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Avant propos 

 
Ces travaux de thèse ont été démarrés dans l‘unité Inserm U948 de Biothérapies Hépatiques, 

dirigée par le Dr Nicolas Ferry pour être ensuite poursuivis dans l‘unité Inserm U1064, Centre 

de Recherche en Transplantation et Immunologie, dirigée par le Dr Ignacio Anegón. 
 

Le laboratoire de Biothérapies Hépatiques a mené de nombreux travaux de thérapie génique 

par transfert de gène in vivo et ex vivo pour le traitement des maladies métaboliques du foie. 

Ces projets ont été développés pour le traitement de la maladie modèle de Crigler Najjar de 

type I dans le modèle animal spontané du rat Gunn. Le transfert de gène était effectué via des 

vecteurs viraux dérivés des oncorétrovirus, des lentivirus et des virus associés aux adénovirus. 

Le Centre de Recherche en Transplantation et Immunologie a fortement contribué au 

développement de récents outils appliqués à la transgenèse pour l‘obtention de nouveaux 

modèles animaux pour la recherche biomédicale : les nucléases à doigts de zinc, les 

Transcription Activator-Like Effector nucléases et le système CRISPR/Cas9. 
 

Le travail de thèse présenté dans ce manuscrit s‘inscrit dans la dynamique de ces deux 

laboratoires.  

En contribuant au développement des nouvelles approches de thérapie génique ciblée, notre but 

a été de mettre au point une stratégie de correction génique dans le modèle du rat Gunn à partir 

d‘endonucléases artificielles vectorisées par des vecteurs viraux. En parallèle de ce projet pré-

clinique, nous avons également travaillé sur des aspects plus fondamentaux de vectorisation des 

nucléases. 
 

Nous présenterons en introduction dans ce manuscrit un état des lieux des approches de 

thérapie génique. Ensuite, nous développerons plus précisément les stratégies de thérapie 

génique ciblée et en particulier l‘utilisation de nucléases artificielles pour induire des cassures 

double brin de l‘ADN dont la réparation est employée pour de l‘édition de gène. Nous 

présenterons ainsi les principales familles de nucléases disponibles et les voies de réparation 

des cassures double brin de l‘ADN qui sont ici utilisées comme un outil thérapeutique à part 

entière. Enfin, nous expliquerons les possibles applications de ces stratégies à la thérapie 

génique des maladies métaboliques du foie, comme la maladie de Crigler Najjar de type I, 

étudiée grâce au modèle animal du rat Gunn.  

Nous présenterons dans un premier temps les résultats de mise au point d‘un vecteur lentiviral 

pour la vectorisation des nucléases à doigts de zinc. Nous développerons ensuite les résultats 

liés à la mise au point et à l‘application de notre stratégie de réparation génique in vivo chez le 

rat Gunn. 
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I- La thérapie génique  
 

La thérapie génique est une stratégie qui consiste à transférer un matériel génétique sous 

forme d‘acides nucléiques dans des cellules d‘un individu pour guérir une maladie ou 

améliorer l‘état clinique des patients. 

 

La thérapie génique regroupe une famille d‘approches thérapeutiques très récente en 

comparaison à d‘autres familles pharmaceutiques. Elle a été développée grâce aux avancées 

importantes dans les domaines de la génétique et de la biologie moléculaire du vingtième 

siècle (Wirth et al., 2013). Par exemple, l‘expérience de F. Griffith en 1928 est la première 

description d‘échange d‘information génétique entre deux types de souches de pneumocoques 

expliquant la transformation bactérienne (Griffith, 1928). Une autre découverte capitale est 

celle de la structure de l‘ADN sous la forme de la double hélice, décrite en 1953 par J. 

Watson et F. Crick, marquant un tournant dans la compréhension du support de l‘information 

génétique (Watson and Crick, 1953). 

 

La thérapie génique a initialement été envisagée pour traiter des maladies génétiques. Il 

s‘agit de l‘ensemble des maladies dues à une ou plusieurs anomalies génétiques : le but du 

traitement est de remplacer le gène muté. Dans un premier temps, les efforts se concentrent 

sur le traitement des maladies monogéniques, impliquant un seul gène muté, avant de pouvoir 

envisager le traitement de maladies causées par des mutations portées par plusieurs gènes, ou 

maladies polygéniques. 

Ces maladies sont très diverses et peuvent avoir différentes conséquences selon les gènes 

porteurs de l‘anomalie.  

Par exemple, dans le cas de la myopathie de Duchenne (OMIM#310200), la mutation 

génétique concerne une protéine structurelle du muscle : la dystrophine. La synthèse d‘une 

dystrophine anormale entraîne une destruction progressive du tissu musculaire et une 

diminution des capacités locomotrices. 

L‘anomalie peut aussi concerner des protéines enzymatiques ; les modifications sont alors 

d‘ordre fonctionnel. Pour la maladie de Crigler Najjar de type I (CNI, OMIM#218800), 

utilisée comme maladie modèle pour la stratégie de réparation génique mise au point dans ce 

travail de thèse, l‘enzyme concernée est totalement absente et la fonction qu‘elle réalise chez 

les individus sains n‘est plus assurée. 

Selon le type de maladie cible, deux stratégies sont envisageables. 
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Dans le cas de conséquences initialement structurelles, il est essentiel de cibler et de guérir 

les cellules présentant l‘anomalie, comme les cellules musculaires pour la myopathie de 

Duchenne.  

Au contraire, pour une anomalie fonctionnelle, il est possible de restaurer la fonction dans 

l‘organisme et de la faire réaliser soit par les cellules qui l‘assurent chez l‘individu sain, soit 

de façon ectopique, par un autre type cellulaire voire un autre organe. Par exemple, pour 

restaurer l‘expression de facteurs de la coagulation dans le traitement des hémophilies, il est 

possible de faire exprimer ces protéines plasmatiques par le foie, où ils sont naturellement 

exprimés, ou par le muscle (Brunetti-Pierri et al., 2012; H. Li et al., 2011; Nathwani et al., 

2011; Herzog et al., 1997; Dai et al., 1992). 

Des maladies acquises, comme les cancers ou l‘insuffisance hépatique, ou des maladies 

infectieuses comme le sida ou l‘hépatite C, peuvent aussi être traitées par thérapie génique. Il 

s‘agit alors principalement de bloquer la progression de la maladie en ciblant l‘agent 

infectieux ou des gènes impliqués dans la cancérogenèse, ou encore de déclencher la mort des 

cellules atteintes ou d‘induire une réponse immunitaire (RI). 
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I.I Trois modalités de transfert de gène 

 

La technique de transfert de gène la plus classique consiste à apporter un gène 

thérapeutique dans des cellules cibles : on parle de thérapie génique d‘addition. Des 

approches complémentaires plus récentes visent à modifier l'expression de gènes dans les 

tissus ciblés, voire à modifier des gènes et à corriger des mutations in situ.  

I-1.1 Thérapie génique d’addition  

 

La thérapie génique d‘addition consiste à apporter à l'organisme des acides nucléiques 

thérapeutiques. 

Le matériel transporté peut être de l‘ADN, sous forme d‘une cassette d‘expression 

contenant un promoteur, une séquence codante correspondant à la version sauvage de l‘ADN 

et des éléments de régulation, ou encore un promoteur et un ADN complémentaire (ADNc).  

Il est également possible de transporter un ARN messager (ARNm), ce qui permet 

d‘éviter la contrainte de l‘entrée dans le noyau des cellules cibles et accélère l‘obtention du 

produit du transgène.  

D‘autres approches reposent sur le transfert d‘oligonucléotides d‘ADN ou d‘ARN.  

De nouvelles stratégies visent à apporter directement une protéine plutôt que les acides 

nucléiques correspondants. Cette approche reste encore limitée à des études de modèles in 

vitro. Bien qu‘apparentée à du transfert de gène stricto sensu, il s‘agit de transfert de protéines 

(Cervera et al., 2013; X. Zhang et al., 2011). 

 

Le premier essai clinique de thérapie génique officiellement approuvé, démarré en 1989 

par l‘équipe de S.A. Rosenberg, a consisté en une addition de gène ex vivo dans des 

lymphocytes infiltrants des tumeurs avec un gène rapporteur (Rosenberg et al., 1990). 

Ensuite, le premier essai dans le cadre du traitement d‘une maladie génétique a été conduit 

par les docteurs W.F. Anderson, M. Blaese et K. Culver et date du début des années 1990 

(Kohn et al., 1998). Il visait à restaurer l'expression du gène muté dans une maladie génétique 

héréditaire du système immunitaire, le Déficit Immunitaire Combiné Sévère dû à un déficit en 

Adénosine Désaminase (ADA-SCID, OMIM#102700). 

Un des premiers essais cliniques à avoir démontré un succès de la thérapie génique par 

transfert de gène est celui dit des "bébés bulles", mené par l'équipe des professeurs A. Fisher 

et M. Cavazzana-Calvo, chez des patients atteints de Déficit Immunitaire Combiné Sévère lié 

à l'X (SCIDX1, OMIM#300400) (Fischer et al., 2010). 
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La thérapie génique d‘addition est aussi utilisée pour des maladies infectieuses, comme le 

sida, ou des maladies acquises, comme les cancers. On peut ainsi transférer un "gène 

suicide‖dans les cellules cancéreuses, conduisant à leur mort par apoptose, un gène stimulant 

la RI contre la tumeur, ou encore un anti-oncogène (C. Zhang et al., 2011; Prieto et al., 2004; 

Vassaux and Martin-Duque, 2004; Ferry, 2003).  

I-1.2 Modification de l’expression génique 

 

 L‘augmentation ou la diminution de l'expression d'un gène peut être une cause de 

maladie. Par exemple, certains micro ARN naturels (miR) peuvent être surexprimés lors de 

cancers, ou l‘expression de gènes peut être dérégulée en cas d‘anomalies chromosomiques 

telles que des trisomies. Les miR sont de courts ARN simple brin (sb) endogènes qui jouent 

un rôle dans la régulation de l‘expression génique par interférence avec des ARNm.  

