidu Arginine 588, site jouant un
role prédominant dans la reconnaissance par I’héparine. Les auteurs ont constitué une banque
de plasmides contenant 7 peptides aléatoires insérés en position 3967 dans la séquence
codante de VP3. Apreés clonage et sélection, les plasmides ont été transfectés dans des cellules
293 pour produire des vecteurs exprimant ces peptides a la surface de la capside. De maniere
a selectionner les clones infectieux, des cellules 293 ont été infectées par ces vecteurs en
présence d’adénovirus. Les vecteurs amplifiés ont constitué la librairie de vecteurs mutants.

Les cellules endothéliales primaires sont mal transduites par I’AAV-2, les clones ont donc été
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sélectionnés apres trois phases d’infection sur des cellules endothéliales primaires en présence
d’adénovirus. La séquence comprenant la zone d’insertion des peptides a été amplifiée par
PCR et séquencée et trois motifs peptidiques majoritaires ont été sélectionnés. Le motif
retrouvé le plus fréquemment a été testé chez la souris en comparaison a la capside native de
I’AAV-2, apres injection intraveineuse de vecteurs codant pour la luciférase. L’expression du

transgéne était 5 fois plus forte dans le cceur des animaux ayant recu le clone sélectionné.

D’une maniére similaire, Shi et al (Shi and Bartlett, 2003) ont étendu le tropisme de
I’AAV par insertion de motifs RGD (Arginine-Glycine-Asparagine) complémentaires de
I’intégrine o,Bs. Les peptides ont été insérés soit au niveau de VP1 (un site dans la région
unique de VP1 et 3 sites dans la région commune avec VP2) ou de VP3 (3 sites). L’insertion
dans la partie C-terminale de VP3 (pres des résidus 584 et588) n’affecte pas le taux de
transduction dans des cellules HelLa. L’infection est peu ou pas inhibée en présence
d’héparine, alors qu’elle I’est en présence de motif RGB soluble. Ceci signifie que les
vecteurs obtenus peuvent a priori se fixer sur des intégrines B3 et Bs, a la différence de I’AAV
natif qui n’a pas d’affinité pour les intégrines Ps. Ils transduisent in vitro des lignées
cellulaires humaines de lymphoblastome (Raji) et d’adénocarcinome (SKOV-3) exprimant
peu d’HSPG et, dans le cas des cellules Raji, peu de Bs. Les cellules SKOV-3 transplantés
chez la souris (génération de cancer des ovaires) sont transduites par les vecteurs sélectionnés
injecteés en intrapéritoneal. Ces travaux montrent qu’il est donc possible d’élargir le tropisme
de ’AAV.

Des groupes cherchent aujourd’hui a produire et tester in vivo des vecteurs chiméres. Le
but est d’obtenir des vecteurs dont la capside est composée de VP de deux sérotypes
différents. Les vecteurs sont produits par tritransfection de cellules 293 : plasmide helper
adénoviral et deux plasmides helper rep-cap de chaque sérotype apportés a des ratios
variables. Hauck et al (Hauck et al., 2003) ont produit des vecteurs chiméres de sérotypes 1 et
2. Se basant sur le fait que les deux sérotypes présentent 80% d’homologie sur la séquence
d’acides aminés, ils prennent le pari que les VP pourront s’assembler et que les capsides
formées seront stables. Comparé a I’AAV-2 seul, les rendements de production diminuent par
contre d’un log (production identique a I’AAV-1 seul). Les plasmides helper ont été
transfectés a des ratios AAV1I/AAV2de 10:0,9:1,1:1,1:9,0:10.0. A partir du ratio 1 :

1 et au-dela, les vecteurs présentent une affinité pour I’héparine, moindre toutefois que
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I’AAV2 seul. Ceci signifie que les vecteurs ont incorporé des VP d’AAV-2, en quantité
moindre que I’AAV2 natif. De plus, les anticorps neutralisants des deux sérotypes cross
réagissent, ce qui va plus fortement dans le sens de I’incorporation de VP des deux sérotypes.
Les taux de transduction dans le muscle et le foie sont augmentés. En comparaison a I’AAV1
natif dans le foie, qui donne un taux de transduction 5 a 10 fois inférieur a I’AAV-2, les
vecteurs chimeres ayant incorporé au moins 50% de VP de sérotype 1 présentent un taux de
transduction comparable a I’AAV-2. De maniere identique pour le muscle, les vecteurs ayant
incorporé au moins 50% de VP d’AAV-1 présentent un taux de transduction comparable a
I’AAV-1. Il faut noter que ce vecteurs chimeres sont distincts des vecteurs hybrides, comme
I’AAV-6 (Xiao et al., 1999) et (Gao et al., 2002). 1l faut toutefois remarquer que I’utilisation
en clinique de vecteurs chimeres pourrait étre limitée par la présence d’anticorps neutralisants

d’un autre sérotype.

Rabinowitz et al (Rabinowitz et al., 2004)) vont plus loin en produisant des vecteurs
chimeres de plusieurs sérotypes. Les plasmides helper utilisés sont décrits précédemment
((Rabinowitz et al., 2002) et figure 9 « Production de vecteurs pseudotypés de sérotypes 1 a
5»). Les plasmides ont été transfectés a des ratios variables (19:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:19). Tous
les vecteurs obtenus ont été purifiés sur gradient de chlorure de césium. Comme pour I’étude
précedente, I’incorporation de VP d’un autre sérotypes change I’affinité des vecteurs pour
certains substrats. Par exemple, I’incorporation de VP de sérotype 2 ou 3 dans des capsides
d’AAV-1 permet d’augmenter I’affinité a I’héparine (qui devient méme comparable aux
vecteurs natifs). Inversement, des quantités croissantes de VP de sérotype 5 dans des capsides
de sérotypes 2 ou 3 diminuent considérablement la fixation a I’héparine. L’affinité au substrat
n’est pas changée pour les vecteurs chimeres de sérotypes 2 et 3, quel que soit le ratio de
plasmides helpers transfectés, ce qui montre que les capsides formées sont, du point de vue de
I’affinité au substrat, inchangés par rapport aux vecteurs natifs. De méme, I’incorporation de
VP de sérotype 5 dans des capsides de sérotype 2 et 3 augmente la fixation a la mucine. De
maniére surprenante, certaines combinaisons présentent un effet « synergique ». C’est le cas
des vecteurs chimeres 1/2 (pour des ratios 1:3 et 1:19) qui présente un taux de transduction 4
fois plus élevé que I’AAV-2 sur des cellules musculaires de souris. Toutefois ces résultats
sont a pondérer selon le taux de transduction de I’AAV-1 sur ces cellules. Ces vecteurs sont

actuellement testés un vivo (Rabinowitz, non publié).
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1.4 Régulation de I’expression d’un transgene

1.4.1 Nécessité de réguler I’expression d’un transgene

Comme nous I’avons exposé plus haut, la sécrétion d’une protéine thérapeutique a long
terme permet d’obtenir une correction phénotypique dans certains modéles de maladies
génétiques. Dans I’optique d’applications cliniques ultérieures, la sécrétion a partir de tissus
cibles génétiguement modifiés, en comparaison a I’injection de protéine recombinante ou
extraite de tissus animaux, peut présenter des avantages notables (en terme de co(t et de
simplicité du traitement). Toutefois, de telles applications supposent que I’on soit capable de
contrdler le niveau d’expression du transgene. Par exemple, dans les cas particuliers d’apport
d’érythropoiétine dans le traitement de certaines anémies comme la pB-thalassémie ou I’apport
d’hormone de croissance dans les nanismes, la surexpression du transgene peut entrainer des
effets secondaires préjudiciables. Il faut donc étre en mesure de réguler finement la quantité
de protéine sécrétée, de maniére a maintenir cette quantité dans une fenétre thérapeutique et a
assurer une efficacité biologique optimale. Un systéeme de régulation doit aussi permettre
d’arréter a la demande I’expression du transgene, si I’on veut mettre un terme provisoire ou
définitif au traitement. La régulation de I’expression d’un transgéne est donc un critére

d’efficacité et surtout de sécurité.

1.4.2 Utilisation de systémes de régulation in vivo

Differents systemes de régulation d’un transgene ont été utilisés in vitro et in vivo. Ils sont
tous de nature hétérologue. Au cours de leur développement, et encore a I’heure actuelle, les
mémes questions se posent, de maniere a s’approcher des qualités d’un systéeme de régulation
idéal :

e expression négligeable en I’absence d’inducteur

e inductibilité élevée, modulable (effet dose d’inducteur — réponse) et réversible
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e persistance a long terme de la régulation

Les plus utilisés sont le systeme Ecdysone, le systeme Mifépristone (jamais développés
chez le gros animal et abandonnés a I’heure actuelle), le systeme Rapamycine et le systéeme
Tétracycline (systeme développé depuis plusieurs années au laboratoire, cf. infra) (pour revue,
voir (Clackson, 2000) (Toniatti et al., 2004). Tous ces systemes ont en commun [’utilisation
d’un inducteur, qui permet soit la formation d’un dimeére a partir de deux protéines cellulaires
(systéeme rapamycine), soit se fixe sur un transactivateur qui permet I’expression du transgene
(systéemes ecdysone, mifépristone et tétracycline). Ces complexes, en se fixant sur des
séquences opératrices spécifiques clonées en amont d’un promoteur eucaryote permettent

d’activer I’expression du transgene.

Les systemes ecdysone (No et al., 1996) et mifépristone (Wang et al., 1994) (Serguera et
al., 1999) utilisent un transactivateur constitué du domaine de liaison a I’ADN de I’activateur
transcriptionnel Gal-4 fusionné d’une part au domaine de fixation de I’hormone stéroide
utilisée (ecdysone) ou au RU486 (anti-progestérone = mifépristone) et d’autre part au

domaine de transactivation de la protéine VP16 du virus Herpes Simplex.

Le systeme rapamycine (Rivera et al., 1996) utilise le contr6le de la dimérisation de deux
protéines chimériques. L’une est constituée du domaine de liaison a la rapamycine de la
protéine cellulaire humaine FRAP associée au domaine de transactivation p65 du facteur
nucléaire NFxB. L’autre est une fusion entre le domaine de liaison a I’ADN de la protéine
non eucaryote ZFHD-1 et de trois domaines de liaison a la rapamycine de la protéine humaine
FKBP12. En présence de rapamycine, ces deux protéines se lient pour former un complexe

d’activation de la transcritpion.

Cependant, la nature des inducteurs propres a ces systemes et leurs effets secondaires
possibles (hormone stéroide, anti-progestérone, immunosuppresseur) ont limité, au début en
tout cas, I’utilisation de la majorité de ces systemes. Il faut toutefois noter que la synthése de
dérivés non immunosuppresseurs de la rapamycine a été rapportée. Ils sont actuellement

testés en transfert de géne (Rivera et al, non publié).

Les systemes Rapamycine et Mifépristone ont été utilisés in vivo comme systémes de

régulation de la sécrétion d’Epo.
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Le systeme Mifépristone a été évalué chez la souris, apres implantation dans la cavité
péritonéale de cellules encapsulées infectées in vitro par un rétrovirus (Serguera et al., 1999).
Cette étude a été faite en comparaison avec le systeme tétracycline. Le systeme mifépristone
se caractérise dans ce contexte par une cinétique d’induction et de désinduction plus lente que

le systeme tétracycline.

L’efficacité du systeme Rapamycine a été évaluée chez la souris immunocompétente
(Rivera et al., 1999) ou non (Magari et al., 1997), le rat (Auricchio et al., 2002) et le primate
((Ye et al., 1999), Rivera travaux en cours). Les travaux réalisés chez la souris montrent une
persistance de la régulation, avec un niveau d’induction faible toutefois (taux d’Epo en
induction de 60 mUI/mL, a comparer au niveau basal de 30 mUI/mL) et inconstant selon la
dose de rapamycine administrée. Le systeme a aussi été testé sur des macaques rhesus. Si les
données publiées ne permettent pas de juger objectivement des éventuelles fuites, il nous
permet toutefois d’explorer les cinétiques d’induction et de désinduction. Pour des niveaux
d’induction similaires, ces cinétiques paraissent plus lentes que celles obtenues avec le
systeme Tet au laboratoire (Favre et al., 2002) (cf. infra). Ceci serait du a la demi-vie longue
de la rapamycine comparée a la doxycycline. Le systéme ne montre pas de persistance au-dela

de 80 jours.

Le systeme Tet a été plus largement utilisé. Il fait intervenir comme inducteur la
doxycycline, antibiotique analogue de la tétracycline, dont I’innocuité aux doses utilisées ne
fait aucun doute (doses identiques aux doses thérapeutiques). Les origines du systéme
remontent a une dizaine d’années, quand Gossen et Bujard avaient développé un systeme
dérivé de I’opéron de résistance a la tétracycline du transposon TnlQ0 d’Escherichia coli
(Gossen and Bujard, 1992). La résistance a I’antibiotique est assurée par une protéine
membranaire qui élimine la drogue hors de la bactérie. L’expression de cette protéine est
induite par la tétracycline. Le mécanisme mis en jeu fait intervenir une protéine répresseur de
la transcription (TetR) normalement fixée sur I’opérateur Tet-O et qui est déplacée en
présence de I’antibiotique. Une protéine transactivatrice artificielle (tTA pour “ tetracycline
controlled Trans-Activator ) a été construite en fusionnant le domaine de transactivation de
la protéine VP16 du virus Herpes Simplex avec le domaine de liaison a Tet-O de la protéine
TetR. La séquence Tet-O a été placée en amont d’un promoteur minimal dérivé du
Cytomégalovirus (promoteur CMVmin) pour former le promoteur Pe-1. En I’absence de

tétracycline, la protéine tTA se fixe sur la sequence Tet-O avec une tres grande affinité et une
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grande spécificité, induisant I’initiation de la transcription. En présence de tétracycline, ou de
ses dérivés comme I’anhydrotétracycline (Gossen and Bujard, 1993) ou la doxycycline (Dox),
le tTA se lie préférentiellement & I’antibiotique, ce qui, & la faveur de changements
conformationnels, entraine une baisse de I’affinité de tTA pour les séquences Tet-O et un arrét
de la transcription. Ce systeme suppressible par la Dox a été baptisé Tet-Off (Rendahl et al.,
1998) (Folliot et al., 2003) (Mizuguchi and Hayakawa, 2002).

A I’inverse, un systeme inductible par la Dox (systéeme Tet-On) a été développé quelques
années plus tard. En opérant une mutagenese chimique sur le domaine Tet-R, le groupe d’H.
Bujard (Gossen et al., 1995) obtient une version rTet-R qui présente des caractéristiques
opposées au Tet-R : sans affinité pour les séquences Tet-O en I’absence de Dox, elle s’y fixe
avec une forte affinité en présence d’inducteur. Fusionnée au méme domaine VP-16, elle a été
baptisée rtTA (reverse tetracycline-controlled Trans-Activator). L’utilisation de souris
transgéniques exprimant de facon constitutive tTA et rtTA a montré qu’il était possible
d’avoir une induction et une désinduction rapide (9 a 24 heures) dans tous les tissus (Kistner
etal., 1996).

Le systeme Tet-On dirigeant I’expression de I’Epo murine (Epom) a été utilisé dans le
muscle de souris avec des vecteurs rétroviraux (Bohl et al., 1997) ou AAV (Bohl et al., 1998).
L’étude de D.Bohl présentait une construction unique contenant les deux cassettes
d’expression du trans-activateur et du transgéne. Pourtant, des travaux précédents et récents se
sont bases sur des stratégies a deux vecteurs, ou chaque cassette d’expression est véhiculée
par un vecteur distinct. Cette stratégie, méme si elle résoud des problemes de clonage,
présente toutefois des inconvénients, en terme de rendement de transduction (la reconstitution
du systeme de régulation nécessite deux événements de transductions aléatoires) et
d’efficacité. En effet, a la faveur des recombinaisons entre vecteurs (évenements surtout

montrés dans le foie, certes), le systéme pourrait subir quelques modifications.

La construction utilisee par D.Bohl (Bohl et al., 1998) chez la souris C3H comportait les
deux cassettes d’expression du trans-activateur et du transgéne en sens inverse (voir Figure
14 page suivante : “Systeme Tet-On”), séparées par un signal de polyadénylation
bidirectionnel (pA SV40).
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Figure 14 : Systeme Tet-On

(A) Construction utilisée par Favre et al., 2002. Le vecteur présente deux cassettes
séparées par un pA bidirectionnel codant respectivement pour le rtTA sous contrle du
promoteur CAG et I’érythropoiétine de macaque fascicularis sous contréle du promoteur
inductible Pr,-1. En présence de doxycycline, le rtTA interagit avec le Pr-1 et active la
transcription. (B) Modeéle d’activation de la transcription par un systeme Tet-On Le
schéma représente I’extrémité 5° de la cassette d’expression du transgéne, constituée de 7
répétitions des séquences opératrices Tet-O fusionnées a un promoteur CMV minimal
cloné en amont de I’ADNc de I’Epo. La fixation du rtTA sur les séquences activatrices
permet le recrutement des facteurs de transcription puis de I’ARN polymérase Il pour
former le complexe d’inititation et activer la transcription.




Dans I’étude de D.Bohl, aprés injection des AAVr dans le muscle tibial cranial, I’ajout de
Dox dans I’eau de boisson d’une partie des animaux s’est soldée par une augmentation de
I’hématocrite qui redescend ensuite au retrait de I’inducteur. La décroissance respecte a peu
pres la demi-vie des érythrocytes (24 jours). La réinduction ou I’induction 5 semaines apres
I’injection est possible. Les taux d’Epo sérique mesurés en présence de Dox montrent que le
potentiel d’induction est maintenu sur la durée de I’étude (29 semaines). Les niveaux
d’induction obtenus sont éleveés (taux d’Epo en induction de 500 a 1000 mUI/mL, a comparer
au taux de base de 30 mUI/mL). Les travaux montrent qu’il est possible d’obtenir une
sécrétion inductible et réversible contr6lée par la doxycycline par un systéeme Tet-on chez la
souris. L’expérience, poursuivie sur plus d’un an et demi, a montré une persistance de la

régulation.

Toutefois, les animaux ne recevant pas de Dox ont présenté une augmentation de
I’hématocrite, signant une expression du transgene en I’absence d’inducteur. Cette fuite du
systeme peut s’expliquer par la fixation non spécifique du trans-activateur sur les séquences
Tet-O en I’absence d’inducteur, aboutissant a un recrutement de facteurs de transcription au
niveau du promoteur CMV minimal (CMVmin) et une activation de la transcription.

L’influence de I’'I TR 5° comme origine de transcription n’est pas non plus a exclure.