 

La modification de l‘expression génique, en modulant le niveau de l‘expression d‘un gène 

représente une stratégie thérapeutique adaptée à ces maladies. Cela peut consister à 

augmenter, diminuer ou inhiber complètement l‘expression d‘un gène dès sa transcription de 

l‘ADN en ARNm, ou lors de sa traduction, de l‘ARNm à la protéine.  

 

L'interférence à ARN utilise des petites molécules d'ARN qui se fixent sur des ARNm par 

complémentarité et réduisent ou empêchent leur traduction. Ces molécules sont soit des miR, 

soit des petits ARN interférants (small interfering RNA, siRNA) ou des petits ARN en épingle 

à cheveux (small hairpin RNA, shRNA) qui sont leurs équivalents synthétiques (Angaji et al., 

2010).  

Des shRNA ont été utilisés dans un modèle murin de trisomie 21 (OMIM#190685), ou 

syndrome de Down, pour restaurer une expression physiologique de Dyrk1A (Altafaj et al., 

2013). Cette stratégie a permis d‘améliorer le phénotype des souris trisomiques.  

Dans le déficit en alpha-1-anti-trypsine (Déficit en A1AT, OMIM# 613490), il peut y 

avoir surexpression d‘une isoforme toxique de l‘enzyme. La réduction de son expression par 

Knock-Down (KD) grâce à des miR permet d‘améliorer le phénotype de modèles animaux 

(Mueller et al., 2012; C. Li et al., 2011). Enfin, l‘augmentation de l‘expression de certains 

gènes peut améliorer un phénotype pathologique comme évoqué ci-dessous dans l‘ischémie 

des membres inférieurs. 

http://www.omim.org/613490
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Ces petits ARN peuvent également être dirigés contre des miR, on parle alors d‘éponges à 

ARN (Brown and Naldini, 2009). Des phénotypes cancéreux sont parfois associés à une 

surexpression de miR, l‘interférence avec ces molécules pourrait donc être une nouvelle 

stratégie thérapeutique (Gentner et al., 2009). 

 

Il est possible d'utiliser des molécules se fixant directement sur l'ADN par le même 

principe, en modifiant l'expression génique dès la transcription.  

Ainsi, les oligonucléotides formant des triplex (OFT, ou Triplex Forming 

Oligonucleotides, TFO), forment une structure en triple hélice avec l‘ADN cellulaire, qui peut 

par exemple empêcher l'expression du gène ciblé (Besch et al., 2004; Guntaka et al., 2003). 

Enfin, il est possible d'utiliser des protéines avec un domaine de fixation spécifique d'une 

région donnée du génome et de moduler l'expression d'un gène par l'association à des 

domaines protéiques catalytiques. Les méthyl-transférases, les acétyl-transférases ou les 

facteurs de transcription, associés à des domaines de fixation de l‘ADN tels que des TFO ou 

des doigts de zinc (zinc finger, ZF), font quant à eux varier le niveau d'expression (F. Zhang et 

al., 2011; Meister et al., 2009; Carroll, 2008; F. Li et al., 2007; Minczuk et al., 2006; Xie et 

al., 2006; Reynolds et al., 2003a). Sangamo BioSciences Inc. a été la première compagnie à 

travailler sur les ZFs : leurs premiers travaux ont consisté à mettre au point un répresseur de 

l'oncogène p190-brc-abl (Choo et al., 1994). Une stratégie de répression de la transcription, 

en ciblant le promoteur de certains gènes, peut être envisagée comme cela a été fait pour le 

virus de l'immunodéficience humaine (VIH) : cela a permis de réduire son niveau de 

réplication (Segal et al., 2004; Reynolds et al., 2003b). 

Il est aussi possible d‘utiliser un domaine activateur de la transcription. Par exemple, 

l‘utilisation de ZFs associés à un domaine activateur de la transcription pour cibler le gène 

codant le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (FCEV, ou Vascular endothelial 

growth factor, VEGF) a permis d‘améliorer la circulation sanguine dans des modèles animaux 

d‘ischémie des membres inférieurs (Y. Li et al., 2007; Yu et al., 2006; Klug, 2005; Dai et al., 

2004).  

 

La modification de l‘expression génique peut aussi consister en la restauration de 

l‘expression d‘une protéine tronquée mais fonctionnelle. 

Ainsi, pour la myopathie de Duchenne, le saut d'exon utilisant des oligonucléotides 

complémentaires de la région mutée permet de s'affranchir de la mutation lors de la 

maturation de l‘ARNm. Il est alors possible de conserver un cadre de lecture permettant 
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d‘aboutir à la synthèse d‘une protéine fonctionnelle. L‘expression d‘une protéine tronquée, 

par rapport à la dystrophine des individus sains, permet de restaurer la fonction musculaire. Il 

a été démontré que cette stratégie entraîne une amélioration clinique dans des modèles 

animaux (Aartsma-Rus et al., 2010; Nakamura and Takeda, 2009). Cela a conduit à la mise en 

place d‘essais qui ont démontré les bénéfices cliniques de ces approches chez des patients 

(Koo and Wood, 2013; Cirak et al., 2011; Kinali et al., 2009). 

I-1.3 Modification d’un gène in situ 

 

La modification d‘un gène in situ peut viser à inactiver un gène, à réparer une mutation, 

ou à réaliser l‘insertion ciblée (Knock-In, KI) d‘une construction thérapeutique. 

 

Des nucléases artificielles, les méganucléases, les nucléases à doigts de zinc (Zinc Finger 

Nucleases, ZFNs), les Transcription Activator-Like Effectors Nucleases (TALE nucléases), ou 

le système clustered regularly interspaced short palindromic repeats associated Cas9 

(CRISPR/Cas9), coupent l'ADN au niveau de leur séquence cible, inhibant l'expression du 

gène correspondant. La modification in situ du gène ciblé peut ainsi viser son inactivation par 

Knock-Out (KO) ou par délétion d‘un fragment de chromosome lors de l‘utilisation de deux 

nucléases. Il serait par exemple possible d‘utiliser ces nucléases pour inhiber l‘expression de 

la forme toxique de l‘enzyme mutée dans le déficit en A1AT comme cité ci-dessus.  

 

Lorsqu'une mutation est responsable d'une maladie, la stratégie la plus physiologique 

pourrait être de la corriger in situ, ce qui correspondrait à un traitement étiologique. 

Cependant, aucune stratégie de thérapie génique n'a encore été capable de faire disparaître 

l‘anomalie génétique responsable d‘une maladie. La correction d‘une mutation in situ, ou 

réparation génique, est la stratégie utilisée dans ce travail de thèse dans le contexte du 

traitement des maladies héréditaires du foie. Cette approche a été appliquée à la maladie 

modèle de CNI.  

En apportant une version corrigée d'un gène, la cellule cible peut spontanément l'intégrer à 

la place de la région mutée par recombinaison homologue (RH). De même, une construction 

entourée de régions d‘homologie à un locus donné peut y être intégrée spécifiquement. La RH 

est un système de réparation de l'ADN qui, lorsqu'une cassure double brin (CDB) de l'ADN 

est détectée, permet de la réparer grâce à une matrice d'ADN servant de modèle à la réparation 

si elle est entourée de régions d‘homologie à la région endommagée. Cette séquence peut être 
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endogène, une chromatide sœur pouvant servir de matrice de réparation, ou exogène, comme 

un transgène (Miller et al., 2011; Miller et al., 2006; Russell and Hirata, 1998). La fréquence 

spontanée de la RH, de 10
-6

, est insuffisante pour obtenir un effet thérapeutique pour de 

nombreuses maladies. Elle ne peut avoir une efficacité thérapeutique que dans des modèles de 

maladies dans lesquels les cellules corrigées présentent un avantage sélectif (Paulk et al., 

2012, 2010).  

Cependant, la récente utilisation de nucléases artificielles, induisant une CDB dans un locus 

ciblé, augmente la fréquence de ces réparations et offre la possibilité d'addition d'un gène 

fonctionnel dans un site donné du génome, voire la correction in situ d‘une mutation (Porteus, 

2006; Porteus and Carroll, 2005). Les nucléases artificielles sont donc aussi utilisées pour la 

modification de gènes in situ pour une réparation génique ou un KI thérapeutique en utilisant 

la RH pour réparer des cassures induites par des ZFNS (Carroll, 2011; Chen et al., 2011; 

Lombardo et al., 2011; Rahman et al., 2011; Radecke et al., 2010; Carroll, 2008), des TALE 

nucléases (Clark et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Mussolino et al., 2011; Li et al., 2010) ou 

le système CRISPR/Cas9 (Cho et al., 2013; Mussolino and Cathomen, 2013; Jinek et al., 

2012). Les ZFNs permettent par exemple d'augmenter la fréquence de la RH au niveau de leur 

cible jusqu‘à cinq mille fois en réalisant une CDB (Klug, 2010). Elles permettent également 

l‘insertion ciblée d‘une construction par capture d‘un donneur lors d‘évènements de ligature 

d‘extrémités non homologues (non homologous end joining, NHEJ). De plus, leur spécificité 

permet d'assurer que ces évènements n‘aient lieu que dans un locus unique du génome.  
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I-2 Voies de transfert de gène : stratégies ex vivo et in vivo 

 

Pour envisager des applications cliniques, les acides nucléiques thérapeutiques doivent 

parvenir jusqu‘aux cellules cibles sans être dégradés, et en quantité suffisante pour obtenir un 

effet thérapeutique. Deux stratégies complémentaires peuvent alors être utilisées : le transfert 

de gène ex vivo ou in vivo.  

Il est possible de prélever les cellules cibles et de les modifier génétiquement lors d‘étapes 

in vitro en laboratoire avant leur transplantation au patient : c‘est le cas des approches ex vivo. 

Au contraire, dans les approches in vivo, les acides nucléiques thérapeutiques peuvent être 

apportés directement à l‘organisme du patient sans étape préalable in vitro.  

 

Le choix entre ces deux possibilités dépend notamment de l‘organe à atteindre. Ainsi, il 

est plus simple de récupérer des cellules circulantes du sang et de les modifier ex vivo que de 

récupérer des hépatocytes.  

 Dans le cas des stratégies ex vivo, les cellules à traiter sont prélevées chez le patient ou 

chez un donneur. Les cellules sont mises en culture afin de permettre le transfert de gène in 

vitro.  

Les cellules contenant le gène thérapeutique et l'exprimant correctement peuvent être 

sélectionnées. Il est possible d‘ajouter un gène rapporteur pour ne transplanter que les cellules 

transduites : cela a été mis en évidence lors de la transduction de cellules hématopoïétiques 

progénitrices avec le gène marqueur du récepteur au facteur de croissance nerveuse (FCN ou 

Nerve Growth Factor, NGF) tronqué (Bonini et al., 2003). Cette stratégie permet d‘augmenter 

le niveau d‘efficacité du traitement en n‘amplifiant et/ou en ne transplantant que des cellules 

transduites. 

Actuellement, les essais cliniques ex vivo concernent surtout les cellules du sang ou de la 

moelle osseuse, dont les protocoles de prélèvement et de culture sont bien établis (Cavazzana-

Calvo et al., 2010; Cartier et al., 2009).  

Malgré des techniques de prélèvement plus invasives, il est également possible 

d'envisager des approches ex vivo pour d'autres organes. Par exemple, il est possible de 

prélever des hépatocytes par perfusion du foie, de réaliser le transfert de gène sur ces cellules 

alors qualifiées de primaires, et de les transplanter chez les patients (Dagher et al., 2009; 

Nguyen et al., 2009; Parouchev et al., 2006).  

L‘approche ex vivo permet également de ne modifier que les cellules prélevées : cela 

limite les risques de dissémination et d‘effet délétère sur des organes non ciblés.  
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Pour les approches in vivo, le gène thérapeutique est apporté directement à l'organisme du 

patient, le plus souvent par injection. Il peut être injecté dans le sang, administré dans les 

voies respiratoires, ou directement dans le tissu cible comme dans le muscle ou dans le 

système nerveux par exemple.  

Toutes les techniques d'administration sont envisageables et à adapter à l'organe et à la 

maladie ciblés. Néanmoins, selon la technique choisie, il peut y avoir un risque plus ou moins 

important de dissémination. Le choix du mode d‘administration est donc déterminant : il doit 

permettre l‘apport de l‘ADN thérapeutique dans l‘organe cible en limitant au maximum sa 

dissémination à d‘autres organes pour limiter les effets secondaires. 

Par exemple, pour la mucoviscidose, des administrations sous forme d‘aérosol ont été 

réalisées pour accéder plus facilement aux cellules à corriger dans les voies respiratoires 

(Alton et al., 2013; Bellon et al., 1997). 

Pour des maladies du foie, il est possible d‘injecter les gènes thérapeutiques dans un foie 

isolé, parfois associé à une injection sous hyperpression pour cibler au mieux l‘organe 

(Brunetti-Pierri et al., 2012; Kinoshita et al., 2010; Schmitt et al., 2010a; Kamimura et al., 

2009). Un exemple d‘injection en foie isolé de vecteurs adénoviraux est présenté en annexe 

(Schmitt et al., ). Il s‘agit d‘un travail réalisé par notre équipe en collaboration avec l‘équipe 

de N. Brunetti. 
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I-3 Vecteurs de thérapie génique 

 

Afin d'apporter les gènes thérapeutiques aux cellules cibles, il est nécessaire d'utiliser des 

outils pour transporter les acides nucléiques, supports de cette information. Ces outils sont 

appelés vecteurs. Ils sont habituellement classés en deux grandes catégories : les vecteurs non 

viraux et les vecteurs viraux.  

I-3.1 Transfert de gène à l’aide de vecteurs non viraux ou de méthodes 

physiques  

 

 

Figure 1 : Transfert d‘ADN nu ou d‘ADN complexé à des vecteurs synthétiques : de l‘ADN 

thérapeutique à son arrivée au noyau des cellules cibles. D‘après (W. Wang et al., 2013). 

 

L'ADN peut être injecté tel quel pour réaliser une transfection de cellules, on parle alors 

d‘ADN nu, ou d‘ADN plasmidique s‘il s‘agit d‘une forme circulaire.  

On appelle transfection l'ensemble des mécanismes conduisant à l'introduction d‘acides 

nucléiques et à leur expression dans les cellules à traiter en l‘absence de vecteurs viraux.  

Cependant, l'ADN nu ne franchit pas efficacement les barrières naturelles et est dégradé 

dans l‘organisme. En effet, préalablement à l‘expression dans les cellules cibles, les acides 

nucléiques thérapeutiques doivent résister au passage par la circulation sanguine, éviter une 

internalisation par les cellules du système réticulo-endothélial, passer les matrices 
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extracellulaires et la membrane plasmique, être libérés dans le cytoplasme après passage 

éventuel par les compartiments endosomaux et parvenir jusqu‘au noyau (figure 1).  

 

Pour pallier ces inconvénients, des vecteurs synthétiques ont été mis au point. Il s'agit 

majoritairement de lipides cationiques ou de polymères cationiques (figures 1 et 2, tableau 1) 

(W. Wang et al., 2013; Pichon et al., 2010). Ils permettent de complexer l'ADN à des 

molécules pour former respectivement des lipoplexes ou des polyplexes qui facilitent le 

passage de ces obstacles.  

Les lipides cationiques, ou liposomes, contiennent une tête hydrophile, un peptide de 

liaison et une queue hydrophobe. Les lipoplexes sont formés par mélange de ces lipides avec 

l‘ADN, via des interactions électrostatiques. 

Les polymères cationiques comportent de nombreuses fonctions amines qui peuvent se 

charger positivement dans un environnement au pH neutre. La formation des complexes se 

fait également via des interactions électrostatiques. 

 

Figure 2 : Lipides cationiques et polymères 

cationiques : vecteurs synthétiques de thérapie 

génique. D‘après (Pichon et al., 2010).  

 

L‘ADN ainsi complexé doit être apporté 

jusqu‘aux cellules en quantité suffisante. Ces 

agents doivent également protéger l'ADN de la 

dégradation avant qu‘il n‘atteigne le noyau des cellules ciblées. Lorsque cela est possible, le 

transport de l‘ADN thérapeutique est orienté vers ces cellules cibles.  

 

La membrane plasmique et les acides nucléiques étant chargés négativement, il est 

nécessaire de neutraliser la répulsion entre ces deux éléments. Les complexes sont chargés 

positivement, cela permet de présenter une structure portant des charges positives facilitant 

l‘endocytose. Les complexes permettent également une condensation des acides nucléiques, 

limitant la taille des particules à transférer et l‘accès des nucléases. 

Si un passage par les endosomes a lieu, il est possible d‘en influencer le pH pour en 

favoriser la rupture et faciliter ainsi la libération des molécules thérapeutiques dans le 

cytoplasme. 



 - 13 - 

L‘étape suivante consiste à passer l‘enveloppe nucléaire. Il est parfois décrit que les 

lipides ou les polymères cationiques peuvent encore être sous forme de complexes lors de 

cette étape. Cela permet d‘éviter la dégradation par les nucléases cytoplasmiques. 

 

 

Tableau 1 : Méthodes physiques et chimiques de transfert de gène : résumé des principaux avantages 

et inconvénients. D‘après (W. Wang et al., 2013) 

 

Afin d‘améliorer l‘efficacité du transfert, des techniques physiques utilisées seules ou en 

complément des techniques précédemment décrites ont été mises au point (tableau 1).  

De l‘ADN nu peut être injecté in vivo avec une aiguille, pour un transfert de gène dans le 

muscle par exemple (Danko et al., 1997).  

L‘ADN nu peut être injecté en hyperpression pour forcer son extravasation vers les tissus 

cibles. Ainsi, des études ont été faites avec des injections intraveineuses (iv) dans la veine de 

la queue de souris. Grâce à sa vascularisation particulière, le foie peut ainsi être transfecté 

préférentiellement (Sebestyén et al., 2006; Kobayashi et al., 2001; Zhang et al., 1999). 

Cependant, ce type d‘approche est peu envisageable en clinique et reste donc réservé à des 

étapes précliniques. 

La méthode du ―pistolet à gènes‖(gene gun) consiste à injecter de l‘ADN complexé avec 

des petites particules métalliques, le plus souvent en or (Chang et al., 2008; Kuriyama et al., 

2000).  
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L‘électroporation utilise du courant électrique pour générer des pores dans la membrane 

plasmique, voire également dans la membrane nucléaire par nucléofection (Park et al., 2013).  

La sonoporation remplace le courant électrique par des ultra-sons (Liao et al., 2012; Hauff 

et al., 2005). 

Un massage du foie a également permis d‘améliorer un transfert de gène après injection iv 

(Liu et al., 2004). 

 

L‘utilisation de vecteurs synthétiques est suffisante in vitro pour transfecter des cellules en 

culture ou mettre en place des modèles animaux de petite taille comme la souris (Cany et al., 

2011). La préparation de ces vecteurs est assez facile à mettre au point en comparaison avec 

les vecteurs viraux décrits par la suite. Le coût de fabrication des vecteurs synthétiques est 

moindre et ils ne présentent pas les mêmes limites d‘encapsidation ou de biosécurité. 

Ces vecteurs peuvent être associés à des molécules pour un meilleur ciblage d‘une 

population cellulaire donnée. Ainsi le galactose et le lactose, le folate, et le peptide MC1SP 

permettent d‘améliorer le ciblage d‘hépatocytes, de cellules porteuses du récepteur au folate et 

des mélanocytes respectivement (Ong et al., 2013; Urbiola et al., 2013; Durymanov et al., 

2012; Oishi et al., 2007). 

Cependant, l‘efficacité de transfection et d‘expression des transgènes de ces systèmes de 

vectorisation non virale restent faibles in vivo pour des applications de thérapie génique à des 

modèles de gros animaux ou en phase clinique chez l'homme (Viola et al., 2010). L‘utilisation 

d‘une autre catégorie d‘agents est alors nécessaire à ces applications : il s‘agit des vecteurs 

viraux. 

I-3.2 Les vecteurs viraux 

 

Le détournement des agents infectieux naturels que sont les virus pour en faire des 

vecteurs de transfert de gène est une voie privilégiée de thérapie génique (Bouard et al., 2009; 

Howarth et al., 2010; Kay et al., 2001; Vannucci et al., 2013). Leur capacité naturelle à 

infecter des cellules est utilisée pour y apporter du matériel génétique qui s'y exprime.  