Cependant, le Laboratoire de Thérapie Génique (Inserm U649, CHU Nantes), motivé par
la persistance de la régulation chez la souris, a décidé d’évaluer le comportement du vecteur
et du systéeme de régulation dans un modele pré-clinique (Favre et al., 2002). A ce titre, le
primate, notamment le macaque fascicularis, a été choisi. Huit animaux ont recu une injection
intramusculaire unique d’AAVr (I’Epo homologue de macaque fascicularis —Epo cm-
remplacant I’Epo murine) et ont été induits régulierement (injections intraveineuses de Dox 5
jours consécutivement, tous les mois). Chez tous les animaux, la premiére induction s’est
soldée par un pic d’Epo, associé a une réticulocytose et une augmentation de I’hématocrite.
Mais chez 7 animaux sur 8, la poursuite des inductions s’est accompagnée d’une diminution
progressive de la réponse (plus de réponse deés la troisieme ou quatrieme induction). L analyse
de I’apparition d’anticorps diriges contre les deux transcrits véhiculés par le vecteur (Epo cm
et rtTA) a mis en évidence une réponse humorale dirigée contre le rtTA. Aucun anticorps
anti-Epo n’a été détecté. Des tests ELISPOT IFN-y utilisant des lymphocytes prélevés dans
les ganglions inguinaux drainant les muscles injectés, stimulés par des cellules dendritiques

autologues exprimant la partie Tet-R, puis mis en présence de lymphocytes B immortalisés
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par le virus Herpes papio exprimant ce méme épitope ont mis en évidence une réaction
spécifique des lymphocytes T face a I’antigene Tet-R. Cette réponse était de plus corrélée a
des infiltrats inflammatoires lymphocytaires (CD4 et CD8) et macrophagiques (CD 68) et une
réduction du nombre de copies du vecteur dans le muscle injecté, on pouvait conclure a
I’induction d’une réponse cellulaire cytotoxique dirigée contre les fibres transduites. Les tests
in vitro de cytotoxicité n’ont pourtant pas réussi a confirmer ces résultats (D.Favre, non
publié¢). Dans I’hypothese (controversée) de la transduction de cellules présentatrices
d’antigénes (et notamment de cellules dendritiques) par le vecteur, cette étude suggérait de

tester I’utilisation d’un promoteur spécifique du muscle.
De plus, le suivi régulier de I’hnématocrite et de la concentration sérique d’Epo a montré,

comme dans I’étude de D.Bohl, une expression du transgene en I’absence d’inducteur. Il

s’agissait toutefois d’une fuite modéreée.
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2. Résultats

2.1 Objectifs : efficacité de la régulation avec un systeme tétracycline

Les problemes soulevés par les travaux de D.Bohl (Bohl et al., 1998) et D.Favre (Favre et
al., 2002) (expression du transgene en I’absence d’inducteur et perte de la régulation chez le
primate) ont été le point de départ de notre étude. L’ objectif premier de notre these fut de
répondre a deux questions :

e Comment améliorer le niveau de régulation, c’est-a-dire comment réduire le niveau de
fuites en I’absence d’inducteur et augmenter le niveau d’induction sans augmenter le
niveau de fuites ?

e Est-il possible d’avoir une persistance de la régulation a long terme chez le primate ?

La réponse a ces questions passe par des modifications des cassettes d’expression du trans-

activateur et du transgéne.

Nous avons testé différentes orientations des cassettes d’expression du transactivateur et
du transgene. Ces modifications paraissaient nécessaires, suite a des observations faites
auparavant. Des études précédentes montrent en effet que I’orientation des cassettes
d’expression a une influence sur I’efficacité de la régulation et notamment I’expression du
transgéne en I’absence d’inducteur, vraisemblablement due a des interactions ente le
promoteur dirigeant I’expression du rtTA et le promoteur inductible Py-1 dans des contextes
adénoviraux et plasmidiques (Lamartina et al., 2002) (Salucci et al., 2002). L’effet de
I’orientation des cassettes d’expression dans un vecteur AAV n’a jamais été étudiée. De plus
les travaux de Delphine Bohl (Bohl et al., 1998) et David Favre (Favre et al., 2002) suggérent
que I’expression basale du transgene est due a une interaction entre I’'I'TR et le promoteur
CMV minimal. On sait en effet que les ITR de I’AAV-2 ont une activité promotrice (Flotte et
al., 1993b) (Haberman et al., 2000), il fallait tester une construction ou le Ptet-1 est distant des
ITR. Il est d’ailleurs montré que I’action promotrice des ITR est diminuée lorsque la cassette
d’expression en est séparée par une séquence isolatrice (Fitzsimons et al., 2001). Nous avons
donc comparé trois constructions (voir fig.1 du premier article), distinctes uniquement par

I’orientation relative des cassettes : i) une baptisée « Reverse » ou les promoteurs CAG et
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Per-1 sont éloignés des ITR et fusionnés en leur extrémité 5°, ii) une ou les cassettes sont
clonées dans le méme sens, baptisée « Forward » et iii) une proche de la construction utilisee
précédemment (Bohl et al., 1998) (Favre et al., 2002), baptisée « Opposite » ou les cassettes
sont clonées en leur extrémité 3’ et séparées par un polyA bidirectionnel. Notre objectif a été
de choisir la construction optimale qui donne in vivo un niveau de fuite négligeable et un fort

niveau d’induction.

Nous avons dans un second temps évalué I’influence de versions modifiées synthétiques du
transactivateur, caractérisées notamment in vitro par une activité transcriptionnelle quasi-nulle
en I’absence d’inducteur (Urlinger et al., 2000), baptisées rtTA2>-M2 et rtTA2%-S2. Des
mutations dans le domaine bactérien rTetR leur conferent une affinité moindre pour les
séquences TetO en I’absence d’inducteur (Urlinger et al., 2000). La version rtTA2°-M2 a de
plus une affinité accrue pour la doxycycline, donnant une activité transcriptionnelle maximale
in vitro pour des concentrations de doxycycline 10 fois moindre en comparaison a la premiere
version du transactivateur (Urlinger et al., 2000) (Kamper et al., 2002). Signalons aussi que le
domaine d’activation de la transcription cloné dans les premiéres versions (130 acides aminés
de I’extrémité C-terminale de la protéine VP16 d’HSV (Gossen and Bujard, 1992)) a été
remplace par trois répeétitions d’un domaine minimal de VP16 de 12 acides aminés, baptisé
« F» (Baron et al., 1997). Cette modification permet d’obtenir des protéines moins toxiques
-elles sont mieux tolérées dans des cellules HeLa (Urlinger et al., 2000)- et devait a priori
rendre les transactivateurs moins immunogeénes. La séquence codante a de plus été modifiée
afin d’augmenter I’expression dans des cellules eucaryotes (élimination des sites donneurs et
accepteurs d’épissage identifiés, de motifs probables de reconnaissance par des endonucléases
et des séquences pouvant conduire a la formation de structures secondaires de I’ARNmM)
(Urlinger et al., 2000).

Nous avons testé une troisiéme version du transactivateur, baptisée rtTA2>-M2nls
(Hermann Bujard, non publié), fusion de rtTA2°-M2 et du signal de localisation nucléaire de
I’antigéne T de SV40 (séquence de 27 nucléotides clonée en 3’ de I’ADNc du domaine rTetR
de M2) (Smith-Arica et al., 2000) (Smith-Arica et al., 2001) (Yoshida et al., 1997).

Afin de juger facilement du niveau de fuite, nous avons placé I’expression du rtTA sous
contréle du promoteur fort CAG (Niwa et al., 1991), fusion du promoteur de la B-actine de

poulet et de I’enhancer du promoteur précoce du CMV. Le CAG est décrit comme donnant un
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fort niveau d’expression dans les cellules CHO (Niwa et al., 1991) et un niveau supérieur au
promoteur précoce du Cytomégalovirus (CMV) in vivo (Xu et al., 2001) (cette étude concerne
cependant uniquement le foie). Le promoteur CAG est également tres actif dans le muscle
apres électrotransfert d’ADN plasmidique (E.Zeira; E.Galun, non publié). Nous avons de
plus cloné en 3’ de I’ADNCc de I’érythropoiétine une séquence WPRE (Woodchuck hepatitis
virus Post-transcriptional Regulatory Element) qui permet d’augmenter I’expression du
transgéne (Donello et al., 1998). Cette séquence, transcrite a la suite du transgéne, agit en cis
par stabilisation des ARNm de I’Epo. Elle permet de doubler la demi-vie des ARNmM
(Zufferey et al., 1999) et d’augmenter I’expression du transgéne in vitro d’un facteur 5 a 8
dans des vecteurs AAV (Loeb et al., 1999) et rétroviraux (Zufferey et al., 1999).

Ces deux étapes de criblage successives (influence de I’orientation des cassettes puis de la
version du transactivateur) ont été réalisées chez la souris. La construction optimale a été
utilisee chez le primate, I’expression du trans-activateur étant placée sous le contréle d’un
promoteur tissu-spécifique (Li and Paulin, 1991) (voir partie « Discussion du premier article,
persistance de la régulation »). Ce changement de promoteur nous était suggéré par les
résultats de David Favre (Favre et al., 2002) (cf supra). Nous basant sur les études précédentes
montrant I’efficacité du transfert de gene dans le muscle médié par I’AAV-1 (Xiao et al.,
1999) (Chao et al., 2000) (Chao et al., 2001) (Gao et al., 2002) (Arruda et al., 2004) (Gao et
al., 2004b), nous avons jugé qu’il était judicieux d’utiliser ce sérotype pour augmenter
I’expression du transgéne et rendre plus manifeste toute fuite du systeme en I’absence

d’inducteur.
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Recombinant adeno-associated virus (rAAV) vector supports long-term transgene expression
from skeletal muscle in most mammals, including human. In some instances, the requirement for
tight control of the transgene expression is expected. The original tetracycline-dependent system
using the rtTA (Dox-on) transactivator displayed a baseline activity in the off state but improved
versions are now available and need to be evaluated in a single-rAAV-vector strategy. In the
present study we cloned, in three different orientations, the two expression cassettes responsible
for doxycycline-mediated transgene regulation and further evaluated the basal and inducible
activity of the recently described rtTA2%-S2, rtTA2°-M2, and rtTA25-M2nis transactivators.
Evaluations were conducted in vivo in mice and nonhuman primates using the respective
homologous erythropoietin cDNA as a reporter gene because of its sensitive detection by ELISA.
The woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element sequence was also
introduced to enhance further the stringency with respect to basal activity in the absence of

inducer.

INTRODUCTION

Adeno-associated virus type 2 (AAV-2) is a human parvo-
virus that has gained increasing interest because of its use
as a successful gene transfer vector [1,2]. The viral genome
consists of a 4.7-kb single-stranded DNA molecule, which
is composed of two 145-base inverted terminal repeats
(ITRs) flanking two open reading frames, Rep and Cap.
Recombinant AAV (rAAV) vectors used for gene therapy
are derived from the wild-type virus by deleting the Rep
and Cap open reading frames and replacing them with the
transgene and the transcriptional control elements. The
only viral sequences retained in the vector are the ITRs.
Long-term expression of transgenes is supported by
rAAV vector in a variety of target organs in mammals,
including human patients ([3]; for review see [2,4]).
Therefore, the tight control of the transgene expression

can be now explored. This is required in some situations,
notably when the recombinant protein has a specific
therapeutic window, so as to avoid transgene toxicity. A
rather limited number of clinically translatable regulatory
systems are available, although each of them requires
significant improvements. They all have in common
the use of chimeric transactivators, the activity of which
is controlled by drugs, including tetracycline [5], mife-
pristone [6], ecdysone [7], or rapamycine [8]. An optimal
regulatable system should have no basal activity in the
absence of the drug (off state), result in high expression
levels in the presence of low concentrations of the drug
(on state), and remain unaffected by the proximity of the
AAV ITRs and/or other internal promoters. The latter
situation is encountered when the rAAV vector express
both the chimeric transactivator and the transgene si-
multaneously [9,10].
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The repressor of the TnlO tetracycline-resistance
operon of Escherichia coli (tetR) recognizes its operator
(tetO) with high specificity [11]. The interaction be-
tween repressor and operator is efficiently prevented by
tetracycline, particularly by doxycycline (Dox), which
binds to tetR with high affinity. A tetR mutant exhibits
a reverse phenotype requiring Dox for binding to the
tetO operator [12]. By fusing the latter with the C-
terminal portion of VP16 of herpes simplex virus, the
resulting transactivator, rtTA, which efficiently transac-
tivates Pier-1, @ minimal promoter fused downstream of
an array of tetO sequences (tet0.CMV), was obtained [5].
The presence of Dox activates transcription. Recently,
novel versions of rtTA, called rtTA25-S2 and rtTA25-M2,
displaying considerably lower activity in the absence of
Dox and better inducibility in vitro in human cells were
generated [13].

Another component that influences the efficacy of
regulated transgene expression is the vector design. The
presence of two promoters in the same vector, the Pee-1
and another promoter driving the expression of the Dox-
sensitive transactivator, raises the possibility of detrimen-
tal interference between the two expression units. Fur-
thermore, because AAV ITRs were associated with
promoter activity [14,15], they should raise the same
concern and therefore be taken into consideration when
achieving tight regulation.

In the present study we cloned, in three different
orientations, the two expression cassettes responsible
for Dox-mediated transgene regulation and evaluated
the basal and inducible activity of the rtTA25-S2,
rtTA25-M2, and rtTA25-M2nls transactivators. Evalua-
tions were done in vivo in mice and nonhuman pri-
mates using the homologous erythropoietin (Epo)
cDNA as reporter gene because of its sensitive detection
by ELISA and rapid physiological response as seen in
the hematocrit of both animal models. The woodchuck
hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
(WPRE), which increases transgene expression from an
AAV vector [16], was also introduced to enhance strin-

gency further with respect to basal Epo expression in
the absence of Dox.

REsuLTS

Optimal Orientation of the Transgene and the
Transactivator-Expressing Cassettes When Cloned in a
Single rAAV

We cloned both expression cassettes encoding the trans-
activator and the transgene in a single rAAV-2 backbone.
When such strategy is followed instead of two vectors,
each encoding one of the two components, there are
three possible orientations as indicated Fig. 1. The
“Forward” orientation is obtained when both indepen-
dent units have their respective promoter in the same
orientation (i.e., & —3’). The “Reverse” construct has
both promoters positioned in the outward orientation,
and the “Opposite” construct has both promoters posi-
tioned in the inward orientation using a bidirectional
polyadenylation (pA) signal. We used the same rtTA25-
M2 transactivator in all three constructs. We produced
the corresponding rAAV-2 vector stocks and injected
2 x 10% infectious particles (ip) per anterior tibialis
muscle of 10 mice for each orientation tested (total of
30 mice) against 5 mock-injected animals. Hematocrits
were obtained weekly and are reported in Fig. 2. We
determined Epo concentrations in Dox-induced and non-
induced animals at the time of sacrifice (8 weeks post-
rAAV injection in the Reverse group and 10 weeks in the
Forward and Opposite groups) and they are indicated in
Fig. 2 as well. During the 4-week period following the
rAAV administration and preceding Dox induction, aver-
age hematocrits in the Forward and Opposite groups
remained unchanged and were not different from those
of the control group (48.9 = 3.0 and 49.7 + 4.7%,
respectively, vs 47.0 + 2.7%; P > 0.3), whereas the hem-
atocrits in the Reverse mice increased up to 78% on
average at week 4 postinjection despite the absence of
Dox. After this period, we induced half of the animals in
each group by adding Dox to the drinking water; the

FIG. 1. Structure of rAAV vector plasmids. Vectors
encode the murine (or cynomolgus as indicated in the

text) erythropoietin cDNA (mEpo) under the control of
the doxycycline-inducible Pi-1 promoter and the rtTA
chimeric protein (different versions, see Materials and
Methods) under the control of the CAG promoter [19].
pA (rtTA-M2), bovine growth hormone polyadenyla-
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FIG. 2. Comparative performances in mice of the Forward, Reverse, and
Opposite vector constructs during a 10-week follow-up. Recombinant AAV-2
vector (2 x 108 ip total) was injected in the anterior tibialis muscle. Hematocrits
were determined weekly. Circled numbers correspond to mean recombinant
serum Epo levels in mU/ml at the time of sacrifice. Dotted lines, Dox-induced
mice (n = 2 to 5); solid lines, uninduced mice (n = 5). (#) Control mock-
infected animals; (M) Forward construct vector; (A ) Opposite construct vector;
(®) Reverse construct vector. Arrow at week 4 indicates that half of the animals
(n=15) in each experimental group received Dox in the drinking water.

remaining half received water alone (off state). While the
hematocrits of the Forward and Opposite groups
remained low in the absence of Dox, there was a slight
increase in the hematocrit, and at the time of sacrifice the

120 -

FIG. 3. Comparative performances in mice of the
Forward, Reverse, and Opposite vector constructs at
the time of sacrifice. The same groups as in Fig. 2 are
presented. The Forward and Opposite mice were
sacrificed 10 weeks post-rAAV injection, whereas the
Reverse group was sacrificed at 8 weeks. The perform-
ance of each group was determined based on serum
Epo levels obtained from Dox-induced (+) and unin-
duced (—) animals. NA, not applicable. Transgene copy
numbers are indicated and were obtained from two to
five mice per group.
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difference with the control group was significant (mean
at week 10, 61.4 and 59.4%, respectively, vs 50.6% (Figs. 2
and 3). In accord with this finding, Epo levels were
slightly increased, with 7.2 + 1.7 and 6.9 + 2.2 mU/ml
found, respectively, in the Forward and Opposite groups
vs 4.2 + 1.6 mU/ml in the mock-injected animals. Nota-
bly, these results demonstrated the sensitivity of the Epo
system, since a 1.7-fold increase in Epo secretion resulted
in a significant increase in hematocrit. In the Dox-in-
duced groups, the Forward construct appeared statistical-
ly superior (P < 0.05) to the Opposite construct, secreting
up to 86.1 £ 30.1 mU/ml Epo (12 times the off state) vs
21.8 + 6.9 mU/ml (3.1 times the off state), respectively
(Figs. 2 and 3). However, as indicated Fig. 3, vector copy
number determined by quantitative PCR in the trans-
duced muscles was 3 times less in the Opposite vs the
Forward group (0.07 £ 0.04 vs 0.23 + 0.04, respectively),
which could explain the difference seen in the on state.
We also noticed the near-complete loss of regulated
secretion of Epo in the Reverse group of mice since the
Dox-induced and noninduced groups had virtually the
same hematocrit at the time of sacrifice and a nonsignif-
icant difference in serum Epo concentration (65.3 + 18.7
vs 31.2 £ 16.2 mU/ml, respectively; P > 0.05) (Figs. 2 and
3). Altogether, these data indicated that when both
promoters driving the expression of the transgene and
the rtTA25-M2 Dox-sensitive transactivator are positioned
apart from each other, but oriented in the same direction
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(i.e., the Forward construct), inducibility is optimal and
background activity in the absence of the inducer
remains minimal. In contrast, regulation becomes un-
controlled when the two promoters are cloned next to
each other and oriented outwardly (i.e., the Reverse
construct).

Optimal Version of rtTA2 Transactivator When
Cloned along with the Transgene in a Single rAAV
In the selected Forward orientation construct, we then
cloned three different transactivators, two of which were
described recently [13], the tTA25-M2 (used above) and
1tTA25-S2, and the remaining rtTA25-M2nls, which corre-
sponds to the rtTA25-M2 fused to the 27-nucleotide SV40
large T nuclear localization signal cloned 3’ of the Tet-R
cDNA (H.B., unpublished). Compared to the original rtTA
[5], the new versions display considerably lower activity
in the absence of Dox and better inducibility in vitro in
human cells [13]. We produced the corresponding rAAV-
2 vector stocks and injected 6 x 10 ip (corresponding to
3.3 times fewer ip than the previous series) into the
anterior tibialis muscle of 10 mice for each rtTA trans-
activator tested (total of 30 mice), with an additional 5
being mock injected. Fig. 4 shows the results obtained
after a 73-week follow-up. Fig. 4a focuses on the respec-
tive performance with respect to background activity of
the rtTA2%-M2, rtTA2%-S2, and rtTA2%-M2nls transactiva-
tors in the off state (—Dox). Half of the animals in each
group were induced 4 weeks post-rAAV-2 administration,
whereas the other half was uninduced until week 11,
when animals received Dox to confirm vector persis-
tence. This extended period of time allowed a careful
evaluation of how tightly controlled the hematocrit was
in the context of a rAAV vector. During the first 4 weeks,
the average hematocrits in the three experimental groups
remained identical to those of the mock-injected ani-
mals. However, hematocrits obtained from week 5 to 11
showed that, in the absence of Dox, the three trans-
activators were unable to maintain hematocrits strictly
identical to those of the mock-injected animals. This
observation was more pronounced with the rtTA2%-S2
and rtTA25-M2nuls versions, which resulted in mean hem-
atocrits of 49.1 + 0.9 and 51.3 + 0.8%, respectively, vs
47.1 £ 1.2% found in the control group (P < 0.01 and
P < 0.0001, respectively). The best candidate in this
experimental setting was the rtTA25-M2 transactivator,
causing a basal activity hardly distinguishable from that
of control animals (48.7 £ 1.1% vs 47.1 £ 1.2%, P < 0.03).
Fig. 4b shows the maximum Epo concentrations
detected in the sera upon three successive Dox-induction
cycles conducted at weeks 17 (23 for the rtTA2%-S2
group), 40, and 73. Between each induction, we removed
Dox and allowed the hematocrits to return to baseline. Of
note, hematocrits obtained with each transactivator im-
mediately before the second and third induction cycles
were identical to the initial hematocrits described in Fig.

(a)
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FIG. 4. Comparative performances in mice of the three rtTA transactivators.
Recombinant AAV-2 vector (6x107 ip total) was injected in the anterior tibialis
muscle. (a) 13-week follow-up vs hematocrit readout. () Control mock-
infected animals; (m) rtTA25-M2; (A) rtTA25-S2; and (@) rtTA25-M2nls
transactivators. (b) Recombinant Epo peak values obtained after three
successive Dox-induction cycles at weeks 17 (23 in the rtTA2%-S2 group),
40, and 73 in the three different groups.

4a between weeks 5 and 11 (not shown), indicating that
the off-state phenotype can be reproducibly achieved
at least as efficiently through three cycles over a 1.5-year
period. To appreciate the inducibility of Epo from each
construct in the presence of Dox, serum Epo concentra-
tion was measured when hematocrits reached a steady-
state level. The results in Fig. 4b showed that all three
transactivators were capable of secreting similar levels of
Epo from the transduced muscle. Although rtTA2%-S2
exhibited a trend toward a reduced inducibility, the
difference with the two others constructs was not sig-
nificant (P > 0.05), except at the first induction (week 23)
(P <0.02).

Altogether the data collected in the mouse model
indicated that, when a single rAAV is used to provide
both the transgene and the Dox-regulatable system,
1tTA25-M2 is the optimal candidate with respect to both
the rather tight control in the off state (—Dox) and the
efficient transactivation of the Epo transgene in the on
state (+Dox). Additionally, positioning the two promoters
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apart from each other, and placement of the P-1 away
from the ITR (Forward construct), also appeared to be
required for optimal control of the transgene expression.

Validation in the Nonhuman Primate Model

To validate these observations further in the macaque, we
constructed a single rAAV vector encoding the macaque
Epo cDNA under the control of the rtTA25-M2 trans-
activator in the Forward configuration (see Fig. 1). Com-
pared to the vector used in mice, the only difference
introduced was that the rtTA25-M2 transactivator was
expressed under the human desmin promoter instead of
the CAG, so as to favor muscle-restricted expression (P.C.
et al., manuscript in preparation). The vector flanked by
the AAV-2 ITRs was encapsidated in the rAAV-2 capsid
and also in serotype-1 virions using the helper plasmid
pXR1, which allowed efficient packaging of AAV-2 ITR
vector into a rAAV-1 shell [23]. The rationale for using
serotype-1 against serotype-2 rAAV was based on previous
studies that demonstrated that rAAV-1 mediates much
higher levels of transduction in murine and canine skel-
etal muscle compared to rAAV-2 [23,25,26]. Therefore, we
concluded that this characteristic combined with the
WPRE sequence would provide highly stringent condi-
tions to test our vector construct in the off state in the
nonhuman primate model. We injected a total of eight
macaques with various amounts of rAAV-2 (Mac 9
through Mac 12) and rAAV-1 (Mac 13 through Mac 16)
(Table 1) and started Dox-induction cycles 8 weeks later.
Table 1 summarizes Epo levels measured before rAAV
injections (control baseline level) and 8 weeks later prior
to the first induction cycle to evaluate the capacity of the
rAAV construct to control Epo expression in the off state
(—Dox). The peak levels obtained at the first induction
cycle showed a rather tight correlation among each
serotype, between the amount of tAAV vector injected
and transgene expression. Indeed, 4 times fewer rAAV-2
particles (Macs 11 and 12) injected resulted in 5.4 times

less Epo concentration, and 28 times fewer tAAV-1 par-
ticles (Macs 15 and 16) resulted in 23 times less recom-
binant serum Epo expression. Results shown in Table 1
also confirm in the primate model that, for an equal
number of particles administered (6.7 x 10'! vector
genomes (vg)/kg), rAAV-1 vector (Macs 13 and 14) was
responsible for a 1-log increase in primate muscle trans-
duction compared to the rAAV-2 serotype (Macs 9 and
10), with average Epo concentrations of 1296 and 129
mU/ml, respectively. This original observation can also
be deduced by comparing Macs 11 and 12 with Macs 15
and 16 since, in this case, tAAV-1 was found 14 times
more efficient than rAAV-2 vector. Another relevant
finding was the remarkably tight control of the transgene
expression during the off state (—Dox) in animals that
expressed <162 mU/ml Epo, representing =50 times the
control baseline Epo level (=3 mU/ml). The two individ-
uals that expressed the highest levels of Epo exhibited
divergent behavior in the off state. Indeed, Mac 14 had 9
times the Epo level found before rAAV-1 injection, dem-
onstrating a serious inability to control Epo expression in
the off state. However, in Mac 13 the overall result was
rather impressive due to the fact that Epo expression was
induced up to 573 times normal levels in the on state and
limited to 2.7 times that of the control baseline level in
the off state. The latter macaque was followed for 9
months and subjected to six Dox-induction cycles. Fig.
5 displays the course of Epo concentration in this indi-
vidual (Mac 13). Obviously, at each induction, rAAV
serotype-1 supported high levels of Epo secretion from
the genetically modified muscle with Epo concentrations
ranging from 644 (peak 6) to 2270 (peak 4) mU/ml.
Despite this high secretion capacity in the on state, we
found little leakage before the first induction (mean Epo
6.8 £ 2.2 mU/ml) (Fig. 5, see area b) compared to the
endogenous Epo measured in the period preceding the
injection of the vector (mean Epo 2.5 + 0.7 mU/ml) (Fig.
5, area a). Unfortunately, the following inductions (Fig. 5,

TABLE 1: Comparative analysis in eight nonhuman primates of rAAV-1 and -2 vectors encoding for the rtTA2>-M2 in the
forward orientation

Animal Injected Hematocrit (%) Serum Epo concentration (mU/mL)
dose (vg/kg) Before AAV Before first Dox Before AAV Before first First peak
injection (t = 0) induction injection Dox induction (t = +9 weeks)
(t = +8 weeks) (t=0) (t = +8 weeks)

rAAV-2 Mac 9 6.7 x 10" 41.2 + 1.5 422+ 1.8 21 +03 23+0.7 97
Mac 10 6.7 x 10" 46.0 £ 1.6 49.2 £ 1.3 34+ 04 23+ 04 162
Mac 11 1.7 x 10" 43.5 + 0.9 43.8 £ 0.8 2.5+ 0.6 33+1.0 14
Mac 12 1.7 x 10" 44.2 £ 0.7 449 +£ 1.1 23+0.5 2.0 £ 0.1 34

rAAV-1 Mac 13 6.7 x 10" 48.9 + 0.7 49.1 + 1.8 25+0.7 6.8 + 22 1434
Mac 14 6.7 x 10" 46.3 + 1.1 53.6 + 5.0 3.0 £ 0.1 273 +£21.9 1159
Mac 15 2.4 x10'° 47.7 £ 16 46.3 + 1.4 1.7 £1.2 1.8+ 1.0 61
Mac 16 2.4 x 10" 473 + 1.6 46.4 + 1.8 1.8+ 1.0 20+ 0.7 50

Focus was made on the baseline Epo levels vs the peak value obtained during the first Dox-induction cycle (after 2 months post-rAAV administration).
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FIG. 5. Performance in a nonhuman primate of a rAAV-1 vector encoding the
rtTA25-M2 in the Forward orientation. Vector (6.7 x10"" vg/kg) was
administered intramuscularly (bold arrow) and 5-day induction cycles
(indicated as “Dox’’) were initiated 2 months post-vector injection at weeks
8, 13, 18, 23, 28, and 44. Recombinant Epo was reported in mU/ml as
determined by ELISA (see Materials and Methods).

areas ¢, d, and e) were repeated too rapidly, resulting in
Epo concentrations of, respectively, 72, 56, and 17 mU/
ml immediately before the following induction cycle. We
suspect that the use of the WPRE sequence was greatly
responsible for the slow decrease in serum Epo concen-
tration. Consistently, the lack of such element was asso-
ciated with a rapid decline in recombinant Epo secretion
[10]. However, the last two cycles reached a complete
steady-state baseline level. Indeed, we found 9 and 3 mU/
ml Epo (Fig. 5, areas fand g, respectively), indicating that
9 months post-rAAV administration, the vector construct
used was able to maintain a rather effective but not
complete control of the transgene expression in the off
state (—Dox). Again, this is even more significant consid-
ering that the last cycle (+9 months post-vector adminis-
tration) resulted in 215 times the control baseline Epo
level determined in area a of Fig. 5. Altogether, the actual
vector design flanked by AAV-2 ITRs appeared optimal in
the nonhuman primate model, in terms of both induc-
ibility and its tight control in the absence of the inducer.

DiscussiON

The original tetracycline-dependent system using the
rtTA (Tet-on) transactivator [5] displayed a baseline ac-
tivity in the off state (—Dox), in rAAV [9,10], adenovirus
[27], or retrovirus [28] vectors. Leaking of the promoter is
not desirable, especially when therapeutic proteins, such
as growth factors, are effective at low doses. So far, two
different strategies to circumvent this limitation have
been described. On one hand, coexpression of the tetra-
cycline-regulated repressor tTS¥¢ proved capable of sig-
nificantly reducing the baseline activity of rtTA [29]. On

the other hand, two novel rtTA variants, called rtTA25-M2
and rtTA25-S2, were recently codon-optimized for expres-
sion in eukaryotic cells and described with a lower basal
activity [13]. A third one, rtTA25-M2nls, undescribed
previously and designed to increase nuclear localization
of the transactivator and therefore its effectiveness
[30,31], is also available for evaluation. Both strategies
combined in a single recombinant adenovirus resulted in
no baseline activity, good inducibility, and high respon-
siveness to Dox in vivo [32]. The same approach using
rAAV vectors required a “double vector” strategy in
which the constitutively expressed regulator genes were
combined in one vector, while the inducible transgene
was on a separate vector [33,34]. Indeed, the association
of both regulator genes, the tTS® (846 bp) and the rtTA
(790 bp), together with the promoter and pA sequence(s)
occupies almost two-thirds of the rAAV genome maxi-
mum size, which restricts cloning capacity for a thera-
peutic gene and its promoter to less than 1.5 kb.
However, for clinical trials, a single rAAV encoding both
regulator and inducible genes would be of great interest
with respect to safety and dosage control issues.

Therefore the present study explored the “single vec-
tor” strategy in which the recent versions of the rtTA
transactivator, cloned in different orientations with re-
spect to the transgene, were first evaluated in the murine
model, in both off and on states. We used the sensitive
Epo reporter gene and, to enhance further the model
stringency, added the WPRE sequence [16,17]. The opti-
mal candidate was then tested in nonhuman primates
using rAAV serotypes 1 and 2. The mouse model showed
that when both promoters driving the expression of the
transgene and the rtTA2°-M2 transactivator were posi-
tioned apart from each other, but oriented in the same
direction (not opposed), inducibility was optimal and
background activity in the absence of the inducer
remained minimal. However, transcriptional regulation
was lost when the two promoters were cloned next to
each other and oriented outwardly. Corresponding
results were described with a similar arrangement in
helper-dependent adenovirus vector [32] and electropo-
rated naked plasmids [35] in vivo. As expected, Baron and
Bujard [36], by separating Pi-1 from the promoter driv-
ing the transactivator gene expression with a 5-kb insert,
rescued Dox regulation of transgene expression. Obvious-
ly, also in our setup of head-to-head configuration, pro-
moter cross-talk occured between the CAG promoter
driving the rtTA2%-M2 transactivator and the minimal
Pier-1 promoter driving Epo expression.

Comparing side-by-side the rtTA25-M2, 1tTA25-S2, and
1tTA25-M2nls transactivators in the Forward configura-
tion, we found that rtTA25-M2 was the optimal candidate
in the off state (—Dox). Even if it had a trend to be more
potent in the on state (+Dox), it remained nonsignificant-
ly different from rtTA25-S2 and rtTA25-M2nls transactiva-
tors. Recently, a similar conclusion was made in vitro after
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transfection of plasmids encoding either the rtTA25-M2
or the rtTA2%-S2 transactivators along with the tTSkd
repressor and the Epo gene [37]. Indeed, in Hela and
Hep3B cells, the -S2 version exhibited induced activity
=~30% lower than that of -M2. However, this difference
may be relative and subject to other factors since in the
absence of the tTS¥4 repressor, the -S2 version proved to
be the most effective construct in vitro [35].

Overall, we concluded from the mouse studies and
real-time quantitative PCR that with an average rAAV
vector copy number of 0.18 per diploid cell, the rtTA25-
M2 transactivator cloned away from the Pi-1 promoter
but in the same orientation (Forward construct) displayed
the most desirable background activity and inducibility.
Moreover, these important features were maintained over
a 1.5-year period. However, we believe that the Opposite
construct vector may actually have similar performance
in vivo in the on state because the average rAAV copy num-
ber ratio between the two groups (0.23/0.07 = 3.3) corre-
sponded approximately to the maximum Epo-induced
secretion ratio as well (86/21 mU/ml = 4.1). The Opposite
construct offers a slightly larger cloning capacity because
of the use of a single pA signal instead of two, which
could be a decisive advantage with respect to vector
packaging efficiency [38]. However, the consequence of
a bidirectional pA signal on the Dox-regulatable system
achievement remains to be determined, as well as the
possible interference of the AAV ITR on the Pie-1 pro-
moter activity when cloned next to each other. Such
cross talk between the Pi-1 promoter and viral cis-acting
elements was previously documented when the Dox-
regulatable system was cloned in a Moloney-derived
retroviral vector. In that case, a dramatic increase in the
relative regulation level of the reporter gene was observed
only with the vectors that had various deletions in the
retroviral LTR, especially of the viral enhancer/promoter
sequences [28]. Accordingly, self-inactivating HIV vectors
encoding the rtTA25-M2 transactivator and the R-galac-
tosidase reporter gene were successfully used in vivo in rat
brain with no detectable transgene transcription in the
off state [39].

We, next, tested the optimal vector construct in the
nonhuman primate, generally considered a more relevant
preclinical model especially in the context of high trans-
duction levels when baseline promoter activity in the off
state is a critical output. Since previous studies docu-
mented higher levels of transgene expression using a
rAAV-1 vector in murine [25,40], and canine [26] skeletal
muscle, we sought to determine whether these results
could be extended to nonhuman primates. Our results
demonstrated for the first time that, based on recombi-
nant serum Epo concentration, rAAV-1 vector is at least 10
times more efficient than rAAV-2 in transduction of
primate skeletal muscles. Because of ongoing immuno-
logical studies with this particular cohort, we did not
explore vector quantification and distribution in the

muscle tissue nor determined the proportion of slow vs
fast genetically modified myofibers. However, the superi-
or efficiency of rAAV-1 compared to rAAV-2 in 10- to 16-
kg hemophilia B dogs was at least partly due to higher
gene copy number and higher numbers of muscle cells
transduced [26]. The overall conclusion from our ma-
caque study was that the Dox-regulatable system
exhibited better performance in the primate than in the
murine model. Indeed, a minimum of =50- (Mac 10) to
=200-fold induction (Mac 13, see Fig. 5, area g vs sixth
peak value of 644 mU/ml) was compatible with a com-
plete absence of activity in the off state, whereas in the
mouse a 20-fold induction was already accompanied by a
significant baseline Epo expression (Fig. 2). In the two
animals that received 6.7 x 10'! vg/kg of rAAV-1 (Macs 13
and 14), recombinant serum Epo concentrations were the
highest with induction increase of, respectively, 574- and
386-fold calculated from the Epo levels found at the first
induction cycle. However, both animals showed a rela-
tively high basal expression of Epo in the off state under
conditions of particularly efficient tissue transduction. It
is not unexpected that at elevated intracellular copy
numbers the concentration of transactivator in the cell
reaches levels that activate P-1 in the absence of Dox
due to the residual affinity of rtTA2°-M2 for tetO. Another
possibility, which our experimental setting did not eval-
uate, is the existence of a basal activity of the tetracycline-
dependent minimal promoter P.-1 in the non-transacti-
vator-bound state. It was only when Epo secretion in Mac
13 was reduced to 644 mU/ml at the sixth induction cycle
that Epo level in the off state was identical to that of the
pre-rAAV administration values (Fig. 5, area g).