On appelle transduction l'ensemble des mécanismes conduisant à l'introduction du vecteur 

viral et à l'expression du transgène dans les cellules à traiter.  

Pour permettre leur utilisation thérapeutique, différentes générations de vecteurs ont été 

conçues en retirant un maximum des gènes impliqués dans la pathogénicité du virus sauvage 

(figure 3). En parallèle, les gènes essentiels pour l'entrée dans la cellule et à l'expression du 
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transgène doivent être conservés. On qualifie ces virus modifiés de virus ou de vecteurs 

recombinants.  

 

 Plusieurs familles de virus ont été modifiées pour créer des vecteurs viraux aux 

caractéristiques variées utilisables en thérapie génique. Parmi les plus utilisés, on retrouve les 

vecteurs oncorétroviraux, lentiviraux (vecteurs LV ou LVr), adénoviraux (vecteurs Ad ou 

AdR) et les virus associés aux adénovirus recombinants (vecteurs AAV ou AAVr) dont les 

principales propriétés sont résumées dans le tableau 2. Dans ce manuscrit, seuls seront 

développés les exemples des vecteurs lentiviraux et des AAVr, utilisés comme vecteurs dans 

ce travail de thèse. 

 

Figure 3 : Du virus sauvage au vecteur viral de thérapie génique.  

D'après (Bouard et al., 2009). 

 

 

 

Tableau 2 : Propriétés des principales familles de virus utilisés comme vecteurs en thérapie génique. 

D'après (Bouard et al., 2009). 
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I-3.2.1 Les vecteurs lentiviraux 

Lentivirus sauvages 

 

Les lentivirus appartiennent au genre des Lentivirinae et font partie de la famille des 

Retroviridae, qui sont des virus à ARN positif, enveloppés, possédant une rétrotranscriptase 

(Sakuma et al., 2012; Pluta and Kacprzak, 2009). D'une taille d'environ 100 nm de diamètre, 

ils possèdent un génome diploïde, constitué de deux molécules d‘ARN positif 

monocaténaires.  

Le génome du VIH-1 contient neuf cadres de lecture ouverts (open reading frame, ORF) 

dont Gag, Pol et Env communs aux rétrovirus (figure 4). La région Gag code les antigènes de 

la capside, et Pol code des enzymes parmi lesquelles une ADN polymérase ARN dépendante, 

l‘intégrase et la rétrotranscriptase, ainsi qu‘une protéase essentielle pour cliver les protéines 

Gag et Gag-Pol. La région Env code les glycoprotéines d‘enveloppe. La protéine d‘enveloppe 

initialement obtenue, la Gp160, est clivée en Gp120 et Gp41 qui sont présentes dans 

l‘enveloppe des virions. 

En plus de ces trois ORFs communs aux Retroviridae, les lentivirus possèdent des gènes 

de régulation de l‘expression de gènes cellulaires et viraux : Tat, Rev, et des protéines 

accessoires : Vif, Vpr et Vpu et Nef. Tat active la transcription des gènes viraux. Rev est 

essentielle pour le transport post-transcriptionnel des ARNm viraux partiellement ou non 

épissés vers le cytoplasme.  

Les régions riches en purine, appelées central polypurine tract (cPPT) et polypurine tract 

(PPT), sont des zones d‘amorces d‘ARN pour initier la synthèse de l‘ADNc par la 

rétrotranscriptase virale ; elles interviennent dans l‘encapsidation. 

L‘expression des gènes des lentivirus est contrôlée par des activateurs de promoteurs 

puissants encadrant les régions codantes : les Long Terminal Repeat sequences (LTRs) 5‘ et 

3‘. Ils sont composés des régions uniques U3 et U5 entourant une région de séquences 

répétées (R). Ceux-ci jouent un rôle dans la rétrotranscription, l‘intégration de l‘ADNc dans le 

génome des cellules hôtes et la transcription. 

Un signal d‘empaquetage Psi (Ψ) est situé entre le LTR 5‘ et le gène gag.  
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Figure 4 : Du lentivirus sauvage au lentivirus recombinant : comparaison des génomes  

D‘après (Pluta and Kacprzak, 2009).  

 

Le cycle de réplication des lentivirus commence par l‘entrée dans la cellule par 

l‘intermédiaire de récepteurs reconnaissant les protéines d‘enveloppe (figure 5, A). 

L‘enveloppe du virus et la membrane plasmique de la cellule cible fusionnent alors (B) et 

conduisent à la libération de l‘ARN viral dans le cytoplasme. Le cycle se poursuit par la 

rétrotranscription du génome viral, soit la formation d'ADN double brin (db) à partir de l'ARN 

viral (C). L‘ADNc est ensuite importé dans le noyau et intégré au génome sous forme d‘un 

provirus grâce à l‘intégrase virale (D et E). L‘intégration permet, comme pour les gènes 

cellulaires, la transcription du provirus (F) en ARNm et en ARN viraux nécessaires à la 

formation de nouvelles particules infectieuses. Le provirus possède ses propres éléments de 

régulation de la transcription et utilise la machinerie de transcription de la cellule hôte. Les 

ARNm viraux obtenus sont exportés dans le cytoplasme où ils sont traduits ou encapsidés (G). 

Cela permet l‘assemblage des nouvelles particules virales avant leur bourgeonnement à partir 

de la membrane plasmique et leur maturation, puis, l‘infection de nouvelles cellules cibles (H, 

I et J). Les oncorétrovirus ne peuvent pas entrer dans le noyau en dehors de la mitose lorsque 

celui-ci est désorganisé. A l‘inverse, les lentivirus ont l‘avantage de pouvoir infecter aussi 

bien des cellules mitotiquement quiescentes que des cellules en division.  
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Figure 5 : Schéma du cycle de réplication des lentivirus sauvages. D‘après (Pluta and Kacprzak, 

2009). 

Caractéristiques des lentivirus recombinants 

 

Les vecteurs lentiviraux sont dérivés de virus sauvages de différentes espèces comme les 

virus : de l‘immunodéficience simienne (SIV) (Mangeot et al., 2002; Nègre et al., 2002; 

Gilbert and Wong-Staal, 2001), de l‘immunodéficience féline (FIV) (Loewen et al., 2004, 

2003a; Wang et al., 1999; Poeschla et al., 1998), de l‘immunodéficience bovine (BIV) 

(Matukonis et al., 2002; Berkowitz et al., 2001), de l‘arthrite-encéphalite caprine (CAEV) 

(Olsen, 2001; Mselli-Lakhal et al., 2000), de l‘anémie infectieuse équine (EIAV) (Olsen, 

2001, 1998), de la maladie de Jembrana (JDV) (Metharom et al., 2000), de Maedi-Visna 

(MVV) ou les VIH de types I et II (Pluta and Kacprzak, 2009; Condiotti et al., 2004; Olsen, 

1998). Les formes sauvages de ces virus sont à l‘origine de maladies chez les espèces hôtes. 

La majorité des projets de thérapie génique utilisant les vecteurs LV sont conduits avec des 

vecteurs dérivés du VIH-I. 
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Pour faire de virus sauvages des outils thérapeutiques, leurs gènes responsables de la 

réplication sont retirés. Les gènes permettant l'entrée dans la cellule cible, la 

rétrotranscription, son entrée dans le noyau et son intégration sont conservés. Ainsi, le vecteur 

n‘effectue qu‘une partie du cycle des virus sauvages : il entre dans la cellule cible, la 

rétrotranscription a lieu et l'ADN codant le transgène est transcrit puis traduit. Il n‘y a pas de 

formation de nouvelles particules qui permettrait la poursuite de l‘infection lors d‘un cycle 

lytique de virus sauvage.  

 

Capables de transduire des cellules mitotiquement quiescentes, la popularité des lentivirus 

a augmenté grâce à cet avantage par rapport aux vecteurs oncorétroviraux. Ils offrent ainsi de 

nouvelles possibilités pour la transduction d‘hépatocytes adultes, de neurones ou de 

lymphocytes non activés par exemple (Dagher et al., 2009; Zufferey et al., 1997; Naldini et 

al., 1996a).  

Ils peuvent transporter des constructions allant jusqu‘à 7 à 8 kb, voire 9 à 10 kb avec des 

titres réduits. Ils sont capables d‘encapsider une grande diversité de constructions : des 

cassettes d‘expression, des constructions bidirectionnelles à plusieurs cassettes, des éléments 

de régulation, des shARN ou encore des séquences cibles de miR (Hutson et al., 2013; Koldej 

et al., 2013; Pichard et al., 2012; Schmitt et al., 2010b; Kordower et al., 2000). 

Contrairement aux vecteurs oncorétroviraux, les vecteurs LV ont tendance à s‘intégrer 

dans des régions actives du génome, mais non préférentiellement dans des sites d‘initiation de 

la transcription. Ces caractéristiques seraient associées à une moindre génotoxicité (Mitchell 

et al., 2004; Wu et al., 2003; Schröder et al., 2002). Néanmoins, des études au cas par cas 

sont nécessaires, telles que celles réalisées pour les essais cliniques, car l‘intégration dépend 

notamment de la construction et de la dose de vecteur employées (Charrier et al., 2011).  

Les vecteurs utilisés actuellement sont dits Self-INactivated (SIN) ou ΔU3 car la région 

LTR 3‘ est délétée des séquences activatrices (Iwakuma et al., 1999; Zufferey et al., 1998). 

Lors de la rétrotranscription, cette délétion est dupliquée dans le LTR5‘ et conduit à 

l‘inactivation des deux LTRs. Cela limite les effets du vecteur sur l‘environnement 

génomique et réduit ainsi les risques de mutagenèse insertionnelle comme démontré lors 

d‘une comparaison de vecteurs LV avec et sans délétion ΔU3 (Bokhoven et al., 2009). 