In summary, we were able to achieve substantial
transgene regulation using the rtTA25-M2 transactivator
together with a sensitive and quantifiable Epo/WPRE
reporter system, both cloned in a Forward orientation
and in a single rAAV vector. We acknowledge that, if
the single-vector approach is advantageous with respect
to safety and dosage issues, it is likely less efficient
than the double-vector strategy in avoiding transcrip-
tional leakage in the off state [33,34]. However, here we
demonstrated in nonhuman primates with an optimal
rAAV vector design that an induction of up to 200-fold
was compatible with no background activity from
genetically modified muscle. This may be largely suffi-
cient in most therapeutic situations requiring tight
regulation.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid Constructions

Generating the expression cassette encoding Epo (P.-1-Epo-WPRE-pA).
The WPRE sequence [17] was inserted in the multiple cloning site at the
Pvull site in the pTRE2 plasmid [S] downstream of the Pi-1 promoter.
The P-1/WPRE sequence was cloned into the pBS plasmid (Stratagene) at
the blunted Xhol and BamHI sites. The pA signal was cloned downstream
of the WPRE sequence at the blunted Clal and HindIII sites. The murine
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Epo cDNA (kindly provided by Delphine Bohl, Institut Pasteur, Paris) was
inserted between the Pi-1 and the WPRE motifs at the BamHI site. The
entire Py-1-Epo-WPRE-pA fragment (2200 bp) was excised using Xhol/
HindlIll, blunted, and inserted into the pSSV9 at the blunted Xbal sites
[18] generating pSSV9.mET. A Spel linker was introduced at the Xhol site
between the tetO.CMV promoter and the AAV ITR. The equivalent
construct encoding the Macacca fascicularis (cynomolgus) Epo cDNA was
derived from pSSV9.mET from which the murine Epo was removed by
BamHI digestion, generating the plasmid pSSV9.cmET-CAG.1tTA.pA.

Generating the expression cassette encoding the new versions of the Dox-
sensitive transactivator (CAG-rtTA25-S2 or rtTA25-M2 or rtTA25-M2nls-
pA). The fragment (2281 bp) made of the CAG chimeric promoter [19],
the Dox-sensitive transactivators (rtTA2%-S2, rtTA25-M2, and rtTA25-
M2nls), and the bovine growth hormone polyadenylation signal was
inserted 5’ —3' in plasmid pBS-KS(+) (Stratagene).

The complete AAV vector plasmid, encoding Epo and the trans-
activator, was ultimately obtained as follows: Spel linkers were intro-
duced on both sides and the whole CAG.rtTA2.pA cassette was
subsequently cloned into the newly introduced Spel site of pSSV9.mET,
generating pSSV9.mET-CAG.rtTA.pA. The ligation products yielded both
the Forward and the Reverse orientations (see Fig. 1). The Opposite
construct was derived from a previously described vector [9], but in
which the WPRE sequence was introduced between the murine Epo and
a bidirectional SV40 pA signal. The final construct used in macaques was
derived from the pSSV9.cmET-CAG.rtTA.pA plasmid in the Forward
configuration, and in it the CAG chimeric promoter was replaced by a
1-kb human desmin promoter [20].

rAAV Production

rAAV-2 vector stocks were produced by cotransfection of 293 cells with 12.5
ng of vector plasmid and with 25 pg of the transcomplementary plasmid
pDG [21] per 15-cm plate as described [22]. Purification of rAAV-2 particles
was done by iodixanol gradient followed by heparin column chromatog-
raphy. The same vector cassettes flanked by AAV-2 ITRs were encapsidated
in AAV-1 capsids as described [23] and purified by three cesium chloride
gradients. Both rAAV-2 and rAAV-1 vector stocks were extensively dialyzed
against Ca®*/Mg**-containing PBS. The rAAV-2 and -1 titers were deter-
mined by dot-blot analysis to provide the number of vector genomes per
milliliter based on the quantification of DNase-resistant viral DNA against
known quantitites of vector plasmid [24].

Intramuscular Injection of rAAV Vector and Dox Administration
Six-week-old male C57BL/6 mice (Iffa-Credo, Orléans, France) were anes-
thetized with intraperitoneal xylazine and ketamine (7 and 70 mg/kg,
respectively). Thirty microliters of rAAV-2 stocks diluted in PBS was
injected in each anterior tibialis. As indicated in the text and legends,
animals received either 6 x 107 or 2 x 10® infectious particles. Doxycy-
cline (Ronaxan P.S 5%; Mérial, France) was dissolved in the drinking water
to a final concentration of 200 pg/ml with 5% sucrose.

Nonhuman primates were captive-bred cynomolgus macaques pur-
chased from the Centre de Recherches Primatologiques, Ferney. Neutral-
izing assays carried out in the laboratory indicated that prior to vector
administration, these animals did not have neutralizing antibodies against
rAAV-2 and -1 particles. Anesthesia was performed with ketamine (10 mg/
kg) before rAAV intramuscular delivery. Total volume per injection site
was 400 ul and each animal received 2.4 x 10'*to0 6.7 x 10" vg/kg of either
rAAV-2 or rAAV-1 serotypes (see Table 1) resulting in one to five injection
sites in the left anterior tibialis muscle. Because we found that water intake
varied substantially among animals, Dox (Vibraveineuse; Pfizer) was given
intravenously (10 mg/kg of body weight). The induction protocol con-
sisted in 5 days Dox administration followed by the next induction 1
month later as described in [10]. The protocol was approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Nantes.

In Vivo Transgene Regulation Analysis
Mice were bled (10 pl) every week by retro-orbital puncture for hematocrit
determination. Serum Epo levels were determined from 300 pl of blood

when hematocrit reached a steady state either in the off or in the on Dox-
induced state. Serum Epo levels were determined by an ELISA optimized by
Sarah Radecke (Transfusionsmedizin, Universitdt Ulm, Germany). Briefly,
96-well plates were coated overnight with a rabbit anti-human erythro-
poietin and subsequently saturated with rabbit serum (Sigma). Standard
curves were obtained using known amounts of recombinant murine
erythropoietin (Boehringer). Rabbit anti-mouse Epo-biotin-conjugated
antibody was used as secondary antibody and revealed by an alkaline
phosphatase-conjugated anti-biotin antibody from goat (Sigma A-7064)
using p-nitrophenylphosphate as substrate (Sigma).

Serum from macaques was collected under ketamine-induced anes-
thesia and Epo levels were measured by ELISA (Quantikine IVD; R&D
Systems).

Quantitative PCR Analysis

DNA was extracted using the following buffer: 8 M urea, 1% sodium
dodecyl sulfate, 10 mM EDTA, and 300 mM NaCl, containing 500 pg/ml
proteinase K (Boehringer Mannheim). Genetically modified muscle from
each mouse was digested overnight at 55°C and then subjected to
phenol-chloroform extraction. DNA was precipitated in 100% ethanol
containing 0.2 M NaCl. DNA was resuspended in water. Amounts of
genomic DNA after extraction were determined fluorometrically (Dyna
Quant 200; Hoefer). Quantitative PCR was conducted on an ABI Prism
7700 sequence detection system using 5 and 10 ng of genomic DNA. The
2x SYBR Green Master Mix was used according to Applied Biosystems’
recommendations. Transgene copy number was determined using pri-
mers designed to amplify the WPRE sequence and genomic DNA copy
number with primers designed to amplify the murine CCRS5 gene. For
each sample C; values were compared to those obtained with plasmid
standard dilutions containing WPRE and mCCRS5 sequences. The ratio
between transgene and genomic DNA copy number provided the amount
of transgene copy per cell. Size of amplicons and the absence of nonspe-
cific amplification in mock-injected animals were checked on a 3%
agarose gel. Thermal cycler conditions were 2 min at 50°C, 10 min at
95°C, and 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Primers were
WPRE, 5-AGGTGGCAACACAGGCGA-3' (forward) and 5 -TTGGGCACT-
GACAATTCCG-3' (reverse), and mCCRS, 5'-GTCCTCCTCCTGACCA-
CCTTC-3' (forward) and 5-GCAGCAGTGTGTTCATTCCAAG-3' (reverse).

Statistical Analysis
Statistical analyses were made using unilateral or bilateral Student t-test.
Results were considered significantly different when P < 0.05.
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2.2 Discussion du premier article

2.2.1 Efficacité de la régulation

Le systéme de régulation a globalement été amélioré. Méme s’il peut paraitre hasardeux
de comparer des études faites avec 5 ans d’écart, il est intéressant de faire un paralléle avec
I’étude du groupe de Jean Michel Heard (Bohl et al., 1998). Il faut d’abord souligner la
sensibilité du systeme hématopoiétique, puisqu’une augmentation faible de la sécrétion d’Epo
entraine une augmentation significative de I’hématocrite qui, compte tenu de la faible
sensibilité de la méthode de dosage de I’érythropoiétine murine utilisée (Dr. Sarah Radecke,
Ulm, Allemagne), se présente comme une valeur sire pour juger des fuites sur un groupe
d’individus homogeénes. A I’inverse, les valeurs d’hématocrite « plafonnent » en réponse a de
fortes doses d’Epo sécrétées si bien que seul le dosage de I’Epo sérique permet de mesurer le

niveau d’induction.

Il faut ensuite remarquer I’importance de la dose de vecteurs injectée. Les souris ayant
recu trois fois moins de vecteurs que le premier groupe (construction M2-FOR, de 2.10° &
6.10" particules infectieuses (p.i) par animal ; fig. 2 et 4a respectivement du premier article) ne
montrent pas de fuite détectable 10 semaines apres injection. Cette observation est importante
car elle montre que la marge laissée par le systeme est faible et qu’il ne faudrait pas conclure
a tort que I’on dispose d’un systeme compléetement verrouillé. L’étude de Delphine Bohl avait
apporté des résultats similaires, une dose injectée deux fois moindre donnait un taux de fuite
significativement inférieur. Toutefois, quelle que soit la dose injectée, les animaux
présentaient une expression basale d’Epo en I’absence d’inducteur, alors que le niveau
d’induction était similaire a ce que nous avons obtenu (10 a 20 fois le taux d’Epo sécrété a
I’état non induit). 1l faut aussi remarquer que, dans notre étude, celui-ci varie au cours des
inductions (fig. 4b, construction M2-FOR, les niveaux d’Epo sécrétés varient du simple au
double au cours de trois inductions successives, méme s’il n’y a pas de différence
significative). La fuite observée avec la construction M2-FOR indique que la version
optimisée rtTA2°-M2 aurait une affinité pour les séquences opératrices Tet-O en I’absence

d’inducteur.
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Il n’en reste pas moins que, si I’on pondére nos résultats a la quantité d’ADN transféré
mesurée par PCR quantitative (fig. 3), la construction « Forward » (cassettes clonées dans le
méme sens) permet une efficacité de la régulation supérieure a la construction « Opposite »
(construction proche de celle utilisée par le groupe de Jean Michel Heard, cassettes en sens
opposés separées par un pA bidirectionnel). La détermination du nombre de copies par quelle
gue méthode que ce soit n’indique en rien le nombre de formes transcriptionnellement actives.
Le meilleur contréle serait la quantification de I’expression du rtTA2%-M2 par une technique
basée sur le Western blot. Cette méthode n’a pu étre mise en ceuvre, faute de sensibilité.
Toutefois, les préparations virales ont été injectées en méme temps a des groupes d’animaux
homogenes et les génomes des vecteurs (M2-FOR, M2-REV, M2-OPP) sont de tailles
comparables, on peut penser que le ratio entre le nombre de copies de transgéne détectables et

la quantité de formes transcriptionnellement actives est conservé entre les groupes.

Ces résultats sont confirmés en partie par les études précédentes faites avec des vecteurs
adénoviraux (Salucci et al., 2002) ou plasmidiques (Lamartina et al., 2002). L’une d’elles
confirme qu’une stratégie a deux vecteurs (Salucci et al., 2002) est moins efficace qu’une
stratégie a un seul vecteur, et donne un niveau d’expression du transgene inférieur,
probablement du fait d’aléas de transduction combinés de chaque vecteur. Une étude utilisant
des vecteurs lentiviraux a aussi conclu gu’une stratégie a deux vecteurs était moins efficace
gu’une stratégie a un seul vecteur (Vigna et al., 2002). Lorsque les cassettes d’expression sont
clonées dans un seul vecteur en orientation « Reverse », les constructions fuient en 1’absence
d’inducteur, probablement a cause d’interactions entre I’enhancer du promoteur fort CMV
(Salucci et al., 2002) (Lamartina et al., 2002) et le promoteur CMV minimal du Py-1. Ces
interactions sont limitées lorsque les cassettes sont séparées par des séquences isolatrices
(Salucci et al., 2002), si bien que I’efficacité de la régulation devient comparable aux versions

« Forward ».

Nous avons conclu que la version rtTA2>-M2 permet un meilleur niveau de régulation que
la version rtTA2°-S2, avec des différences faibles toutefois. Aux doses d’inducteurs utilisées,
le rtTA2°-M2 permet un meilleur niveau d’induction que le rtTA2°-S2. Les travaux de
Lamartina et al (Lamartina et al., 2002) confirment que la version rtTA2°-M2 permet des taux
d’Epo sécrétés supérieurs a la version rtTA2°-S2 chez la souris Balb/c recevant des doses
équivalentes de doxycycline per os (200 ug/mL dans I’eau de boisson). Les différences

observées en I’absence d’inducteur sont également tres faible, mais les auteurs concluent que
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le version rtTA2°-S2 induit le niveau de fuite le plus faible. Le paralléle entre cette étude et la

n6tre montre que les versions rtTA2°-M2 et rtTA2°-S2 sont trés proches.

Les résultats obtenus avec la construction M2-FOR chez la souris ont été partiellement
reproduits chez le singe. Les animaux ayant recu les doses les plus faibles d’AAV-1 (Table 1,
Mac 15 et 16) et ceux ayant recu de I’AAV-2 (Table 1, Mac 9 a 12) ne présentent pas de fuite
détectable, aussi bien du point de vue des valeurs d’Epo sériques mesurées avant la premiére
induction dans les 2 mois suivant I’injection, que de leur formule sanguine (hématocrite, taux
de réticulocytes notamment, non montré). Les niveaux d’induction sont plus élevés que pour
les souris (niveau d’induction d’environ 50, Mac 9 et Mac 10). Les raisons de cette
divergence ne sont pas claires. Signalons qu’il est difficile de comparer la dose de vecteurs
injectés entre les souris et les primates. La dose et la voie d’administration de la doxycycline
(eau de boisson contre injections contrélées de doxycycline) influent a n’en pas douter sur la
concentration intracellulaire d’inducteur qui, on le sait, a une répercussion sur le niveau
d’induction in vitro (Urlinger et al., 2000) et in vivo (Samakoglu et al., 2002)). Mais surtout
ces différences pourraient étre dues aux caractéristiqgues mémes des constructions utilisées.
Pour I’étude chez le primate, nous avons remplacé le promoteur ubiquitaire fort CAG par un
promoteur dérivé de la desmine humaine (construction 1kb, provenance D.Paulin, (Li and
Paulin, 1991)). La littérature ne mentionne aucune comparaison de ces deux promoteurs. Des
travaux non publiés d’E.Zeira (Eitan Galun, Jerusalem, Israél) montrent qu’apres
électroporation dans le muscle de souris ces deux promoteurs permettent une expression du
transgeéne (luciférase, 21 jours post injection) presque 100 fois supérieure comparé au CMV et
que le CAG permet une expression environ 10 fois supérieure que le promoteur Desmine. On
peut donc penser que le niveau d’expression du rtTA varie dans cet ordre de grandeur. Si les
doses de vecteurs injectées permettent d’obtenir un niveau d’expression élevé chez les
primates, le « faible » niveau d’expression du rtTA serait responsable de I’absence de fuite
détectable. 1l est en effet déja été décrit que la concentration nucléaire en rtTA joue un role
direct dans la régulation de I’expression du transgéne par la doxycycline (Urlinger et al.,
2000) (Smith-Arica et al., 2000) (Smith-Arica et al., 2001).

Mais il faut surtout dire qu’en comparaison avec I’étude de Favre et al (Favre et al., 2002),
I’efficacité de la régulation a été améliorée, pour des doses de vecteurs et d’inducteur
administrées équivalentes (de 3.10° & 1.10" particules infectieuses (p.i)/kg d’AAV-2 pour
Mac 5 & 8 (Favre et al., 2002)), 1,1.10% p.i/kg d’AAV-2 dans notre étude pour Mac 9 et Mac

109



10). Ce résultat est d’autant plus important que nous utilisons une séquence WPRE. La encore
il est difficile de savoir quel élément (orientation des cassettes, rtTA2-M2, promoteur
Desmine) est déterminant. Il est possible d’avoir un taux d’induction de prés de 50 (Mac 9 et
10) sans expression basale du transgene en I’absence d’inducteur, ce qui rendrait le systeme
utilisable dans des applications cliniques. Toutefois le systéme présente des limites. Si les
animaux ayant recu les doses les plus « fortes » d’AAV-1 (Mac 13 et 14) présentent des taux
d’Epo prés de 500 fois le taux physiologique, leur taux d’Epo sécrété est significativement
plus élevé avant la premiére induction. Ceci est corrélé a une réticulocytose (non montré) et a

une augmentation de I’hématocrite.

Des outils adaptés du systeme Tet-Off permettent de réprimer I’expression du transgeéne,
utilisant soit une protéine tTS (tetracycline controlled Transcriptional Silencer) (Freundlieb et
al., 1999)) ou Tet-KRAB (Deuschle et al., 1995)).

La protéine tTS est constituée de la partie Tet-R du tTA (systeme Tet-Off), fusionnée avec
un domaine de répression de la transcription. Plusieurs domaines d’inhibition ont été testés in
vitro (Freundlieb et al., 1999). Le domaine KRAB dérivé de la protéine humaine Kid-1,
formant la protéine tTS¥'" aprés fusion avec Tet-R, est le plus efficace. Afin d’éviter la
formation de dimeres avec le rtTA coexprimé dans la cellule, le domaine Tet-R a été modifié.
Couplé avec le rtTA de premiére génération, le tTS a été utilisé chez le rongeur, apres
transfert au moyen d’un AAV dans le muscle (Rendahl et al., 2002) (Perez et al., 2002) ou la
rétine (McGee Sanftner et al., 2001) ou apres électrotransfert d’ADN plasmidique (Apparailly
et al., 2002) (Lamartina et al., 2003). Le systeme permet une répression totale de I’expression
du transgene en I’absence de Dox. Méme si aucune comparaison n’a été faite avec le rtTA
seul chez I’animal, le potentiel d’induction n’est apparemment pas affecté in vitro (Freundlieb
et al., 1999). Il s’avere toutefois qu’in vivo, les taux d’Epo atteints sont inférieurs a ceux
atteints avec un promoteur constitutif fort seul (CMV) (Rendahl et al., 2002). De plus, il faut
étre capable de maitriser les quantités relatives de rtTA et de tTS, il apparait en effet qu’un
exces de rtTA génerait I’action du tTS (Fender et al., 2002) (par compétition au niveau des
séquences opératrices vraisemblablement). Enfin, la taille du systeme véhiculé nécessite un

clonage dans deux vecteurs separés (Rendahl et al., 2002) (Perez et al., 2002).