Par opposition aux vecteurs oncorétroviraux, les vecteurs LV présentent un risque de 

tumorigenèse réduit (Montini et al., 2006; Woods et al., 2006). Ainsi, dans un modèle de 

souris développant des tumeurs, les vecteurs LV n‘ont pas été impliqués dans une accélération 

de la tumorigenèse contrairement aux vecteurs oncorétroviraux (Woods et al., 2006). De plus, 
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une étude in vitro a montré que leur capacité à transformer des cellules hématopoïétiques 

primaires était trois fois plus faible que celle des vecteurs gammarétroviraux (Modlich et al., 

2009). Dans un modèle de transplantations sériées d‘hépatocytes après l‘injection de vecteurs 

lentiviraux in vivo, seul un développement polyclonal des hépatocytes transduits a été observé 

dans un contexte favorable à la prolifération (Rittelmeyer et al., 2013). Aucune association à 

une tumorigenèse n‘a été mise en évidence. 

La séquence élément régulateur post-transcriptionnel du virus de l'hépatite de la marmotte 

(woodchuck post-responsive element, WPRE) a été ajoutée aux vecteurs pour améliorer le 

niveau d‘expression du transgène en augmentant la quantité d‘ARNm et son export dans le 

cytoplasme (Zufferey et al., 1999). 

Enfin, le pseudotypage de ces vecteurs, par l‘intégration de molécules de ciblage dans leur 

enveloppe, a permis d‘augmenter l‘efficacité de transduction de certains types cellulaires. La 

plupart des vecteurs possèdent comme protéine d‘enveloppe la glycoprotéine du virus de la 

stomatite vésiculaire (VSV-G) en raison de la grande stabilité qu‘elle confère aux virions, des 

titres élevés obtenus et d‘un large spectre de cellules hôtes présentant des récepteurs à cette 

protéine (Akkina et al., 1996; Naldini et al., 1996b; Reiser et al., 1996). De plus, des 

protéines d‘enveloppe du virus de l‘hépatite C permettent le ciblage des hépatocytes, et celles 

du virus de la rougeole permettent de transduire des lymphocytes quiescents alors que seuls 

des lymphocytes activés pouvaient l‘être avec des virus pseudotypés VSV-G (Bischof and 

Cornetta, 2010; Frecha et al., 2010, 2008a, 2008b).  

La production de LVr permet l‘assemblage de particules virales enveloppées contenant les 

protéines non structurales du virus et un génome contenant les acides nucléiques 

thérapeutiques sous forme d‘ARN (Salmon and Trono, 2006). La particule ainsi produite est 

libérée dans le surnageant après bourgeonnement. Des titres de 10
6
 à 10

8
 unités de 

transduction par mL (TU/mL) sont souvent obtenus dans le surnageant brut. Ils peuvent être 

utilisés tels quels pour des applications in vitro, mais ils requièrent le plus souvent une étape 

de concentration pour les utilisations in vivo.  

 

Récemment, une nouvelle génération de lentivirus recombinants a été mise au point : les 

vecteurs lentiviraux déficients pour l'intégration (Integration Deficient Lentiviral Vectors, 

IDLVs) (figure 6) (Banasik and McCray, 2010; Wanisch and Yáñez-Muñoz, 2009; Sarkis et 

al., 2008). Pour certaines applications de thérapie génique, ils permettent d'augmenter la 

biosécurité des vecteurs LV, en réduisant notamment les inconvénients de l‘intégration 
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comme le risque de mutagenèse insertionnelle. L‘intégration résiduelle est trois à quatre logs 

moins fréquente que celle des vecteurs intégratifs (Leavitt et al., 1996).  

.  

 

Figure 6 : Comparaison des vecteurs lentiviraux intégratifs et déficients pour l‘intégration  

D‘après (Wanisch and Yáñez-Muñoz, 2009). 

 

Il existe deux classes de mutations de l‘intégrase : la classe I qui laisse persister une 

synthèse d‘ADN normale mais qui empêche l‘intégration et conduit à l‘accumulation de 

formes épisomales contenant un ou deux LTR dans le noyau, et la classe II qui affecte 

également d‘autres aspects du cycle viral (Engelman, 1999). La mutation la plus répandue est 

la D64V : c‘est une mutation ponctuelle dans le domaine catalytique inhibant l‘expression de 

l‘intégrase.  

Il a été également démontré qu‘une mutation de la région contenant les sites 

d‘attachement att des LTRs peut conduire à la production d‘IDLVs, mais de manière moins 

efficace que les mutations de l‘intégrase (Masuda et al., 1998). 

Les titres obtenus lors de la production des IDLVs sont généralement inférieurs à ceux des 

vecteurs intégratifs. De même, les efficacités de transduction et d‘expression du transgène 

sont souvent moindres (Bayer et al., 2008; Mátrai et al., 2011; Okada et al., 2009).  
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En raison de leur état épisomal, les IDLVs sont dilués dans des cellules en division. Cela 

peut être un avantage si une expression à court terme est souhaitée, comme pour des 

nucléases.  

Au contraire, les IDLVs sont adaptés pour une expression à long terme dans des tissus 

quiescents. Ainsi, ces vecteurs ont permis de transduire des cellules de la rétine, du système 

nerveux ou du muscle (Hutson et al., 2012; Rahim et al., 2009; Apolonia et al., 2007; 

Philippe et al., 2006; Loewen et al., 2003b). De plus, leur état épisomal leur permet d‘être 

moins sujets au silencing. 

I-3.2.2 Les virus associés aux adénovirus  

AAV sauvages 

 

Les virus associés aux adénovirus (Adenoviral Associated Virus, AAV), sont des virus à 

ADN sb de la famille des Parvoviridae et de la sous-famille des Parvovirinae appartenant au 

genre Dependovirus. Les AAVs sont non enveloppés, possèdent une capside icosahédrale et 

mesurent environ 22 nm de diamètre. Ils ont été découverts en 1965 dans une préparation 

d‘adénovirus (Atchison et al., 1965; Hoggan et al., 1966; Mayor et al., 1965). A l'état 

sauvage, la présence d‘un autre type de virus, dit auxiliaire, est nécessaire à la réalisation d'un 

cycle lytique par des AAV. Cela a d‘abord été décrit pour les adénovirus, d‘où le nom donné à 

ces vecteurs (Blacklow et al., 1967). Plus récemment, d‘autres familles de virus ont été 

décrites comme pouvant jouer ce rôle, tels que les herpèsvirus, les papillomavirus ou le virus 

de la vaccine (Alazard-Dany et al., 2009).  

Les AAVs sont réputés non pathogènes. La majorité de la population a cependant déjà été 

en contact avec certains sérotypes (Chirmule et al., 1999; Blacklow et al., 1968). Plus d‘une 

centaine de sérotypes ont été décrits (Gao et al., 2005). Environ 80% de la population est 

séropositive pour l'AAV2, mais les anticorps dirigés contre un sérotype donné ne sont pas 

nécessairement neutralisants. 

L'AAV possède un génome sb linéaire de 4,7 kb. Celui-ci est encadré de régions répétées 

inversées (Inverted Terminal Repeats, ITR), dont les 125 nucléotides distaux forment une 

structure secondaire en épingle à cheveux en T (Bohenzky et al., 1988). Le génome des 

AAVs comporte deux ORFs encadrés par les ITR (figure 7).  

L‘ORF en 5‘ correspond au gène Rep et code les protéines Rep40, 52, 68 et 78 ; elles 

présentent toutes un rôle catalytique d‘hélicase et d‘ATPase. Rep68 et 78 peuvent être 

obtenues à partir du promoteur p5, avec et sans épissage alternatif respectivement. Ces 
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protéines interviennent notamment dans la réplication, l‘intégration dans le locus AAVS1, ont 

un rôle d‘endonucléase ciblant le site de clivage (Terminal Resolution Site, TRS) et ont un site 

de liaison à l‘ADN du site de fixation à la protéine Rep (Rep Binding Site, RBS). Rep40 et 52 

sont exprimées sous contrôle du promoteur p19 avec ou sans épissage respectivement, elles 

interviennent dans l‘accumulation de l‘ADN viral sb avant formation de nouveaux virions. 

L‘ORF en 3‘ du génome correspond au gène Cap codant les protéines de capside VP1, 2 

et 3. Sous le contrôle du promoteur p40, elles sont obtenues avec épissage alternatif pour VP2 

et 3 et sans épissage alternatif pour VP1. Ces trois protéines sont présentes au ratio 1:1:10 

(VP1:VP2:VP3) dans la capside.  

Les ITR servent d‘origine à la réplication virale et comportent la région RBS, et un site 

TRS. 

 

 

Figure 7 : Génome des virus associés aux 

adénovirus. 

 D‘après (Léger, 2012) 
  

 

 

 

 

 

 

Lorsqu'un AAV infecte une cellule, en l‘absence de virus auxiliaire, il peut entrer dans un 

état de latence qui peut passer par une intégration préférentielle sur le chromosome 19 chez 

l'homme, en région q13.4, dans un locus nommé AAVS1 (Lamartina et al., 2000; Samulski et 

al., 1991; Kotin et al., 1990). Cette région présente des homologies aux ITR, dont un site de 

fixation des protéines Rep et un site de clivage TRS. Les ITR, REP 68 ou 78 et la séquence 

Integration Efficiency Element (IEE) contenue dans le promoteur p5 interviennent dans cette 

intégration. Elle peut être réversible dans le cas d‘une co-infection par un virus auxiliaire : 

l‘AAV peut alors réaliser un cycle lytique. Il est à noter que l‘insertion des AAVs dans le 

locus AAVS1 n‘est associé à aucun effet délétère (Tay et al., 2013; van Rensburg et al., 2012; 

Händel and Cathomen, 2011).  

La première étape du cycle lytique des AAVs consiste en l‘entrée du virus dans ses 

cellules cibles (figure 8). L‘entrée du sérotype 2 est notamment permise par une liaison aux 

protéoglycanes à héparane sulfates (HSPG) (Summerford and Samulski, 1998). 
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L‘internalisation peut se faire par endocytose en puits de clathrine ou médiée par la cavéoline 

selon le sérotype (Bantel-Schaal et al., 2009, 2002; Bartlett et al., 2000). Cela précède la 

libération des endosomes dans le cytoplasme, avant l‘entrée dans le noyau. Ensuite, à partir 

d‘ADN sb de polarité positive ou négative, un ADN db est néosynthétisé soit par hybridation 

d‘ADN sb de polarités inverses, soit par l‘action d‘une polymérase de la cellule hôte. La 

transcription ne peut être réalisée qu‘à partir des formes db. 