Le systtme Tet-KRAB utilise une protéine de fusion entre la partie TetR du tTA et le

domaine de repression de la transcription KRAB dérivé de la protéine humaine Kox1l
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(Deuschle et al., 1995). Il nécessite de remplacer le promoteur CMV minimal en aval des
séquences opératrices TetO par un promoteur fusionné a un enhancer, actif lorsque le
domaine KRAB n’est plus fixé. Le systéme est donc inductible a la doxycycline. Il faut
remarquer que les capacités d’induction sont dépendantes du promoteur remplacant le

CMVmin. Ce systéeme n’a été évalue qu’in vitro (Wiznerowicz and Trono, 2003).

2.2.2 Utilisation de I’AAVTr de sérotype 1 dans le muscle de primate

Notre étude constitue la premiere publication de transfert de gene utilisant I’AAV-1 dans
le muscle squelettique de primate. Il s’agit plus globalement de la premiere utilisation
d’AAV-1 recombinant en Europe chez le primate. Il est également utilisé par le groupe de Jim

Wilson (Rivera, non publié) aux Etats-Unis.

Cette évaluation chez le primate est importante, puisqu’il est primordial de disposer d’un
vecteur qui transduise efficacement le muscle chez I’homme. Les essais cliniques utilisant de
I’AAV-2 chez des patients hémophiles montrent que les taux de facteurlX sécrétés sont en
deca du seuil thérapeutique (moins de 1% du taux physiologique) (Manno et al., 2003). Le
groupe de K.High évalue a ce titre I’efficacité de I’AAV-1 dans un modéle de chien
hémophile (Arruda et al., 2004).

Nous avons montré que pour une méme dose de vecteurs, I’AAV-1 permet une expression
du transgéne 10 a 20 fois supérieure a I’AAV-2. Ces résultats correspondent en partie avec les

études précédentes faites chez la souris et le chien.

Comme indiqué dans la partie « transfert de géne dans le muscle », les résultats varient
beaucoup d’une étude a I’autre et en fonction de la dose injectée. Les travaux du groupe de
Jude Samulski (Chao et al., 2000) (Chao et al., 2001) montrent que pour des mémes doses
injectées dans le muscle de souris (10™ & 2,5.10" vg par animal d’AAV-fIX), ’AAV-1
permet une expression du transgene 100 a 1000 fois supérieure a I’AAV-2. Les travaux
récents du groupe de Jim Wilson (Gao et al., 2002) (Gao et al., 2004b) montrent une

augmentation d’un facteur 10 & 100 (10" vg par animal d’AAV codant pour I’oy-
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antitrypsine). 1l faut toutefois remarquer que dans I’étude de Gao et al de 2002, les sérotypes 1
et 2 n’étaient pas purifiés de la méme facon (chromatographie sur colonne d’héparine et
gradient de densité de CsCl,). Toutefois dans leur premiére étude (Xiao et al., 1999) ils
montraient une augmentation d’un facteur 2 a 10 (érythropoiétine et as-antitrypsine). Le
groupe de Kathy High obtient des résultats similaires (Arruda et al., 2004) ; apres injection de
2.10™ & 4.10" vg/kg d’AAV-fIX chez la souris, ils observent une augmentation du taux de
facteur 1X sanguin d’un facteur 10 a 20. Ils confirment ces résultats chez le chien. Il faut noter
gue I’augmentation de I’expression du transgene est corrélée avec la détection d’un plus grand
nombre de copies du gene transféré et une augmentation du nombre de cellules transduites
détectées en immunofluorescence (Arruda et al., 2004). Toutefois, pour une augmentation de
I’expression du transgéne d’un facteur 10 a 20, le nombre de copies détecteées a 12 semaines
en Southern n’augmente que d’un facteur 2 a 30 en fonction de la dose injectée et le nombre
de cellules transduites a 4 semaines n’augmente que d’un facteur 2 a 3. Comme dans I’étude
comparative faite dans le foie avec de I’AAV-8 ((Thomas et al., 2004), voir partie « Transfert
de gene dans le foie »), ceci signifierait que pour un méme nombre de copies du transgene, les
cellules transduites par I’AAV-1 donneraient un niveau d’expression plus élevé (Arruda et al.,
2004). Cette hypothese reste toutefois a discuter. Il faut aussi considérer qu’au regard de la
sensibilité de la méthode utilisée, des cellules négatives en immunofluorescence peuvent
exprimer le transgene et que, comme rappelé plus haut, les formes d’ADN détectées en
Southern ne rendent pas forcément compte du nombre de formes transcriptionnellement
actives. On sait en effet que le nombre de copies détectables d’AAV-2 dans le muscle
diminue dans les semaines suivant I’injection, alors que I’expression du transgéne augmente
sur cette période (Vincent-Lacaze et al., 1999). La cinétique de décroissance de I’ADN
détectable dans les cellules musculaires infectées par I’AAV-1 n’est pas établie et rien ne
montre qu’elle est identique a celle de ’AAV-2, ce qui rend I’interprétation encore plus
hasardeuse.

L’AAV-1 apparait toutefois comme le sérotype le plus efficace pour le transfert de géne

dans le muscle.

Nous n’avons pas quantifié I’ADN détectable a long terme aprés injection, du fait de
phénomenes immunitaires (cf. infra). L utilisation des nouveaux sérotypes utilisés en transfert
de géne doit faire I’objet d’étude de la dissémination virale dans les organes a distance et les

fluides biologiques (sérum, sécrétions, urines et feces). Les primates, dont la morphologie et
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la physiologie sont proches de I’homme, et dont les doses administrées peuvent étre
facilement rapportées a I’homme, constituent un modele pré-clinique pour les études de
sécurité virale. La dissémination de I’AAV-2 apres injection intramusculaire avait été
particulierement bien documentée (Favre et al., 2001). L’étude de Favre et al montre une
détection de particules infectieuses dans le sérum sur les 3 jours suivant I’injection et la
détection en PCR du transgéne dans le foie, les ganglions drainant les muscle injectés et les
PBMC plusieurs mois apres injection. Le transgene n’a jamais été détecté dans les gonades,
écartant ainsi le risque de transmission germinale. Il en est de méme pour les études faites
chez la souris, le rat et le chien (Arruda et al., 2001a). Il a toutefois été montré que le
transgeéne était détecté en PCR dans les testicules de lapin 3 mois aprés I’injection, mais que
I’AAV-2 ne transduisait pas les cellules germinales et qu’aucun signal n’était détecté dans le
sperme (Arruda et al., 2001a). L’étude de la dissémination de I’AAV-1 appliquée aux

animaux utilisés dans notre étude est en cours au laboratoire (Y.Cariou, non publié).

2.2.3 Persistance de la régulation apres transfert de gene dans le muscle de primate

(résultats complémentaires)

Les résultats concernant Mac 13 (fig. 5 du permier article) paraissent encourageants quant
a la persistance de la régulation chez le primate. Cet animal a méme présenté une réponse a
deux inductions réalisées 15 et 19 mois apres I’injection de vecteurs. Le niveau d’induction
était comparable & I’induction pratiquée a la 40°™ semaine (846 et 858 mUl/mL).

Toutefois ces résultats ne sont pas représentatifs de ce que nous avons obtenu, Mac 13 est
le seul macaque ayant présenté une persistance de la régulation. Les 7 autres animaux n’ont
plus présenté de réponse aprés la 1%, 2°™ ou 3°™ induction, sans influence apparente du
sérotype ou de la dose injectée. Aprés injection d’AAV-1 ou -2, un animal sur huit présente
une persistance de la régulation ; ce ratio était le méme dans I’étude de David Favre qui
n’utilisait que de I’AAV-2. Il faut noter que la régulation persiste chez les animaux ayant les

plus fortes sécrétions d’Epo et donc a priori les plus forts taux de rtTA.

Le systeme Tétracycline s’est systématiquement heurté a des problémes de persistance

dans des modeles primates, aprés injection d’AAVr vehiculant la premiéere version du rtTA
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(Favre et al., 2002) ou électroporation d’ADN codant pour le rtTA2°-M2 (Latta-Mahieu et al.,
2002), le groupe de Carlo Toniatti ne présente pas de résultats sur plus de 15 jours (Lamartina
MolTher 2002). La régulation persiste tout de méme a long terme apres transfert médié par
I’AAV chez la souris C3H (Bohl et al., 1998) C57BI/6 (Chenuaud et al., 2004b) et HHD
(Ginhoux et al., 2004). Ces différences serait-elles dues a des caractéristiques particulieres du
tissu musculaire murin, aux doses injectées, a un mode de présentation différent, a des

fonctions différentes des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) murines et simiennes ?

L’induction de la réponse immunitaire dirigée contre un épitope (immunité adaptative)
nécessite I’activation de lymhocytes T CD4+ helper et/ou lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
(pour revue, (Jooss and Chirmule, 2003) (Sun et al., 2003)). Ces derniers reconnaissent a la
surface cellulaire des molécules de classe | du complexe majeur d”histocompatibilité (CMH),
complexés a des épitopes provenant de la dégradation d’antigénes produit dans la cellule. Les
antigenes dégradés sont des protéines cellulaires du soi ou des protéines du non-soi produites
aprés infection par un pathogene. Les lymphocytes T CD4+ reconnaissent a la surface
cellulaire des molécules de classe Il du CMH complexées a des épitopes issus de la
dégradation d’antigenes captés dans le milieu extra-cellulaire par phagoytose, endocytose ou
pinocytose. L’expression des molécules de classe 1l du CMH est restreinte aux cellules
présentatrices de I’antigéne (CPA). L’activation des lymphocytes T par les CPA a lieu dans
les organes lymphoides secondaires (noeuds lymphatiques, rate). Parmi celles-ci, les cellules
dendritiques (CD) jouent un rdle particuliéerement important dans I’initiation de la réponse
immune. Une des particularités des CD est la capacité de présenter des antigenes captés dans
le milieu extracellulaire sur des molécules de classe | du CMH et d’initier une réponse
cellulaire (Bevan, 1976) (cité par (Sarukhan et al., 2001a) (Carbone et al., 1998)). Ce procédé

est dénommé « cross-présentation » ou « cross-priming ».

L’activation compléte des lymphocytes T nécessite différents signaux, elle résulte d’un
« dialogue » avec la cellule présentatrice. Le signal 1 est la présentation du peptide
antigénique sur des molécules du CMH. Le signal 2 est la costimulation par interaction entre
des marqueurs membranaires des deux acteurs cellulaires (interaction des antigénes CD40 et
de la famille B7 (CD 80 et CD 86) de la cellule dendritique mature avec respectivement les
marqueurs CD 40-ligand et CD28 du lymphocyte). Enfin la stimulation cytokinique médiée
par I’IL-12 et I’IL-2 (signal 3) initie I’expansion et la différentiation terminale des

lymphocytes. Les lymphocytes activés migrent dans les tissus infectes. Une théorie récente

114



controversée introduit la notion de signal danger comme activant la maturation des cellules
présentatrices d’antigenes (signal 0) (Matzinger, 2002). Dans le cas du transfert de géne ce
signal pourrait étre constitué par les cytokines sécrétées lors du recrutement des acteurs de
I’immunité naturelle (IL-1, -2, IL-6, TNF-a) ou des composants du vecteur lui-méme
(Brown and Lillicrap, 2002).

Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires activent les macrophages, les cellules NK et les
éosinophiles par sécrétion de cytokines. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques lysent les
cellules présentant des épitopes dérivés de I’antigéne cible présentés sur des molécule de
classe I du CMH. Les lymphocytes B se multiplient dans les centres germinatifs des ganglions
apres interaction avec un lymphocyte T CD4+, et migrent dans la circulation sous forme de

plasmocytes sécrétant des anticorps spécifiques.

Le role des CD dans la réponse immune contre un transgene exogene transféré par I’AAV
n’est pas encore clair. A I’origine, Jooss et al (Jooss et al., 1998) ont montré que I’AAV-2 ne
transduit pas des CD spléniques de souris in vitro. Ces résultats ont été confirmés plus tard
chez I’'animal ; 12 jours aprés injection intramusculaire d’AAV-HA, les CD isolées des
ganglions drainant I’organe cible ne présentent pas de signal spécifique du vecteur en RT-
PCR (Sarukhan et al., 2001a). A I’inverse, les vecteurs adénoviraux transduisent les CD
murines et des ARNm spécifiques du transgéne (HA, hémagglutinine) sont détectés
(Sarukhan et al., 2001a). La cinétique d’activation des lymphocytes CD4+ est beaucoup plus
rapide apres infection par I’adénovirus. Jooss et al avaient montré en hybridation in situ par
fluorescence (FISH) que les particules d’AAV s’accumulent en région périnucléaire et
n’atteignent pas le compartiment nucléaire (Jooss et al., 1998). Il paraissait donc clair que si
apres injection d’Ad-HA, les cellules T étaient activées par transduction des CD et cross-
priming, I’activation des cellules T apres injection d’AAV-HA se faisait uniquement par
cross-priming. L hypothése était fondée. Toutefois les travaux du groupe de Jim Wilson I’ont
mise en doute (Zhang et al., 2000) ; des CD immatures murines obtenues par différentiation
de monocytes médullaires sont transduites par I’AAV-2. Un transfert adoptif de ces CD
infectées par un AAV-LacZ chez des souris ayant recu 10 jours auparavant une injection
intramusculaire du méme vecteur entraine une réponse cellulaire T cytotoxique contre la -
galactosidase et une diminution du nombre de fibres transduites. Des souris transgéniques
déficientes en CD40-ligand ne développent pas de reponse immune. Un transfert adoptif de

DC matures infectées ne provoque pas non plus de réponse immune. Dans le méme temps,
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Ponnazhagan et al (Ponnazhagan et al., 2001) montrent que des CD dérivées de monocytes
humains sont transduites par I’AAV-Luc (luciférase) (CD apparemment immatures, obtenues
par une culture des monocytes sur 7 jours en présence d’IL-4 et GM-CSF sans protocole de
maturation). Les CD humaines infectées ont apparemment la capacité d’induire une réponse
CTL contre le transgene (Chiriva-Internati et al., 2003). Le mécanisme d’entrée du vecteur
dans les CD, par phagocytose (caractéristique des CD immatures) ou infection, n’est pas
élucide. Les CD expriment un fort taux d’intégrine aVB5 a I’eétat immature, en relation avec
leurs capacités de phagocytose, et cet expression diminue a la faveur de leur maturation
(Zhang et al., 2000). La présence de groupements héparan sulfate et de récepteur 1 au facteur
de croissance des fibroblastes n’a pas été étudiée. Il faut également noter que la présentation
de I’antigene par les CD pourrait étre due a la présence de la protéine comme contaminant des
préparations virales. Dans cette hypothése les CD matures ne pourraient pas induire de

réponse contre la protéine.

De plus les travaux faits dans des modeles murins de dystrophie musculaire montrent, que
dans un contexte inflammatoire, I’utilisation d’un promoteur tissu-spécifiqgue (MCK,
promoteur de la créatine kinase musculaire) diminue considérablement la réaction immune
contre le transgéne (y-sarcoglycan humain transféré dans un modele de souris gsg-/- (Cordier
et al., 2001) et LacZ dans un modéle de souris mdx (Yuasa et al., 2002)) et permet de
prolonger son expression. L’activité du promoteur MCK n’a pas été étudiée et il n’est pas
clair si les différences obtenues sont dues a une expression faible du transgéne sous controle
de MCK aprés probable transduction de CD. De plus, dans ces modeles animaux, les
myocytes sont 1ésés et I’absence d’intégrité de la membrane cellulaire peut favoriser la fuite
des néo-antigenes dans le milieu extracellulaire, qui peuvent étre cross-présentés a la faveur
de Pinfiltrat inflammatoire présent avant I’injection. Les caractéristiques de la réponse
immune pourraient étre dues a I’activité faible du promoteur MCK comparé au CMV dans un
environnement musculaire (Yuasa et al., 2002), diminuant ainsi la quantité de protéine

relarguées dans le tissu interstitiel.

Il faut aussi remarquer que la réponse cellulaire est nettement favorisée lorsque I’antigéne

est extracellulaire (Sarukhan et al., 2001b)).

Les caracteéristiques de la réponse immunitaire étudiée dans I’étude de Favre et al (Favre

et al., 2002) ne soutient pas fortement I’hypothése d’une transduction directe des CD par le
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vecteur. La réponse immunitaire était en effet détectée au moins 2 a 3 mois apres injection
alors que le vecteur circule pendant 3 a 4 jours maximum. Toutefois il fallait étudier cette
hypothése et I’utilisation d’un promoteur spécifique du muscle parait un bon outil. Le
promoteur dérivé de la desmine humaine (Li and Paulin, 1991)) est spécifique du muscle
squelettique chez la souris transgénique (Li et al., 1993). Il faut toutefois noter que nous
n’avons pas Vérifié I’absence complete d’activité du promoteur Desmine dans les CD de

macaque, faute de cassette fonctionnelle.

La plupart des animaux inclus dans notre étude ont présenté une perte de la régulation
entre les 3°™ et 5°™ mois suivant I’injection. Nous n’avons pas étudié les phénoménes
immunitaires de facon systématique et détaillée (non publié). Méme si notre étude est
incompléte et ne concerne pas tous les singes, les résultats obtenus sont en partie identiques a
I’étude de Favre et al. Elle montre d’abord la présence d’anticorps dirigés contre le
transactivateur 3 a 4 mois apres I’injection (détectés en Western blot chez Mac 13 et Mac 14).
La présence d’anticorps anti-rtTA chez Mac 13 est d’ailleurs étonnante, puisqu’elle était
systématiquement corrélée a la perte d’expression du transgéne dans I’étude de David Favre
(Favre et al., 2002). La perte de la régulation est corrélée a la détection d’infiltrats
inflammatoires lymphocytaires B (CD79) et majoritairement T (CD3) dans les muscles
injectés, avec des images de lyse cellulaire chez Mac 14, Mac 15 et Mac 16 (voir Figure 15
« résultats complémentaires, biopsies musculaires des macaques 15 et 16). Nous ne montrons
pas que la réponse cellulaire est dirigée spécifiquement contre le transactivateur, mais la
chronologie des événements (cinétique d’apparition des anticorps dans le sérum) semblable a

I’étude de D.Favre et al suggere que les mécanismes sont les mémes.

La réponse tardive contre le transactivateur et I’utilisation d’un promoteur spécifique du
muscle sont plutét en faveur d’une activation des cellules T par cross-présentation.
L’initiation de la réponse immune peut dépendre de la nature méme de I’organe cible ; il faut
souligner que le muscle est particulierement exposé aux traumatismes et qu’une nécrose ou
une lyse cellulaire fortuite peut provoquer la fuite du transactivateur dans le milieu
extracellulaire. On peut également concevoir que la fragilisation de la cellule puisse étre
favorisée par la toxicité du transactivateur, méme diminuée pour les nouvelles versions
(Urlinger et al., 2000). Il a également été proposé que, dans le cas du facteur IX, la protéine
reste bloquée dans la matrice extracellulaire, aboutissant a une surconcentration locale de la

protéine exogéne qui favoriserait la présentation croisée par les APC (Jooss and Chirmule,
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2003), et que ce phénomeéne ne se produirait pas dans un tissu sécreteur « professionnel »
comme le foie. Il a été aussi observé que les interventions chirurgicales faites au niveau du
muscle, comme les biopsies, favoriseraient le développement d’anticorps contre le rtTA et la
perte de I’expression du transgéene (D.Favre, non publié). Favre et al obtenaient en effet un
signal positif en ELISPOT IFN-y chez le seul animal ayant subi une biopsie musculaire un
mois aprés I’injection de vecteurs, et on peut penser que cette biopsie précoce aurait pu
amplifier la réponse immune contre le rtTA (Favre et al., 2002). 1l faut aussi souligner que cet
individu avait recu la dose la plus forte de vecteurs. Toutefois, dans notre étude, la dose de
vecteurs injectée ne semble pas favoriser la réponse immune, puisque, a I’inverse de I’étude
de Favre et al, c’est I’animal qui a recu une des doses les plus fortes (d’AAV-1 de surcroit)
qui présente une persistance de la régulation. Le niveau de rtTA exprimé chez les animaux
ayant recu les doses les plus faibles est apparemment suffisant pour initier la réponse
immunitaire. La persistance occasionnelle de I’expression du transgéne suggere que les
mecanismes impliqués dans la reconnaissance de I’antigene pourraient varier selon les

individus.

La comparaison des premiers résultats sur primate (Favre et al., 2002) avec ceux obtenus
chez la souris (Bohl et al., 1998) (Ginhoux et al., 2004), ainsi que la comparaison des résultats
concernant le primate et la souris internes a notre étude montrent qu’apres transfert au moyen
d’un vecteur AAV, les mécanismes impliqués dans la reconnaissance du rtTA de premiére ou
deuxiéme génération varient selon I’espéce animale utilisée. 1l faut aussi souligner que les
versions améliorées du transactivateur (Urlinger et al., 2000) gardent leur pouvoir
immunogéne dans des modeles proches de I’lhomme (primate dans notre étude). Les travaux
faits par I’équipe de Jean Davoust (Ginhoux et al., 2004) ont permis d’identifier un épitope
immunodominant du rtTA de premiére génération, dont la reconnaissance apres
électrotransfert dans le muscle entraine une réponse cytotoxique dans un modele humanisé de
souris HHD. Ce modéle exprime une molécule de classe | du CMH dans laquelle I’extrémité
C-terminale de la B2-microglobuline humaine est liée a I’extrémité N-terminale d’une chaine
lourde chimére (domaines HLA-A*0201 a1-a2 et H-2D «3). Le paralléle avec I’étude du
groupe de Vincent Thuillier (Latta-Mahieu HGT 2002) souligne la pertinence clinique du
modele utilisé ici puisqu’il avait obtenu une réponse cytotoxique apres électrotransfert dans le
muscle de primate, alors que Lamartina et al (Lamartina et al., 2002), (Lamartina et al., 2003)

obtiennent une expression a long terme (avec des versions plus récentes du rtTA il est vrai).
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Résultats complémentaires (1)

Figure 15 : Biopsies musculaires des macaques 15 et 16.

Les biopsies ont été pratiquées au niveau des sites d’injection chez Mac 15 (A, B, C, D) et Mac 16 (E, F, G,
H). Les prélévements ont été réalisés 6 mois aprés I’injection du vecteur, soit 2 mois apreés le dernier pic de
sécrétion d’Epo pour Mac 15 et 3 mois apres le dernier pic pour Mac 16.

A, B, E, F: Coloration a I’hématoxyline et éosine (A et E, grossissement x20 ; B et F, gorssissement x40).
C, D, G, H : Caractérisation de I’infiltrat sur coupes sériées par immunohistochimie a I’aide d’anticorps
anti-CD3 (C et G) et anti-CD79 (D et H).



Toutefois, I’expression du transgene persiste dans le modeéle de souris HHD aprés
transfert médié par I’AAV, suggérant que le modele reste tout de méme éloigné du modele
primate et que la présentation de I’antigene dans notre étude et celle de Favre et al ferait
intervenir d’autres domaines des molécules de classe | du CMH.

L’étude de Ginhoux et al était ambitieuse, car elle proposait d’identifier les épitopes
impliqués dans la reconnaissance du rtTA et de modifier la protéine en conséquence. Si la
suppression de I’épitope dominant par mutagenése permet d’obtenir un transactivateur
fonctionnel, son transfert dans le muscle de souris révéle la présence d’un épitope sous-
dominant favorisant également une réponse cellulaire montrée en ELISPOT IFN-y. Les
auteurs soulignent que les épitopes dominant et sous-dominant identifiés se trouvent dans le
domaine de liaison aux séquences opératrices TetR, et qu’ils sont retrouvés dans les versions
récentes rtTA17L (Kamper et al., 2002) ainsi que rtTA2%-S2 et rtTA2°-M2 (Urlinger et al.,
2000). Quel est donc I’avenir du systeme tétracycline, qui utilise ces nouvelles constructions,

chez I’homme, et avant tout chez le primate ?

Face a ces résultats, le laboratoire de Jim Wilson utilise le systeme Rapamycine chez le
macaque rhésus et montre une persistance de la régulation sur plus de 5 ans (Rivera, non
publié). L’inducteur utilisé est un dérivé de la rapamycine (AP22594), présentant un effet
immunosuppresseur moindre chez la souris. Toutefois, son effet immunosuppresseur,
favorisant potentiellement la persistance du transgene, n’a pas éteé évalué chez le primate.
Mais ce systeme parait trés prometteur et semble fournir un bon niveau de régulation, avec

une fuite limitée du systeme en I’absence d’inducteur, méme si ce point est mal documenté.

Le développement du systeme Tétracycline passerait par des protocoles
d’immunosuppression ou d’induction de tolérance. Il a déja été montré que le blocage de la
costimulation empéche I’activation des cellules T. Le CTLA4-Ig et I’anti-CD40 ligand, qui
bloquent respectivement les interactions B7-CD28 et CD40-CD40 ligand, inhibent la réponse
CTL induite par I’adénovirus, permettant une expression prolongée du transgéne dans le foie,
le poumon et le muscle (Jooss et al., 1998) (Kay et al., 1997). L’administration d’anti-CD40
ligand permet I’expression de transgenes immunogenes (Hémagglutinine) aprés injection
intramusculaire d’AAV (Sarukhan et al., 2001a). Toutefois ces traitements n’induisent pas de
tolérance et doivent étre poursuivis. L’induction de cellules T régulatrices (CD4+ CD25+)

(pour revue, voir (Vigouroux et al., 2004)) ou leur administration chez I’animal (Gross et al.,
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2003) semble particulierement prometteuse mais limitée a I’heure actuelle aux modeles petits
animaux. Aprés injection d’AAV codant pour I’hémagglutinine, Gross et al (Gross et al.,
2003) obtiennent une expression sur 35 jours suite a I’injection de cellules T régulatrices
isolées a partir de souris transgéniques TCR-HA. Les animaux ne développent plus de
réponse cellulaire détectable en ELISPOT IFN-y et présentent des taux d’anticorps anti-HA
nettement diminués. Toutefois le mode d’isolement ou de production de ces cellules est limité
et leur interaction avec les populations lymphocytaires B, CD4 et CD8 est mal connu. Leur

utilisation reste toutefois trés prometteuse.

Au cours de nos travaux, nous avons fait des observations fortuites de grande importance.
Sur les huits macaques utilises, deux ont présenté une anémie sévere avec apparittion
d’anticorps dirigés contre I’Epo endogéne. Des observation similaires ont été faites dans un
autre laboratoire (Jim Wilson, Université de Pennsylvanie, Philadelphie, Etats-Unis) et fait
I’objet d’une publication en paralléle de notre article présenté pages suivantes.
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Deuxieme article

Autoimmune anemia in macaques following erythropoietin gene therapy
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GENE THERAPY

Brief report

Autoimmune anemiain macagues following erythropoietin gene therapy

Pierre Chenuaud, Thibaut Larcher, Joseph E. Rabinowitz, Nathalie Provost, Yan Cherel, Nicole Casadevall,

Richard J. Samulski, and Philippe Moullier

We delivered the homologous erythropoi-
etin (Epo) cDNA driven from a doxycy-
cline-regulated promoter viarecombinant
adeno-associated virus in skeletal muscle
of 9 cynomolgus macaques. Upon induc-
tion, rapid supraphysiologic levels of Epo
were obtained. Unexpectedly, some indi-

viduals developed a profound anemiathat
correlated with the appearance of neutral-
izing antibodies against the endogenous
Epo. Both the endogenous erythropoietin
and vector sequences were identical. This
is the first example of the inadvertent
development of an autoimmune disease

in primates as a result of gene transfer of
agene expressing a self-antigen. It raises
some concerns when a therapeutic pro-
tein is produced at high levels from an
ectopic site. (Blood. 2004;103:3303-3304)

© 2004 by The American Society of Hematology

Introduction

Phase 1/2 gene therapy trials for hemophilia B patients have
exploited the easy access to well-vascularized skeletal muscle for
gene transfer via a simple intramuscular injection of recombinant
adeno-associated-virus (rAAV) vector to achieve systemic delivery
of factor IX, normally synthesized in and secreted from the liver.t
Erythropoietin (Epo) is another factor that can be secreted from
skeletal muscle, instead of the kidney, after gene transfer resulting
in phenotypic correction of the B-thalassemic mouse. Indeed, it is
generally believed that supraphysiol ogic doses stimul ate the synthe-
sis of fetal B-globin and can partly compensate for deficient adult
B-globin synthesis. We, and others, evaluated gene transfer of the
Epo cDNA to a variety of ectopic tissues in nonhuman primates
using the rapamycin or the doxycycline (Dox)—regul atable system,
to allow safe drug-controlled Epo secretion.>* Herein, we show
evidence that overexpression of the homologous Epo following
rAAV-mediated gene transfer to skeletal muscle in nonhuman
primates can result in severe autoimmune anemia.

Study design

The AAV vector® encoding for the cynomolgus macaque Epo cDNA
(cmEpo) under the control of the reverse Dox-dependent transactivator M 28
was packaged in serotype-2 (macaque [Mac] 9 through 12), -1 (Mac 13
through 16), and -5 (Mac 17) AAV capsids. Captive-bred cynomolgus
macaques received rAAV-1, -2, and -5 vector at the indicated doses (Figure
1B) expressed as vector genome (vg)/kg into the anterior tibialis muscle.
Epo induction started 2 months after vector administration and consisted of
a 5-day Dox pulse given intravenously and repeated once every month
(indicated as “Induction peaks,” Figure 1A). Serum Epo was measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The protocol was approved

by the Institutional Animal Care and Use Committee of the University of
Nantes, France.

Results and discussion

After 3 to 4 induction cycles, most animals mounted a humoral and
cytotoxic T-cell immune response against the Dox-dependent
transactivator-expressing cells resulting in the loss of Epo secretion
from genetically modified muscles® (Figure 1A). Animals that
secreted less than 100 mU/mL Epo initially had normal hematocrit
levels when inductions were discontinued (not shown and see 4
additional macaques in Favre et a3). However, with the exception
of Mac 13, both Mac 10 and Mac 14, which exhibited the highest
Epo levels (162 and 1159 mU/mL, respectively, at peak 1),
exhibited a severe anemia with hematocrit levels of 0.25 (25%)
(Figure 2) at the time of necropsy (Mac 10). Mac 14 recovered
spontaneously in 4 weeks and remains stable. The mechanism
suspected was the development of antibodies against the transgene
and endogenous-derived Epo. Serafrom anemic individuals precipi-
tated 1.2 X 10° (Mac 10) and 6.7 X 10* (Mac 14) cpm of 1%9-
labeled recombinant human Epo (rhuEpo), whereas sera from the
same animals (obtained prior to rAAV administration) or from
unaffected animals showed no precipitation. Western blot of
rhuEpo showed that the protein was recognized by Mac 10 and
Mac 14 sera (not shown). Interestingly, Mac 9, with 100 mU/mL
Epo secreted at the initial induction cycle (Figure 1A), raised
low levels of anti-Epo antibodies (1.1 X 108 cpm), which likely
were not enough to induce anemia (Figure 2). In addition, while
the 2 animals were developing anemia, we found cellular
infiltrates consisting of macrophages and T/B lymphocytes in
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Induction peaks

Figure 1. Maximum serum Epo concentration for each Dox induction cycle.
(A) Dox-induced Epo secretion measured at the peak level in the serum of Mac 9
through Mac 17 after rAAV-2—mediated (red), rAAV-1-mediated (black), and rAAV-5—
mediated (blue) gene transfer. Each induction (referred to as “Induction peaks ")
lasted 5 days and was repeated every month for 5 months. (B) Amounts of rAAV-2
(red), rAAV-1 (black), and rAAV-5 (blue) vector administered expressed as vector
genome/kg determined by dot blot. Mean Epo levels before vector injection are
represented by error bars.

the rAAV-injected muscles. Both Mac 10 and Mac 14 endoge-
nous Epo were sequenced and found to be identical to the vector
Epo, and the Epo protein secreted from in vitro rAAV-
transduced cells had a similar molecular weight as the rhuEpo
(not shown).

Gao et a” reports asimilar result with rAAV serotype-1, -5, and
-8, constitutively expressing homologous Epo cDNA injected in
muscle or aerosolized in lung of macaques (see the accompanying
article by Gao et al,” beginning on page 3300). The fact that an
autoimmune anemia can occasionally arise using 4 different rAAV
serotypes (rAAV-1, -2, -5, and -8) in 2 different ectopic organs
(skeletal muscle and lung) with respect to norma Epo synthesis
and secretion suggests an Epo-specific adverse effect. The partial
correlation that we observed between the amount of Epo secreted at
peak 1 and the occurrence of anti-Epo antibodies also suggests that
posttranslational modifications could take place as previously
suggested for highly expressed myotube-derived factor 1X,8 thus
breaking tolerance to self-antigens in an haplotype-dependent
manner (see Mac 13 that, despite high levels of Epo synthesis,
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Figure 2. Hematocrit levels from Mac 9 and Mac 10 (red circles and diamonds,
respectively), and Mac 14 (black circles) from the time of rAAV-2 (red) and
rAAV-1 (black) injections (open arrow), until anemia occurred. Black arrows

correspond to the Dox induction cycles. Dotted lines are normal hematocrit levels =
SD. Symbols in this figure are identical to those in Figure 1.

remained healthy). An aggravating factor could be related to the
previously published observation that rAAV serotype-2 spreads
efficiently to draining lymph nodes after intramuscular delivery
and is associated with long-term peripheral blood monocyte cell
transduction.> Whether rAAV serotype-1, -5, and -8 have similar
transduction patterns in nonhuman primates after intramuscular
administration remains to be determined. In any case, the occur-
rence of a life-threatening autoimmune response in nonhuman
primates following in vivo transfer of a homologous cDNA
underscores the need for extensive preclinical studiesto understand
the mechanism(s) involved, in particular when atherapeutic protein
isproduced at high levels from an ectopic site.
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2.3 Discussion du deuxiéme article

2.3.1 Transfert du géne de I’Epo et réponse immune

Le développement d’une maladie auto-immune apres transfert d’un ADNc codant pour
une protéine endogéne normalement exprimée constitue une observation originale et de toute
premiere importance en transfert de gene. Elle est d’autant plus sérieuse dans le cas de I’Epo
gu’elle induit une maladie grave. Déja le groupe de J.Leiden (Tripathy et al., 1996) avait
obtenu une anémie apres transfert de géne de I’Epo dans le muscle de souris au moyen d’un
vecteur adénoviral. Toutefois les auteurs ont utilisé deux transgenes, un vecteur codait pour
I’Epo murine et I’autre pour I’Epo humaine. Seules les souris ayant recu le vecteur codant
pour I’Epo humaine ont présenté une anémie. Considérant le taux d’homologie entre les deux
protéines (79,8 % sur la sequence d’acides aminés (Wen et al., 1993)), I’hypothese était le

développement d’anticorps contre I’Epo humaine cross-réagissant avec I’Epo murine.

Notre observation est confortée par le groupe de Jim Wilson, qui a également montré que
la surexpression d’Epo produite apres transfert de gene peut induire une anémie autoimmune
(Gao et al., 2004a). Ces travaux ont utilisé I’ADNc de I’Epo de macaque rhésus transféré dans
le muscle de macaques fascicularis a I’aide d’AAV recombinants de sérotypes 1, 5, 7 et 8
(10" vg/kg) (vg : vector genome). Si la littérature montre que les érythropoiétines de macaque
et de rhésus sont tres proches (98,8 % d’homologie sur la séquence d’acides aminés (Wen et
al., 1993)), les auteurs ne montrent aucune différence sur la séquence codante. Le transgéne a
été placé sous contréle du promoteur CMV et deux singes ont été utilisés par sérotype. Le
deux animaux ayant recu de I’AAV-5, un animal ayant recu de I’AAV-1 et un ayant recu de
I’AAV-8 ont présenté une anémie 20 a 80 jours apres injection. Il faut remarquer que,
contrairement a ce que peut laisser penser notre étude, le développement d’une anémie n’est
apparemment pas corrélé aux taux d’Epo sécrétés. Dans cette étude, les quantités d’Epo
produites aprés injection d’AAV-5 sont d’environ 100 mUI/mL, alors qu’elles sont de 10* &
10°> mUI/mL aprés injection d’AAV-1, 7 ou 8. Des quantités sécrétées aux alentours de 10°
mUI/mL (environ 100 pg/mL) induisent une réponse immune alors que les taux supérieurs
sont apparemment tolérés. Dans notre étude, I’animal ayant présenté une persistance de la

régulation avec les pics d’Epo les plus forts (Mac 13, pics d’Epo entre 1200 et 2200 mUI/mL
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sur les 5 premiéres inductions, fig. 1 du deuxiéme article) n’a pas développé d’anémie.
S’agirait-il de variations individuelles ou d’une tolérance en réponse a des fortes doses
sécrétées ? Le faible nombre d’animaux utilisés dans les deux études ne permet pas de rendre
compte objectivement des variations individuelles. 1l faut remarquer que les quantités d’Epo
circulantes sont surement sous-estimées avec le kit ELISA utilisé (R & D). Le taux basal
d’Epo chez I’lhomme déterminé par cette méthode de dosage est de 4 a 16 mUI/mL, alors
gu’il est de 1 a 3 mUI/mL chez le macaque. Considérant que le taux basal doit étre proche
chez ces deux espéces, les différences obtenues seraient dues a une affinité moindre de
I’anticorps primaire monoclonal anti-Epo humaine du kit. Les taux d’Epo sériques seraient
donc sous-estimés d’un facteur 4 a 5. Aussi bien dans notre étude que celle du groupe de Jim
Wilson, les taux d’Epo ne prennent pas en compte cette correction (Guang-Ping Gao,

communication personnelle) et sont donc comparables.

Ce phénomeéne n’est pas unique au muscle et a été reproduit chez des macaques rhesus
aprés instillation d’AAV-5 et AAV-rh10 par bronchoscopie (1,5.10 vg/animal, Gao non
publié) ; la diminution des taux d’Epo sécrétés aprés la deuxiéme semaine s’est accompagnée

d’une chute sévere de I’hématocrite.