Par RH entre les ITR, les AAVs peuvent former des concatémères : ils stabilisent les 

molécules d‘ADN dans le cytoplasme, ou donnent lieu à des intégrations dans le génome. Les 

AAV peuvent également persister sous une forme chromatine-like et être associés aux 

histones (Penaud-Budloo et al., 2008). 

La majorité des AAVs persistent sous forme épisomale dans la cellule ; c‘est pourquoi ils 

sont qualifiés de non intégratifs. 

AAV recombinants : caractéristiques 

 

 Ces virus ont été modifiés pour leur utilisation comme vecteurs de transfert de gène, 

on parle alors d‘AAV recombinants (AAVr). Seuls les ITR sont conservés en cis, tandis que 

les gènes Rep et Cap sont remplacés par le ou les transgènes et apportés en trans lors de la 

production. Afin d‘assurer les fonctions auxiliaires nécessaires à la production de nouveaux 

vecteurs, les séquences adénovirales essentielles E1, E2, E4 et VA RNA sont également 

apportées en trans par co-transfection ou en utilisant une lignée productrice les exprimant de 

façon constitutionnelle. La première génération de vecteurs AAVr était porteuse d‘un ADN sb 

(single strand, ss), capable d‘encapsider jusqu‘à 4,7 kb (figures 8 et 9). A partir de cette 

molécule d‘ADN sb, la partie centrale est répliquée : cela donne lieu à des molécules db. 

C‘est à partir de cette seconde forme qu‘il est possible d‘obtenir une expression du transgène. 

 

Le premier sérotype à avoir été utilisé est le sérotype 2. Les protéines HSPG étant 

présentes à la surface de nombreux types cellulaires, ce sérotype a un large tropisme 

(Summerford and Samulski, 1998).  

Au fur et à mesure de la connaissance des autres sérotypes, il a été envisagé de tirer profit 

de leurs tropismes spécifiques (Asokan et al., 2012b; Schmidt et al., 2008; Gao et al., 2005). 

Les capsides ont ainsi été modifiées pour un ciblage plus efficace de certains types cellulaires 

(tableau 3). On parle alors de vecteur pseudotypé 2/8 ou d‘AAVr 8 par exemple. Les 

sérotypes utilisés actuellement en thérapie génique sont numérotés de 1 à 12 (Asokan et al., 

2012a). Certains types cellulaires n'étaient que peu ou pas transduits par le sérotype 2 en 
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raison d'une faible quantité de récepteurs, d'un mauvais "trafficking", d'une mauvaise 

décapsidation ou d'un faible rendement du passage de la forme sb aux structures db ; le 

pseudotypage peut alors s‘avérer essentiel. Dans une étude sur un modèle murin, l‘AAVr 2/8 

a permis d‘augmenter de cent fois le niveau de transduction du foie (Chao et al., 2000). 

Le changement de sérotype est également envisageable pour une seconde administration 

d'AAV à un même patient : cela permet d‘éviter la RI dirigée contre le premier sérotype 

utilisé.  

 

Afin d‘améliorer le ciblage, des stratégies analogues peuvent être employées.  

Des AAVr chimériques ou mosaïques peuvent être produits pour obtenir des particules 

avec des protéines VP de plusieurs sérotypes. Les virus ainsi produits présentent des 

caractéristiques uniques (Hickey et al., 2011). Par exemple, l‘association de protéines de 

capsides de trois sérotypes naturels a conduit à une efficacité de KO supérieure à celle 

obtenue avec chacun des sérotypes naturels dans un modèle de fibroblastes porcins pour le 

déficit en fumarylacétoacétate hydrolase (FAH, OMIM#613871) (Bowles et al., 2003). La 

combinaison de protéines VP de sérotypes distincts augmente cependant la probabilité de la 

reconnaissance du nouvel AAV par le système immunitaire de l‘hôte en présence d‘anticorps 

dirigés contre des protéines des capsides de chacun des sérotypes. 

Enfin, la modification de ligands présents dans la particule virale permet d‘orienter le 

tropisme vers un type cellulaire donné ou, à l‘inverse, de supprimer une partie du tropisme 

attendu. L‘ajout du motif 585-QQNTAP-590 au récepteur à l‘héparane sulfate à un AAVr de 

sérotype 8 a ainsi permis de réorienter le tropisme vers le muscle, plutôt que vers les 

hépatocytes, et de diminuer la dose injectée dans un modèle de dystrophie chez le hamster 

(Rotundo et al., 2013).  
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Figure 8 : Etapes du cycle des AAVr. D‘après (Léger, 2012). 
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Tableau 3 : Tropismes des AAVr utilisés en thérapie génique 

 

 

Figure 9 : Des vecteurs simple brin (ssAAV) aux vecteurs double brin (scAAV). A gauche : 

synthèse d‘un ADN double brin (ssAAV) à partir de la forme simple brin. A droite : structure du 

génome des AAVr double brin (scAAV). D‘après (Léger, 2012). 
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Afin d‘éviter cette étape de synthèse d‘un néobrin, une nouvelle génération d‘AAVr 

double brin (self complementary, sc) présentant un meilleur niveau de transduction a été 

développée (figure 9). Une mutation de la région TRS empêche sa coupure par Rep68 et 

Rep78. Cela permet aussi d‘obtenir une expression plus rapide et d‘éviter la dégradation de 

molécules sb, aboutissant à une expression plus faible (McCarty et al., 2003, 2001). L'ADN 

db des scAAVr persiste longtemps dans la cellule.  

La comparaison de l‘expression de la Green Fluorescent Protein (GFP) dans le cerveau à 

partir de ss ou scAAVr2 a montré que celle-ci n‘était détectable, un à deux mois post-

transduction, que dans le cas des vecteurs sc. Cela en fait un bon candidat pour le traitement 

de maladies affectant le système nerveux central (SNC), telles que les maladies de surcharge 

lysosomale (Fu et al., 2003).  

L‘inconvénient majeur des scAAVr est leur limite d‘encapsidation : elle n‘est que 

d‘environ 2,2 kb. Certaines applications nécessitent une taille d‘encapsidation supérieure à 

celle des AAVr, sc et ss, pour exprimer la dystrophine pour traiter la myopathie de Duchenne 

par exemple.  

C‘est pourquoi certaines équipes ont recours au trans-épissage. Cela consiste à répartir la 

construction thérapeutique sur plusieurs AAVr, en introduisant des sites donneurs et 

accepteurs d‘épissage. Cela entraîne une expression du transgène complet lors de la 

transduction d‘une cellule par les différents vecteurs nécessaires (Trapani et al., 2013; Yan et 

al., 2007, 2005). Dans ces stratégies, l‘utilisation d‘ITR de sérotypes différents dans un même 

AAV favorise l‘efficacité du trans-épissage en limitant les recombinaisons entre ITR.  

La RH entre des régions réparties sur deux AAV peut aussi être utilisée pour s‘affranchir 

des limites d‘encapsidation. Cependant, une étude comparant ces deux stratégies, utilisant la 

bêta-galactosidase comme transgène, a démontré une meilleure efficacité du trans-épissage 

(Duan et al., 2001). 

 

Ces vecteurs persistant majoritairement sous forme épisomale, l‘expression du transgène 

dans des cellules en division est limitée car les épisomes sont dilués comme c‘est le cas pour 

les IDLVs. Ainsi, une correction à court terme a pu être mise en évidence dans un modèle de 

la maladie de CNI après injection d‘AAVr dans le foie de rats nouveau-nés dont les 

hépatocytes sont en division (Flageul et al., 2009). Comme évoqué pour les IDLVs, selon 

l‘application souhaitée, le caractère épisomal peut être soit un avantage, soit une limite. 
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 Bien qu‘habituellement décrits comme non intégratifs, des formes intégrées d‘AAVr ont 

été mises en évidence après des injections dans le foie par exemple (Cunningham et al., 2008; 

Inagaki et al., 2008). Il existe donc un risque de mutagenèse insertionnelle malgré la rareté de 

ces intégrations en comparaison aux vecteurs dits intégratifs. 

Donsante et al. ont montré la formation de tumeurs hépatiques dans un modèle murin de 

muccopolysaccharidose de type VII (MPS VII, OMIM#253220) chez des nouveau-nés par 

mutagenèse insertionnelle suite à l‘injection d‘AAVr (Donsante et al., 2007). L‘association 

entre tumorigenèse et intégration des AAVr n‘a pas été mise en évidence dans d‘autres études. 

Par exemple, l‘injection d‘AAVr dans un modèle de carcinome hépatique chez le rat n‘a pas 

modifié l‘incidence des phénomènes de tumorigenèse (Gauttier et al., 2013). De même, dans 

deux études chez la souris, l‘AAVr n‘a pas pu être associé à un risque accru de tumorigenèse 

(Bell et al., 2006, 2005). 

Si des CDB de l‘ADN sont présentes dans la cellule, les AAVr ont tendance à s‘y intégrer 

de façon préférentielle (Gellhaus et al., 2010). Cela pourrait conduire à une mutagenèse 

insertionnelle. 
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I-4 Choix du vecteur  

 

Pour choisir le vecteur le mieux adapté à un protocole donné, les principaux paramètres à 

prendre en compte sont : 

 -  la nature et la taille du matériel génétique à transférer, avec la nécessité d‘utiliser un 

vecteur de taille suffisante présentant une capacité d'encapsidation adaptée, 

- le tropisme du vecteur, qui doit être compatible avec l'organe et les cellules cibles, 

- la toxicité et l'immunogénicité, qui doivent être minimes, 

- la persistance et le maintien de l'expression du vecteur dans la cellule cible qui 

orientent le choix vers des vecteurs intégratifs ou non. 