A I’inverse, des travaux faits en collaboration entre les équipes de J.Wilson et V.Rivera
montrent une expression a long terme d’Epo aprés transfert dans le muscle de macaques
rhesus sans développement d’anémie, quels que soient les taux d’Epo exprimés (Rivera, non
publié), aprés injection de 4.10™ & 2.10" vg/kg d’AAV-2 et 10" vg/kg d’AAV-1. Dans cette
étude, le transgene est placé sous contréle des promoteurs CMV (suivi sur 6 ans, taux d’Epo
compris entre 50 et 150 mUl/mL, AAV-2, 4,8.10" vg/kg), RSV (suivi sur 4 ans et demi, 2000
a 12000 mUl/mL, AAV-2, 2.10"® vg/kg) ou inductible & la rapamycine (suivi sur 4 & 5,5 ans,
100 & 2000 mUI/mL, AAV-2, 10* 4 2.10" vg/kg).

Aussi bien dans notre étude (Chenuaud et al., 2004a) que celle de Gao et al (Gao et al.,
20044a), il était essentiel de vérifier I’homologie de la séquence d’ADNCc transférée et du géne
endogene. Les séquences se sont revélées identiques. Signalons tout de méme que la sequence
codante identifiée sur biopsies musculaires de Mac 10 et Mac 14 differe de la séquence de
référence GenBank M18189 (Lin et al., 1986). Le séquencage a été fait sur les deux brins.
Cette observation concorde avec ce que montrent Gao et al et ce qui avait été préalablement

rapporté au laboratoire (D.Favre, E.Payen, non publié). La carte publiée GenBank M18189
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présente une inversion en position +47/48 par rapport a I’ATG ; CG remplacant GC, donnant
un résidu Valine au lieu de Leucine (aa -11, (Wen et al., 1993)). L’ancienne carte utilisée au
laboratoire était erronée en position +22/23 par rapport & I’ATG; CG remplacant GC
également, donnant un résidu Arginine au lieu d’un résidu Alanine (aa -20). Il faut remarquer
que ces deux mutations sont localisées dans le peptide signal (aa 1 a 27 de I’Epo humaine de
192 aa et 1 a 24 de I’Epo de macaque (Wen et al., 1993)) et qu’elles ne modifieraient en rien
la structure de la protéine sécrétée. Surtout, le séquencage intégral du plasmide vecteur
montre que la séquence de I’ADNc clonée est conforme au gene endogéne des singes
anémiques. Méme si le séquengage de I’ADN extrait a partir des préparations de vecteurs
aurait eté judicieux, les resultats obtenus suggeérent fortement que I’ADNCc transféré est

conforme.

Les animaux ont développé une anémie arégénérative (centrale) : anémie normochrome
normocytaire avec un taux de réticulocytes trés bas (< 10.10%mL, en comparaison & un taux
normal de 35 & 100.10°/mL), mimant un défaut de synthése d’érythropoiétine ou un blocage
de I’action de I’Epo sécrétée. De plus les taux d’Epo sériques étaient indétectables chez les
animaux atteints. La détection en Western blot d’anticorps dirigés contre I’Epo humaine
recombinante et le parallele avec I’étude de J.Leiden (Tripathy et al., 1996) soutenaient
I’hypothése d’une réponse immune contre la protéine produite par le muscle, avec

développement d’anticorps cross-réagissant avec I’Epo endogéne.

2.3.2 Cinétique de la réponse humorale dirigée contre I’Epo produite par transfert de

gene (résultats complémentaires)

En collaboration avec le groupe de N.Casadevall et P.Mayeux, nous avons determiné les
titres d’anticorps anti-Epo chez les animaux anémiques et sains (Figure 16 page
suivante : Suivi des parameétres hématologiques et de la réponse humorale contre I’Epo chez
Mac 10 et 14). La technique repose sur la précipitation par la protéine G d’Epo recombinante
humaine marquée a I’lode 125, en présence de serum a tester (Casadevall et al., 2002). La
radioactivité du culot est quantifiée en cpm et ramenée a une quantité d’Epo fixée (exprimée

en Unités d’Epo fixées par mL de sérum).
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Figure 16 : Suivi des parametres hématologiques et de la réponse humorale contre
I’Epo chez Mac 10 et 14

Suivi des taux d’Epo sérique (en bleu), de I’hématocrite (en rouge), du taux de réticulocytes (en vert), du
taux d’hémoglobine (en orange) et du titre d’anticorps anti-Epo (en mauve) chez les macaques
anémiques (Mac 10 et 14). Les animaux ont recu respectivement une injection intra-musculaire (fleche
jaune) d’AAV-1 dans le muscle vaste latéral gauche ou d’AAV-2 dans le muscle tibial cranial gauche.
Les doses injectées sont indiquées en particules totales par kg. Les titres d’anticorps sont indiqués en
unités d’Epo fixées par mL de serum.




Les titres montrent que les anticorps permettent largement de fixer la totalité de I’Epo
circulante (60 et 23 U d’Epo fixées par mL, pour des taux respectifs d’Epo sériques de 162
(Mac 10) et 1159 (Mac 14) mUI/mL aprés la premiére induction). La quantité d’anticorps
détectée n’est pas corrélée au taux d’Epo sérique et reflete une variabilité individuelle. Les
titres déterminés dans le serum de Mac 13 sont en dessous du seuil de séropositivité ( <0,2 U
d’Epo fixée/mL), alors que Mac 9 présente un titre faible de 0,24 a 0,4 U d’Epo fixée / mL,
sans qu’ils soient apparemment neutralisants ou en quantité suffisante pour déclencher une
anémie. Chez les animaux anémiques, les anticorps apparaissent 2 a 4 semaines apres la
premiere induction. Ce délai concorde avec ce que rapportent Gao et al puisque dans leur
étude les anticorps apparaissent 3 a 9 semaines apres injection du vecteur. Compte tenu de la
cinétique d’expression du transgene, le délai d’apparition des anticorps serait identique au
notre, suggérant des mécanismes comparables. Toutefois les titres ne rendent pas compte du
pouvoir neutralisant. Gao et al (Gao et al., 2004a) ont par contre montré la présence
d’anticorps neutralisants par inhibition de croissance de cellules Epo-dépendantes humaines
HCD 57 (+).

Des résultats similaires ont été obtenus chez des patients insuffisants rénaux chroniques
traités avec de I’Epo humaine recombinante alpha et béta (rHuEpoa : Eprex™, Erypo™ ;
rHUEpop : NeoRecormon™) (Casadevall et al., 2002) (Casadevall, 2002). 1l n’y a pas eu pour
I’lheure de cas déclarés d’anémie suite a un traitement utilisant uniquement de la
Darbépoiétine o (Aranesp™).(Casadevall, 2003) (Eckardt and Casadevall, 2003). Les patients
présentant une réponse immune ont recu la protéine par voie sous-cutanée alors gu’aucun
patient traité exclusivement par voie IV n’a développé d’anticorps. Une fois
I’érythroblastopénie chronique déclarée, il n’y a aucune réponse a des doses plus fortes d’Epo
et il n’est pas possible de recourir & des formes différentes d’Epo, les anticorps cross-
réagisssant avec toutes les formes thérapeutiques disponibles (Casadevall, 2003). Des
protocoles d’immunosuppression (corticostéroides et cyclophosphamide) permettent une
disparition des anticorps dans 70 % des cas, alors qu’un arrét simple d’administration de
I’Epo recombinante sans immunosuppression est rarement efficace. La transfusion reste alors
le seul moyen de conserver des taux d’hémoglobine physiologiques. Le meilleur traitement
semble étre la transplantation rénale (Casadevall, 2003). Dans I’étude de Casadevall et al de
2002 (Casadevall et al., 2002), les tests de Scatchard montrent que la population d’anticorps

des patients traités avec de I’Epo o est homogene et/ou que les anticorps circulants
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reconnaissent un seul épitope sur la protéine. Les anticorps ne reconnaissent pas I’Epo
dénaturée, suggérant qu’ils sont dirigés contre des épitopes conformationnels. Les tests
d’immunoprécipitation réalisés sur de I’Epo glycosylée et déglycosylée (technique déja
décrite, (Mayeux et al., 1990)) suggérent qu’ils sont apparemment dirigés contre la partie
protéique de la molécule et n’interagissent pas avec les oligosaccharides. Le serum d’un seul
patient ayant recu exclusivement de I’Epo 3 réagit avec I’Epo native et dénaturée (Casadevall
et al., 2002). La fixation des anticorps est méme plus forte sur I’Epo déglycosylée, suggérant
que les épitopes reconnus sur la partie protéique sont en partie masques par la partie

glucidique imposante de la molécule.

Les tests realises dans notre étude montrent également que les titres d’anticorps
déterminés sur de I’Epo déglycosylée sont équivalents, voire supérieurs a ceux déterminés
avec de I’Epo glycosylée (P.Mayeux, P.Chenuaud, non montré). On pourrait donc penser que
la production d’une Epo hypoglycosylée permette la reconnaissance d’épitopes sur la partie
protéique de la molécule et entraine une rupture de tolérance. Il faut également remarquer que
cette rupture de tolérance est transitoire pour Mac 14 (Fig. 16) et que cette observation a
également été faite pour deux des quatre singes anémiques dans I’étude de Gao et al (Gao et
al., 2004a).

Dans le cas des patients traités par I’Epo recombinante, les mécanismes mis en jeu ne sont
pas bien compris. L’incidence des érythroblastopénies chroniques acquises apres traitement a
I’Epo recombinante a augmenté significativement depuis 1998, la fréquence serait de I’ordre
de 20 nouveaux cas pour 100000 patients traités par voie sous-cutanée (Locatelli et al., 2004).
Cette augmentation correspondrait a un changement de la formulation des préparations
d’Eprex distribuées en Europe (Eckardt and Casadevall, 2003). Les préparations destinées au
continent américain n’ont pas été modifiées et I’incidence des complications n’a pas évolué.
La séro-albumine humaine (HSA, human serum albumin) utilisée comme stabilisant a été
remplacee par le polysorbate 80 et la glycine. Certains auteurs pensent que cette formulation
serait moins stable et qu’elle favoriserait la formation d’agrégats sous certaines conditions,
comme I’exposition prolongée a des températures trop fortes, augmentant I’immunogénicité
de la protéine (Eckardt and Casadevall, 2003) (Schellekens and Crommelin, 2003). D’autres
pensent que les traces de silicone utilise comme lubrifiant des seringues prétes a I’emploi
pourrait augmenter I’immunogénicité de la préparation (Eckardt and Casadevall, 2003). Il est

maintenant recommandé de restreindre I’usage de I’Eprex au milieu hospitalier ou a des
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centres satellites, pour maitriser les parametres de conservation des préparations (Locatelli et
al., 2004). Il est également recommandé de privilégier la voie IV pour I’érythropoiétine alpha.
Depuis peu, la délivrance par voie sous-cutanée est contre-indiquée chez les patients

insuffisants rénaux chroniques.

Si la voie d’administration influence la réponse immunitaire contre la protéine, elle
influence également la réponse immunitaire apres transfert de géne, comme nous avons pu
I’exposer auparavant. Les groupes ayant travaillé sur le transfert de I’ADNc du facteur IX
dans le muscle ont systématiquement rapporté I’apparition d’anticorps contre la protéine
sécretée chez tout ou partie des animaux (pour revue, voir (Sun et al., 2003)). 1l faut toutefois
souligner que ces études ne sont pas comparables a la nétre et celle de Gao et al (Gao et al.,
2004a), puisque la protéine exprimée n’est pas présente avant transfert de géne : facteur IX
humain chez la souris C57BI/6 (Herzog et al., 1997) (Ge et al., 2001) (Nathwani et al., 2001),
facteur IX murin dans des modeles de souris hémophiles (Fields MolTher 2001), ou facteur
IX canin dans des modeles de chiens hémophiles présentant une mutation faux-sens (Herzog
et al., 1999) (Herzog et al., 2002) (Arruda et al., 2004) ou non-sens (Herzog et al., 2001).
Herzog et al (Herzog et al., 2002) montrent que I’apparition d’anticorps est corrélée a la dose
de vecteurs injectée localement et que celle-ci influence le profil de la réponse et la
persistance des anticorps. Dans leur étude, seul I’animal ayant recu la dose locale la plus forte
(1,2.10" vg/site) présente des anticorps neutralisants sur une durée de 2 ans. Le typage des
anticorps montre dans ce cas (et chez les animaux qui présentent des anticorps neutralisants
de facon transitoire) la circulation d’IgG1l et d’IgG2. Celles-ci représentent la sous-classe
prédominante. Les animaux recevant des doses plus faibles développent des anticorps non
neutralisants, détectables sur une période courte de 1 a 8 semaines. Les anticorps circulants
sont dans ce cas uniquement de type 1gG2 (équivalent des IgG1 murines et 1gG4 humaines,

réponse Th2). L animal recevant la dose la plus faible ne développe pas d’anticorps.

A linverse, le transfert de I’ADNc du facteur IX dans le foie n’entraine
qu’occasionnellement la développement d’anticorps : facteur IX humain dans le foie de souris
C57BI/6 (Snyder et al., 1997a) (Ge et al., 2001) (Nathwani et al., 2001) et Balb/c (Nathwani
et al., 2001), facteur 1X humain dans un modele de souris hémophile (Snyder et al., 1999),
facteur IX canin dans un modéle de chien hémophile présentant une mutation non-sens
(Mount et al., 2002) ou faux-sens (Snyder et al., 1999). Le transfert de I’ADNc du facteur 1X

canin sous contréle d’un promoteur tissu spécifique (LSP, Liver Specific Promoter) par voie
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intraportale n’entraine pas de réponse immune (Wang et al., 2000b). Ces résultats sont
d’autant plus intéressants que deux groupes ont obtenu récemment une tolérance aprés
transfert de gene dans le foie, médié par I’AAV-2. Mingozzi et al (Mingozzi et al., 2003) ont
obtenu une tolérance au facteur 1X humain chez la souris C3H, Balb/c et C57BI/6, le
transgéne étant placé sous contréle d’un promoteur tissu spécifique (promoteur de I’alpha-
antitrypsine humaine fusionné a I’enhancer de I’apolipoprotéine E). Les animaux ne
développent pas de réponse au facteur IX humain injecté par voie sous-cutanée 2 a 3 mois
apres transfert de gene. De plus, le transfert adoptif des cellules T CD4+ spléniques provenant
de souris tolérantes inhibe la réponse imunitaire contre la protéine administrée par voie sous-
cutanée a des animaux naifs. Ziegler et al (Ziegler et al., 2004) obtiennent une tolérance a I’a-
Galactosidase A humaine dans un modele murin de maladie de Fabry (maladie de surcharge
lysosomale liée a I’X due a un déficit en a-Galactosidase A). L’ ADNCc transfére dans le foie
est placé sous le controle d’un promoteur tissu spécifique (DC190). L apparition d’anticorps
en réponse a I’administration de la protéine 6 mois apres transfert de gene est inversement
proportionnelle & la quantité d’a-Galacotsidase secrétée. Ces résultats ont été reproduits avec
de I’AAV-8 (R.Ziegler, non publie).

Si, comme nous I’avons souligné, ces résultats ne sont pas directement comparables aux
notres car les transgenes ne codent pas pour des protéines circulantes, ils montrent toutefois
que la présentation de I’antigéne peut varier en fonction de I’organe transduit. La dose, la voie
d’injection, la nature du promoteur et les CPA présentes localement sont des variables a
considerer. Il n’est pas exclu que dans notre étude la secrétion par le tissu musculaire favorise
I’orientation de la réponse immune et que la présentation de I’antigene serait différente apres

transduction d’autres organes comme le foie.

A ce stade de I’étude nous pouvions considérer que la surexpression d’érythropoiétine par
le muscle, méme identique a la protéine endogeéne, puisse induire a elle seule une réponse
immune. 1l fallait toutefois prendre en considération les travaux du groupe de K.High (Arruda
et al., 2001b) qui montrent que les modifications post-traductionnelles apportées au facteur IX
surexprimé in vitro varient selon le type cellulaire. Dans cette étude, le profil de glycosylation
de la protéine produite par des myocytes n’est pas conforme a celui de la protéine produite par

des hépatocytes.
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Il fallait donc comparer les formes de I’Epo produite pas transfert de gene et de I’Epo
endogene. Nous avons étudié les formes isoélectriques des deux protéines dans le serum
d’individus anémiques et sains, en collaboration avec Frangoise Lasne (Laboratoire National
de Dépistage du Dopage, Chéatenay-Malabry, France).
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Forthcoming “genetic doping” is predicted to be
undetectable. In the case of recombinant human
erythropoietin (rhEPO), a hormone used in endurance
sports, it is being predicted that exogenous drug
injections will be replaced by the transfer of the
corresponding gene into some of the athlete’s own
cells. The hormone thus produced inside the organism
is assumed to be completely identical to the physio-
logical one. Our results show that this is not the case
and open up optimistic prospects for antidoping con-
trol involving gene transfer.

Doping in sport, with very few exceptions, arises
from misused medical treatments. This is the case for
rhEPO, a hormone that stimulates red blood cell
production and that has become a key element of
doping in endurance sports. Treatment with rhEPO
currently requires repeated injections of recombinant
hormones obtained from nonhuman cells, i.e., Chi-
nese hamster ovary (CHO) and baby hamster kidney
(BHK) cells, into which the human gene of the
hormone has been inserted. Natural endogenous and
rhEPO were shown to present different isoelectric
profiles, probably the result of altered posttransla-
tional modifications that are species- and tissue type-
dependent. This difference has allowed for the devel-
opment of a test to detect the presence of rhEPO in
urine, a test that is currently used in antidoping
controls [1].

Genetic technologies are expected to change the
very nature of medical treatments. For instance, it is
now conceivable that administration of an exogenous
therapeutic protein will be replaced by introducing the
corresponding gene into some of the patient’s own
cells. It is almost inevitable that athletes will exploit
such medical progress in an effort to elude detection
by sport authorities charged with curbing doping
practices. Doping practices, in addition to being the
focus of regulatory issues, may also severally and

adversely affect the health of athletes that engage in
such practices. Doping by gene transfer may com-
pound these adverse side effects because of direct toxic
effects, persistent gene expression, or potential inser-
tional mutagenesis [2,3]. Furthermore, the assumption
that these new methods of doping will yield proteins
that are identical to the endogenous gene product,
thus making detection impossible, may not be the
case.

To compare the isoelectric profiles of physiological
EPO and hormone resulting from in vivo gene transfer,
we have adapted for serum analysis a method previously
developed for urine [4]. Using this method, samples
from cynomolgus macaques were analyzed for the serum
recombinant EPO profile before and after transfer of the
homologous cDNA into skeletal muscle by injection of
recombinant adeno-associated virus [5]. Transgene
expression was controlled by a doxycycline-regulatable
system [6].