 

Dans le cadre de cette thèse, des vecteurs ssAAVr 2/8 ont été utilisés. Leur taille permet 

d‘encapsider la séquence codant les deux ZFNs et/ou l‘ADN donneur, et de passer les 

fenestrations des capillaires du foie. Ils ont un tropisme préférentiel pour les hépatocytes et 

peuvent infecter des hépatocytes jeunes ou adultes. Leurs toxicité et immunogénicité sont 

suffisamment réduites pour une application en transfert de gène. Enfin, ne s‘intégrant que peu 

ou pas dans le génome de la cellule hôte, dans le cas de l‘injection dans un foie en 

prolifération, les épisomes sont dilués au cours du temps. Les AAVr offrent ainsi une 

expression à court terme des ZFNs, autorisant une fenêtre thérapeutique pendant laquelle la 

RH peut avoir lieu et évitant une expression prolongée des nucléases qui pourrait être 

délétère.  
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I-5 Enjeux actuels pour la thérapie génique 

 

Les premiers essais cliniques de thérapie génique ont débuté dans les années 1990 ; plus 

de 1800 essais ont été conduits depuis (Ginn et al., 2013, ―Gene Therapy Clinical Trials 

Worldwide‖n.d). Le nombre d‘essais a augmenté pendant une dizaine d‘années, puis a fluctué 

jusqu'à être très restreint depuis quelques années (figure 10). Cette évolution s‘explique par le 

fait que certains essais ont mis en évidence des effets secondaires majeurs qui n‘avaient pas 

été envisagés dans de telles proportions lors des étapes précliniques. Cela a posé des 

problèmes d‘Ethique et de biosécurité majeurs expliquant le ralentissement du rythme des 

essais. Les indications de ces essais et les techniques de vectorisation de l‘ADN sont très 

variées (figure 11). 

 

 

 

Figure 10 : Nombre d‘essais cliniques de thérapie génique par an depuis 1989. 

D‘après (Léger, 2012)., (Edelstein et al., 2007; ―Gene Therapy Clinical Trials Worldwide‖).  
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Figure 11 : Caractéristiques des essais cliniques de thérapie génique jusqu'à nos jours.  

(a) Phases des essais, (b) localisation des essais, (c) indications (d) vecteurs utilisés D'après.(―Gene 

Therapy Clinical Trials Worldwide‖; Ginn et al., 2013) 
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I-5.1 Des essais cliniques de thérapie génique aux autorisations de mise 

sur le marché  

 

Des exemples d‘essais cliniques réalisés avec des vecteurs lentiviraux et des AAVr seront 

décrits dans ce paragraphe avant d‘évoquer les premières autorisations de mise sur le marché 

(AMM) obtenues en thérapie génique. 

Essais cliniques de thérapie génique avec des vecteurs lentiviraux 

 

Les vecteurs lentiviraux sont utilisés dans environ 3 % des essais cliniques de thérapie 

(figure 11) génique (―Gene Therapy Clinical Trials Worldwide‖; Ginn et al., 2013). Ils ont été 

principalement utilisés dans des applications ex vivo, permettant un ciblage de la population 

de cellules à traiter ainsi que la limitation de la dissémination du vecteur.  

Le premier essai clinique de thérapie génique avec des vecteurs lentiviraux a été mis en 

place en 2001 chez des patients atteints du sida (MacGregor, 2001). Il s‘agissait d‘un essai de 

sécurité et d‘efficacité d‘un vecteur dérivé du VIH-1 vectorisant un ARN antisens ciblant 

l‘ARN viral de la protéine d‘enveloppe. Des lymphocytes T CD4+ autologues ont ainsi été 

transduits ex vivo. Soixante-cinq patients ont été inclus dans les phases I et II des essais de ce 

médicament. 

En 2009, le premier succès concret de thérapie génique pour une maladie génétique rare 

touchant le cerveau, l'adrénoleucodystrophie liée à l‘X (X-ALD, OMIM#300100), a ouvert de 

nouvelles perspectives à l'utilisation des vecteurs lentiviraux dans des protocoles cliniques 

(Cartier et al., 2012; Cartier and Aubourg, 2010; Cartier et al., 2010, 2009). Cette maladie est 

caractérisée par une démyélinisation progressive du SNC à cause de mutations du gène 

ABCD1. Ce gène code une protéine transmembranaire du peroxysome, 

l‘Adrenoleucodystrophy Protein (ALDP), jouant un rôle dans le transport des esters de 

l‘acétylcoenzyme A à très longue chaîne du cytoplasme vers le peroxysome. La 

démyélination est due au déficit en ALDP dans les cellules gliales. Certains patients ont été 

traités avec succès par des greffes de moelle osseuse. 

L‘essai consiste à apporter le gène ABCD1 ex vivo dans des cellules CD34+ autologues. 

Les CD34+ obtenues à partir de cellules mononuclées du sang périphérique ont été transduites 

à une MOI de 30. Des doses de 4,6 × 10
6
 à 7,2 × 10

6
 cellules/kg ont été transplantées chez les 

patients. Deux semaines après transplantation, une reconstitution polyclonale des populations 

sanguines a été observée. Entre neuf et douze mois après injection, la majeure partie des 
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fonctions immunitaires avaient été retrouvées en association avec des ponctions de moelle 

normales. Une restauration de l‘expression de l‘ALD a été retrouvée dans différentes 

populations de cellules sanguines : des granulocytes, des monocytes et des lymphocytes B et 

T. Dans cette étude, il n‘y a pas eu de mise en évidence du développement d‘un clone 

majoritaire. Chez les deux patients traités, la progression des lésions de démyélinisation s‘est 

arrêtée entre quatorze et seize mois après l‘injection. 

La bêta-thalassémie (OMIM#613985) et la drépanocytose (OMIM#603903) sont des 

maladies dues à des mutations du gène de la bêta-globine. Les premiers résultats d‘essais 

cliniques sont encourageants (Payen et al., 2012; Cavazzana-Calvo et al., 2010; Persons, 

2009). L‘essai LentiGlobin® (HGB-205) utilise un vecteur lentiviral SIN codant une version 

mutée du gène de la bêta-globine, βA-T87Q, permettant d‘empêcher la formation d‘hématies 

falciformes, pathognomoniques de la drépanocytose. Ce vecteur est utilisé pour la 

transduction ex vivo de cellules CD34+. Une dose de 3 × 10
6
 cellules/kg a été injectée aux 

patients en vingt minutes. Après transduction, 0,6 copie de vecteur par cellules CD34+ a été 

détectée chez le premier patient. Ce patient, atteint de bêta-thalassémie, a pu s‘affranchir des 

transfusions qui lui étaient nécessaires grâce à la restauration d‘une hémoglobinémie dans les 

valeurs usuelles et la restauration de l‘expression de la β-globine. Néanmoins, une proportion 

notable de cellules modifiées, représentant environ 10 % des cellules du sang, présentent une 

insertion près du gène HMGA-2 (Kaiser, 2009). Cela a conduit à l‘activation de ce gène. A ce 

jour, cet évènement n‘est pas associé à une oncogenèse, mais ce paramètre sera évalué grâce 

au suivi rapproché de ce patient. 

La maladie de Wiscott-Aldrich (OMIM#301000) est un déficit immunitaire primaire dû à 

des mutations du gène WAS. Des vecteurs lentiviraux SIN codant WAS sous le contrôle de 

son promoteur physiologique ont été développés pour la transduction de progéniteurs CD34+ 

(Aiuti et al., 2013; Merten et al., 2011; Galy et al., 2008). Les doses de vecteurs ont été 

choisies pour atteindre 1 à 2 copies de vecteur par cellule après transduction. Une dose de 

11,07 ± 2,70 × 10
6
 cellules/kg a été transplantée chez les patients. Trois patients ont été 

traités : leur nombre de plaquettes a augmenté avec la restauration de cellules de taille 

normale associée à l‘amélioration de leur fonction, comme lors d‘un traitement conventionnel 

de transplantation de moelle osseuse. Ces trois patients présentent une amélioration clinique et 

une amélioration de la fonction immunitaire. Dans cet essai, la proportion de cellules 

transduites retrouvée in vivo était plus élevée que dans ceux décrits ci-dessus. Cet essai a 

permis des comparaisons avec un essai similaire réalisé avec des vecteurs oncorétroviraux. Le 

risque réduit de transformation et une plus grande diversité de sites d‘intégration sont 
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cohérents avec un meilleur niveau de biosécurité lors de l‘emploi de vecteurs lentiviraux. Le 

suivi prolongé des patients permettra de renforcer les données nécessaires pour affiner ces 

conclusions. 

Essais cliniques avec des AAVr  

 

Les vecteurs AAVr ont été utilisés dans de nombreux essais cliniques in vivo (High and 

Aubourg, 2011). Ces vecteurs ont été employés dans environ 5 % des essais cliniques de 

thérapie génique (figure 11) (Ginn et al., 2013). Les premiers essais de thérapie génique avec 

des AAVr ont démarré dans le milieu des années 1990 par un protocole de traitement de la 

mucoviscidose (Aitken et al., 2001).  

Un haut niveau de biosécurité est souvent mis en évidence dans les différents essais 

conduits avec des AAVr, sans pour autant être toujours associé à une efficacité suffisante. 

Les AAVr représentent les premiers vecteurs viraux ayant reçu une AMM dans le cadre 

de la thérapie génique en Europe comme développé dans la suite de ce paragraphe.  

Une des maladies pour laquelle les avancées en clinique avec des AAVr ont été 

conséquentes est l‘amaurose congénitale de Leber (OMIM#204100). Il s‘agit d‘une cécité 

progressive, due à une dysplasie et/ou une dystrophie rétinienne congénitale précoce 

monogénique dont la mutation responsable peut se trouver sur l‘un des gènes suivants : 

AIPL1, CRB1, CRX, GUCY2D, RPE65 et RPGRIP1. Les essais cliniques ont visé le transfert 

de gène in vivo à l‘aide d‘AAVr codant RPE65 injectés sous la rétine. 