The physiological isoforms of the simian hormone
were very similar to those of human urine EPO (Fig. 1b).
Induction of transgene expression in these macaques
resulted in overexpression of a hormone presenting a
pattern strikingly different from that of the endoge-
nous isoforms (Fig. 1c). The transgene-derived isoforms
resolved with isoelectric focusing at higher pH, a
finding more characteristic of recombinant EPO than
endogenous EPO (Fig. 1a). In primates, EPO is primar-
ily synthesized by renal peritubular fibroblasts [7]. The
distinctive isoelectric pattern of recombinant EPO
produced by skeletal muscle emphasizes the impor-
tance of cell type on the characteristics of recombinant
EPO.

It is noteworthy that the structural features respon-
sible for the described differences between the isoelectric
patterns of physiological human urinary EPO and those
of recombinant hormone are not yet clarified [4]. The
newly observed differences in the macaque serum
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Fig. 1. Isoelectric patterns of erythropoietin. a
(a) thEPO from CHO cells (lane 1) and BHK
cells (lane 2). (b) Physiological EPO from
human urine (lane 3) and macaque serum
(lanes 4 and 5). (c) EPO from macaque serum
after gene transfer in skeletal muscle (lanes 6
and 7). Serum samples (5) and (6) are from
the same animal before and after gene trans-
fer, respectively. Specific detection of EPO
was obtained by double-blotting following
isoelectric focusing. Cathode is at the top.

52

pH

38

between the pattern of physiological EPO and that from
transduced muscle are every bit as striking and require
further study. Because a previous report [8] indicated
that EPO extracted from serum was not as different in
isoform distribution from recombinant EPO as was
urinary EPO, the difference that we report here between
the endogenous and the transgene-derived product from
the serum samples is even more relevant. However,
because the current test for rhEPO in sport uses urine,
our study will have to be extended to this biological
fluid.

The biological effects of recombinant EPO from
genetically engineered muscle have been demonstrated
in animal models [9,10]. However, our observations
indicate that this recombinant EPO, like the other
sources of thEPO, is not identical to the physiological
hormone. Skeletal muscle, since it is an easily accessible
and efficiently transduced tissue, is likely to be the
target tissue of choice for genetic doping. Although
other methods of gene transfer exist and may be
exploited for gene doping, and such methods are yet
to be investigated, our results provide encouraging
evidence that doping by gene transfer will likely not
go undetected at least when skeletal muscle is the
target.
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2.4 Discussion du troisiéme article

Le message de cet article est double et intéresse deux disciplines scientifiques
apparemment sans rapport. Sans vouloir nous éloigner de notre sujet, il est important de

s’intéresser succinctement au dopage par transfert de géne.

2.4.1 Dopage génétique

L’utilisation de I’érythropoiétine recombinante est interdite depuis 1989 chez les sportifs
en compétition. Cependant la technique développée par Lasne et al (Lasne and de Ceaurriz,
2000) permettant la détection de I’Epo recombinante dans I’urine n’est utilisée dans les tests
antidopages que depuis le début des années 2000. Elle repose sur le fait que I’Epo
recombinante o et B présente des formes isoélectriques plus basiques que I’Epo endogene
urinaire et qu’elle est détectable apreés une prise unique ou une administration prolongée
(Lasne et al., 2002). L’isoelectic focusing permet de séparer des molécules selon leur charge
dans un gradient de pH. La technique est mise en ceuvre aprés concentration par ultrafiltration
sur membrane de 30kDa puis inactivation des protéases urinaires par chauffage. La spécificité
est améliorée par une phase de double blot avant I’incubation par I’anticorps secondaire,
permettant de ne transférer que I’anticorps primaire sur une seconde membrane et d’éviter
toute hybridation non spécifique de I’anticorps secondaire. La technique développée pour le

serum fait appel a une étape de purification (F.Lasne, non publié).

La pratique du dopage génétique est interdite depuis 2003. Il se définit comme I’usage
non thérapeutique de génes, d’éléments génétiques et/ou de cellules qui ont la capacité
d’améliorer la performance sportive. Le muscle est un organe particulierement facile d’acces
et I’injection intramusculaire un acte anodin. Le tissu musculaire serait donc la cible premiére
du dopage par transfert de géne, d’autant plus qu’il peut étre transduit efficacement par les
vecteurs viraux utilisés a I’heure actuelle (AAV-1 notamment) ou I’ADN nu transféré par
choc électrique. Cette derniére possibilité paraitrait la plus envisageable, I’ADN plasmidique

est un matériel facile a produire et a amplifier. La collaboration avec Francoise Lasne montre
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que le dopage a I’érythropoiétine par transfert de géne dans le muscle est détectable, mais
serait-ce également le cas pour d’autres protéines sécrétées ? De plus, le dépistage de facteurs
non sécrétés, permettant par exemple une transformation cellulaire (Wang et al., 2004) serait
moins aisé car il ferait appel a une biopsie pour mettre en évidence I’ADNc transféré (PCR
specifique de I’ADNc ou PCR quantitative dans le cas d’un gene déja présent). Le debat reste

ouvert.

2.4.2 Analyse par lIsoelectric focusing des formes sériques de I’Epo endogéne et de
I’Epo produite par transfert de géne

L analyse des profils de migration en IEF (Isoelectric focusing) des protéines endogeéne et
recombinante montre que I’Epo produite par transfert de géne differe de la protéine endogéne.
Les pistes 6 et 7 (fig.1 du 3°™ article) figurent les profils isoélectriques de I’Epo circulante
des macaques 13 et 14 respectivement (voir fig.1 du 2°™ article et table 1 du 1% article). Les
prélevements correspondent au pic de sécrétion de la premiére induction. Les pistes 4 et 5
représentent respectivement les serums pré-injection des macaques 11 et 13. Seul le macaque
14 a développé une anémie. Les formes isoélectriques de I’Epo produite par transfert de gene
sont comparables chez Mac 13 et 14 et proches de I’Epo recombinante produite in vitro.

L’étude d’Arruda et al (Arruda et al., 2001b) suggére que le type cellulaire influe sur le
profil des modifications post-traductionnelles du facteur X, et de glycosylation en particulier.
L’extension de ces conclusions au cas de I’érythropoiétine serait d’autant plus importante que
la glycosylation représente une part importante de la molécule (Davis et al., 1987). La
protéine présente trois sites de N-glycosylation (résidus Asn 24, 38 et 83) et un site de O-
glycosylation (résidu Ser 126), impliqués dans la sécrétion, la demi-vie et I’activité de la
molécule (pour revue, voir (Krantz, 1991)). Les oligosaccharides liés par une liaison N-
glycosidique aux résidus Asn sont constitués de dimeéres de résidus N-Acétylglucosamine,
fusionnés a un résidu mannose, a partir duquel se ramifie deux, trois ou quatre branches de
répétitions N-Acétylglucosamine/Galactose, par I’intermédiaire de deux résidus mannose. La
nature des oligosaccharides est donc variée: bi, tri ou tétraantennés. Des acides N-

acetylneuraminique (acide sialique) sont lies a I’extrémité des «antennes» au résidu
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Galactose terminal en liaison al1-4 (Sasaki et al., 1987). L’Epo recombinante produite sur
cellules CHO (Chinese Hamster Ovary cells) comprendrait majoritairement des
oligosaccharides tétraantennés (Sasaki et al., 1987). Les oligosaccharides O-liés présentent
une a deux ramifications et portent entre 0 et 2 acides sialiques (Egrie and Browne, 2001).
L’érythropoiétine présente donc des isoformes comprenant au maximum 14 acides sialiques.
La charge de la molécule est due en grande partie a ces acides (Storring and Yuen, 2003) et la
diversité des formes isoélectriques de la protéine recombinante est a relier en partie a leur
nombre variable par molécule. Une protéine analogue de I’Epo (Darbepoietin o)(NESP,
Novel Erythropoiesis Stimulting Protein, Aranesp™) présente deux résidus Asn
supplémentaires, par substitution de 5 acides aminés (Ala30Asn, His32Thr, Pro87Val,
Trp88Asn et Pro90Thr), portant le nombre d’acides sialiques maximal & 22. En accord avec
cette caractéristique, cette protéine présente des pl (points isoélectriques) plus acides que
I’Epo o et B produites sur CHO (Lasne et al., 2002).

Une étude de Skibeli et al suggere que I’Epo sérique humaine ne comporte pas de glucides
tétraantennés (Skibeli et al., 2001). Les différentes formes d’Epo recombinantes présentent
une proportion de groupements tétraantennés de 20% (Epo o et ®) a 46% (Epo B). Les formes
d’Epo recombinantes sont donc hypersyalilées. Cette étude a été critiquée injustement
(Storring and Yuen, 2003) ; la critique portait sur de possibles biais induits par le procédée
d’extraction de I’Epo serique. Cette observation ne concorde pas avec les études précédentes
(Lasne and de Ceaurriz, 2000) et la ndtre, qui montrent que les pl de I’Epo urinaires sont plus
acides que I’Epo recombinante. Toutefois la comparaison des Epo urinaire et sérique n’a pas
été faite dans notre étude ; les études précédentes montrent que I’Epo urinaire migre a des pH

plus acides que son homologue sérique (Tam et al., 1991).

Il n’est donc pas possible d’interpréter totalement les différences des profils isoélectriques
par la distribution des acides sialiques et donc, globalement, de la glycosylation. On ne peut
donc pas préciser en quels points different I’Epo endogéne de I’Epo produite par le muscle. Il
faut considérer que d’autres modifications post-traductionnelles, comme les sulfatations
(Kawasaki et al., 2001), peuvent intervenir. La coupure du peptide signal et la délétion du
résidu basique C-terminal Arg (Recny et al., 1987) sont également des points non étudiés.
L’electrophorese en deux dimensions permettrait de vérifier en paralléle le poids de la

protéine.
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De facon étonnante, I’Epo produite apres transfert de géne dans la rétine de primate
(médiée par I’AAV-4) présente le méme profil de pl que I’Epo endogene (F.Lasne, F.Rolling,
non publié). Il faut remarquer que I’Epo et son récepteur sont exprimés physiologiquement
dans la rétine d’animaux adultes (Gassmann et al., 2003). L’Epo est exprimée également dans
la moelle épiniére, les testicules, le cerveau (Gassmann et al., 2003), ou elle aurait un role de
neuroprotection (Maurer et al., 2002) (Bahlmann et al., 2004). Le foie est I’organe de
production de I’Epo feetale et le siége d’une synthese d’Epo extra-rénale chez I’homme
(Krantz, 1991), faisant intervenir majoritairement les hépatocytes (Koury et al., 1991).
Faudrait-il en conclure, qu’apres transfert de gene, I’Epo produite par un organe normalement
sécreteur serait homologue a la protéine endogéne, comme le suggeére les travaux de Arruda et
al (Arruda et al., 2001b) pour le facteur IX ? Il serait trés intéressant d’étudier le profil de

migration de I’Epo produite apreés transfert de géne hépatique.

La publication de nos résultats en parallele de ceux de Gao et al (Gao et al., 2004a) a
suscité des réactions dans le milieu scientifique (Flotte, 2004b). L’utilisation du muscle
comme organe sécreteur d’Epo est donc largement remise en cause. Il faudrait toutefois
déterminer si le profil de migration en IEF est le méme quelle que soit la quantité de protéine
produite (suivi a faire au cours d’une induction par exemple), pour préciser qui de la
production méme par le muscle et/ou de la surexpression est déterminante. De plus il n’est pas
clair si ce phénomene est propre a I’Epo ; il faudrait pouvoir généraliser cette observation a

d’autres transgenes.
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3. Conclusion générale

Le premier objectif que nous nous étions fixés dans cette these était d’évaluer de
nouvelles constructions du systeme de régulation Tet-On chez la souris puis le primate. Notre
étude montre que les caractéristiques du systéeme de régulation ont été améliorées et que ceci
est la composante des différents changements apportés a la construction finale (promoteur
desmine plus faible que le promoteur CAG, orientation des cassettes afin de diminuer
I’interférence entre les promoteurs, version optimisée du transactivateur). Le systeme permet
un niveau d’induction de prés de 50, sans fuite détectable du transgéne, et c’est une avancée
par rapport a I’ancienne construction utilisée (Favre et al., 2002). L’efficacité de la régulation
est méme comparable a un systeme faisant appel au tTS et au rtTA2°-M2 placé sous contréle
du promoteur CMV, également évalué chez le primate (Lamartina et al., 2003). Toutefois
lorsque les doses de vecteurs injectées sont plus élevées, I’expression du transgene n’est pas
completement verrouillée. L’utilisation de systemes dérivés du Tet-KRAB pourrait diminuer
la fuite en I’absence d’inducteur, mais il n’est pas certain que le niveau d’expression en
induction soit conserve. Sans domaine d’activation de la transcription, le niveau d’expression
du transgéne dépend du promoteur CMV cloné en aval des séquences Tet-O. De plus,
I’immunogénicité du rtTA reste un probleme dans le modeéle pré-clinique primate, malgré
I’utilisation d’un promoteur tissu-spécifique et d’une version du transactivateur largement
délétée dans le domaine VP16. Il faut souligner les travaux récents de Ginhoux et al (Ginhoux
et al., 2004) qui montrent que, chez la souris HHD, les épitopes reconnus sont localisés dans
la partie bactérienne du transactivateur. L’extension de ces travaux au tTS seul et au rtTA2°-
M2 serait particulierement intéressante. Des protocoles d’immunosuppression non spécifique
(CTLA4Ig, anti CD40 ligand) ou I’induction d’une tolérance vis-a-vis des épitopes identifies
sont des voies a explorer. Le développement d’autres modéles murins permettant d’étudier la

réponse immunitaire contre le transactivateur seraient également un outil précieux.

Le groupe de K.High a montré récemment I’apparition d’une réponse cellulaire contre la
capside de I’AAV-2 apres transfert dans le foie, dans le cadre d’un essai clinique sur des
patients hémophiles. Cette observation est d’autant plus importante qu’auparavant aucun essai
préclinique n’avait mentionné de réponse cellulaire contre le vecteur. Toutefois il faut garder
a I’esprit que cette complication n’a concerné qu’un seul patient, et méme si les mécanismes

mis en jeu sont pas élucidés, il faut considérer que I’AAV est un vecteur tres bien toléré. Le
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groupe de Jim Wilson a montré récemment (M.Rivera, 7°™ congrés annuel de la Société
Américaine de Thérapie Génique (ASGT), Minneapolis, Etats-Unis) qu’un vecteur AAV-2
injecté dans un muscle de macaques rhesus persistait pendant au moins 6 ans. De nouveaux
clones d’AAV sont évalués a I’heure actuelle en tant que vecteurs. Il faut souligner
I’importance des études de dissemination lors du développement de vecteurs dans des
modeles grands animaux, et considérer I’importance du modeéle primate dans ce cadre. Notre
premier article (Chenuaud et al., 2004b) constitue la premiére publication d’utilisation de
I’AAV-1 chez le primate. Cette évaluation s’est accompagnée d’une étude de dissémination
(Y.Cariou, travaux en cours). Si I’étude de la dissémination des vecteurs dans les organes, les
gonades et les fluides biologiques est une étude importante dans le cadre de la securité virale
(détection du transgene en PCR ou quantification des particules infectieuses dans le serum), il
faut également considérer I’étude de la dissémination dans les PBMC et les noeuds
lymphatiques, en rapport avec I’étude des phénomenes immunitaires. Si la transduction des
cellules dendritiques murines et humaines par I’AAV-2 a été étudiée, on ne connait pas le

pouvoir de transduction des autres sérotypes, et notamment du sérotype 1, sur ces cellules.

Le développement d’une anémie auto-immune remet en cause I’utilisation du muscle
comme organe sécréteur d’érythropoiétine, en tant que géne thérapeutique. Il faut souligner
gue nous ne I’utilisons pas en tant que tel et qu’il est inséré dans les vecteurs en tant que géne
rapporteur. Cette observation nécessite des travaux supplémentaires, puisqu’on ne sait pas si
ce phénomene est propre a I’Epo. Nous avons montré que les formes d’Epo sécrétées par le
muscle étaient différentes de I’Epo endogéne, méme s’il est difficile de préciser en quoi les
molécules different. On ne peut pas exclure que la réponse immune soit favorisée par les CPA
présentes localement, et il faudrait considérer I’importance de I’organe sécréteur aussi bien
sur la forme de la protéine produite (la rétine, organe normalement sécréteur d’Epo, produit
apparemment une protéine normale aprés transfert de géne) que I’orientation de la réponse
immunitaire. Il serait a ce titre extrémement intéressant d’étudier les formes d’Epo produites
par le foie apres transfert de géne (par IEF ou électrophorése en deux dimensions) et de

préciser si la surexpression induit les mémes phénomeénes.

Les applications du transfert de géne utilisant I’AAVr sont une suite de cas particuliers, ou
beaucoup de variables apparaissent, si bien qu’il est tres difficile de généraliser : sérotype
utilisé, nature et niveau d’expression du transgeéne, force et spécificité tissulaire du promoteur,

voie et mode d’administration, conditions de preparation et de purification des préparations
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virales, modeéle animal utilisé, variabilité individuelle dans les modéles gros animaux et
I’homme. L’AAV recombinant a été testé avec succes dans de nombreux protocoles pré-
cliniques et cliniques dans le foie, le muscle, le poumon (175 patients atteints de
mucoviscidose ont recu de I’AAV-CFTR, sans qu’aucun effet secondaire sérieux soit relié au
vecteur (Flotte, 2004b)) et il reste a I’heure actuelle un vecteur prometteur en transfert de

gene.
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CHENUAUD Pierre

TRANSFERT D’UN GENE RAPPORTEUR INDUCTIBLE
A L’AIDE D’ADENO-ASSOCIATED VIRUSES (AAV)
RECOMBINANTS DANS LE MUSCLE DE PRIMATE:
AVANCEES ET LIMITES ACTUELLES.

Résumé :

Les vecteurs dérivés des Adeno-Associated Virus (AAV) permettent un transfert de gene a
long terme in vivo et font figure de possibles applications cliniques. Dans cette optique, il faut
pouvoir réguler I’expression du géne transféré. Le systeme inductible Tet-On permet de
contréler I’expression du transgene grace a un inducteur (doxycycline). Les travaux réalisés
précedemment chez le primate montraient une expression du transgéne en [|’absence
d’inducteur et un réponse immune contre le transactivateur (Favre et al., 2002), aboutissant a
la perte de I’expression du transgene. Nous avons évalué une construction améliorée du
systeme de régulation dans le muscle squelettique de primate (macaque fascicularis), apres
transfert au moyen d’AAV recombinants de sérotypes 1 et 2. L’ADN complémentaire de
I’érythropoiétine homologue a été utilisé comme gene rapporteur. Si I’efficacité de la
régulation a été nettement améliorée, I’expression du transgéne ne persiste pas chez la quasi-
totalité des animaux. Mais surtout, I’érythropoiétine surexprimée par le muscle n’est pas
identique a la protéine endogene et sa sécrétion a forte dose peut induire une anémie auto-
immune Cette observation est unique en transfert de géne et doit susciter des questions quant
a la surexpression d’une protéine thérapeutique par un organe ectopique.
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