Un essai comportant une escalade de dose (NCT00516477) a été conduit en utilisant une 

dose faible de 1,5×10
10 

génomes viraux (viral genome, vg), une dose intermédiaire de 

4,8×10
10 

vg et une dose maximale de 1,5×10
11

 vg (Maguire et al., 2009). Douze patients âgés 

de huit à quarante-quatre ans ont ainsi été traités. Tous ont présenté une amélioration clinique 

sur plusieurs critères d‘évaluation, d‘autant plus marquée que les patients étaient jeunes. Un 

an et demi après une injection d‘AAVr 2 codant le gène RPE65 humain sous la rétine à une 

dose de 1,5x10
10

 particules virales par œil, les fonctions rétiniennes et visuelles des patients 

ont été améliorées (Simonelli et al., 2010). Dans cet essai, des anticorps neutralisants dirigés 

contre la capside ont été détectés sans mise en évidence d‘anticorps dirigés contre le produit 

du transgène. Sur trois des patients traités au niveau d‘un seul œil, il a été possible de réalisé 

une seconde injection plus tardive de 1.5 × 10
11

 vg du même sérotype d‘AAV dans l‘œil non 

traité, sans effet délétère et avec une bonne efficacité (Bennett et al., 2012).  

http://www.sciencedirect.com.gate2.inist.fr/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=ctgov&_cdi=271074&_issn=01406736&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fclinicaltrials.gov%252Fshow%252FNCT00516477
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Un essai de phase I/II utilisant un vecteur AAVr-2/4.hrpe65 est également en cours au 

CHU de Nantes (―Site web du CHU de Nantes - ophtalmologie - études cliniques - essai de 

thérapie génique dans l‘amaurose congénitale de Leber (RPE65)‖). 

La maladie de Parkinson, maladie neurodégénérative affectant le SNC, a été traitée avec 

succès dans des essais reposant sur l‘utilisation d‘AAVr codant le gène humain de la 

décarboxylase de l'acide L-aminé aromatique (ADCC), enzyme impliquée dans la synthèse de 

la dopamine, ou le gène de la décarboxylase de l‘acide glutamique (GAD) aidant à la synthèse 

de l‘acide gamma-aminobutyrique (GABA) injecté en région sous-thalamique.  

Des AAVr codant GAD65 et 67, au ratio 1:1, ont été utilisés aux doses de 1×10
11

, 3×10
11

 et 

1×10
12

 vg/mL dilués dans 45uL (NCT00195143) (Kaplitt et al., 2007). Dix des douze patients 

traités ont montré une amélioration du score Unified Parkinson's Disease Rating Scale 

(UPDRS), utilisé pour évaluer l‘évolution de la maladie, sans apparition d‘évènements 

indésirables. Cette même équipe a ensuite traité vingt-deux patients (NCT00643890) dans une 

étude d‘efficacité : une amélioration de ce score a également été mise en évidence, 

démontrant ainsi le potentiel thérapeutique de ces approches (LeWitt et al., 2011). 

De façon complémentaire, l‘essai AAV2-CMV-hADCC (NCT00229736) a permis 

l‘amélioration du score UPDRS chez les patients traités avec des doses de 9x10
10

 et 3×10
11

 

vg. Quelques évènements indésirables ont été relevés, mais sans lien direct avec le produit 

thérapeutique. 

Des essais cliniques concernant les hémophilies seront évoqués en partie III. 

  

Ces différents exemples d‘avancées dans les essais cliniques démontrent l‘intérêt de 

l‘utilisation des vecteurs LV et des AAVr, ex vivo et in vivo respectivement, pour le traitement 

d‘un grand nombre de maladies par thérapie génique. Ils ont également permis la mise en 

évidence de certaines limites et des optimisations nécessaires aux futures avancées comme 

discuté ci-dessous. 

  

http://www.sciencedirect.com.gate2.inist.fr/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=ctgov&_cdi=271074&_issn=01406736&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fclinicaltrials.gov%252Fshow%252FNCT00195143
http://www.sciencedirect.com.gate2.inist.fr/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=ctgov&_cdi=272647&_issn=14744422&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fclinicaltrials.gov%252Fshow%252FNCT00643890
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Premières autorisation de mise sur le marché en thérapie génique 

 

 Les phases cliniques I et II constituent la majorité des essais (figure 11). De rares 

produits de thérapie génique sont tout de même entrés dans le parcours d‘évaluation pour 

l‘obtention d‘une autorisation de mise sur le marché (AMM).  

Les pionniers dans ces étapes ont essuyé des refus de la part des autorités. Ainsi, Advexin, 

un adénovirus codant p53 pour le traitement de cancers de la tête et du cou, Cerepro, un 

adénovirus codant le gène de la thymidine kinase de l‘herpes simplex virus pour le traitement 

de cancers et du syndrome de Li-Fraumeni, ou TNFerade, un adénovirus codant le TNFα pour 

des cancers avancés du pancréas, n‘ont pas été approuvés et les sociétés responsables de leur 

développement ont été mises en difficulté (―European Medicines Agency - Human medicines 

- Cerepro‖, ―Introgen files for bankruptcy, sees exit in 2009‖2008, ―Latest Gene Therapy 

Disapproval Points to Confusion over Regulatory Setup‖) . 

Le 16 octobre 2003, le premier produit de thérapie génique à recevoir une AMM a été 

commercialisé en Chine. Il s‘agit d‘un vecteur adénoviral de type V codant le gène 

suppresseur de tumeur p53 (Tazawa et al., 2013; Shi and Zheng, 2009; Wilson, 2005). Ce 

produit appelé Gendicine est commercialisé par l‘entreprise Shenzhen SiBiono Gentech Co. 

Ltd. pour une application dans le traitement des carcinomes squameux de la tête et du cou. Il a 

été approuvé par la China State Food and Drug Administration (SFDA). Son approbation 

sans phase III a été à l‘origine de nombreuses discussions sur la preuve de son efficacité 

(―Gene dreams troubled by market realities‖). 

Deux années plus tard, la Chine approuvait un nouveau produit de thérapie génique, 

Oncorine, commercialisé par Sunway Biotech Co. Ltd. (Shi and Zheng, 2009; Räty et al., 

2008). Il est indiqué pour le traitement des cancers nasopharyngés de dernier stade réfractaires 

aux thérapies conventionnelles, en association avec la chimiothérapie. Il s‘agit d‘un 

adénovirus à réplication conditionnelle contenant une délétion l‘empêchant de se fixer à la 

protéine p53 sauvage. Sa réplication ne peut avoir lieu que dans des cellules déficientes en 

p53, soit des cellules tumorales, dont elle entraîne la lyse. 

En 2012 le premier médicament de thérapie génique approuvé par l‘agence européenne du 

médicament (European Medicine Agency, EMA) a été mis sur le marché. Il s‘agit du produit 

Glybera, commercialisé par Uniqure. C‘est un AAVr 1 codant l‘apolipoprotéine pour le 

traitement du déficit en lipoprotéine lipase (OMIM#609708) après administration par voie 

intra-musculaire (―European Medicines Agency - News and Events - European Medicines 

Agency recommends first gene therapy for approval‖; Gaudet et al., 2012; Miller, 2012). Les 
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premières demandes d‘évaluation de ce produit ont été faites en 2010. Plusieurs refus émanant 

des autorités compétentes ont été émis : ce n‘est qu‘au prix de réévaluations et de la 

restriction de l‘indication à des patients présentant des épisodes de pancréatites sévères et/ou 

multiples que l‘AMM a été obtenue (―European Medicines Agency - News and Events - 

European Medicines Agency recommends first gene therapy for approval‖, ―Latest Gene 

Therapy Disapproval Points to Confusion over Regulatory Setup‖).  

 

 Ces premières obtentions d‘AMM de produits de thérapie génique ont été à l‘origine 

de nombreux débats sur leur évaluation (Jazwa et al., 2013; Melchiorri et al., 2013; Wilson, 

2005; Ylä-Herttuala, 2012a, 2012b). Nul doute cependant que cela ouvre la voie à de 

prochaines AMM et que cela favorise un meilleur système d‘évaluation compatible avec les 

règles fondamentales de la mise sur le marché de nouveaux médicaments. Les produits de 

thérapie génique resteront encore longtemps en dehors de l‘arsenal pharmaceutique classique, 

mais de plus en plus de compagnies industrielles investissent dans de futurs produits de ce 

type, notamment pour le traitement de cancers, représentant l‘indication majoritaire des essais 

de thérapie génique (figure 11). Le faible nombre de patients disponibles par définition pour 

les essais concernant les maladies rares est un frein à l‘avancée vers des AMM. Néanmoins, 

les institutions essayent de mutualiser leurs moyens, ce qui se traduit notamment par des 

essais cliniques internationaux (figure 11) permettant de rassembler plus de patients et plus de 

preuves de l‘efficacité et de la sécurité de ces produits (Tremblay et al., 2013). 

 

 Les questions de biosécurité et d‘efficacité représentent aujourd'hui les enjeux majeurs 

du développement clinique de la thérapie génique. Les paragraphes suivants insistent sur ces 

aspects en évoquant certains axes d‘amélioration.  

I-5.2.1 Risques liés aux formes compétentes pour la réplication 

 

Les vecteurs viraux étant issus d‘agents infectieux potentiellement pathogènes, il existe un 

risque d‘apparition de nouvelles entités pathogènes lié à leur utilisation.  

Par exemple, un vecteur lentiviral pourrait théoriquement donner lieu à une nouvelle 

particule virale compétente pour la réplication par recombinaison avec des séquences 

rétrovirales intégrées dans le génome, ou avec des virus dans les systèmes de production ou 

les cellules hôtes.  

Une étude sur des primates a montré qu‘une contamination par des particules compétentes 

pour la réplication pouvait entraîner des lymphomes même s‘il s‘agissait de virus murins 
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(Donahue et al., 1992). Les tumeurs contenaient des génomes de virus compétents pour la 

réplication, mais pas de génome du vecteur. Ces risques ont fait augmenter les niveaux 

d‘exigence pour les essais cliniques et la production de vecteurs recombinants. Ces formes 

compétentes sont systématiquement recherchées dans les essais cliniques et les dernières 

générations de vecteurs réduisent le risque de leur apparition. 

I-5.2.2 Eviter les réponses immunitaires  
  

Une réponse immunitaire (RI) dirigée contre le produit du transgène ou le vecteur peut se 

mettre en place : cela réduit voire annule les effets thérapeutiques par l‘élimination des 

cellules transduites ou du produit du transgène (Annoni et al., 2013; Mingozzi and High, 

2013; Zaiss and Muruve, 2008; Follenzi et al., 2007). Ces RIs peuvent être humorales ou 

cellulaires et médiées respectivement par des anticorps ou des lymphocytes T cytotoxiques.  

Un essai clinique de phase I pour traiter le déficit en ornithine-transcarbamylase (OTC) 

(OMIM#311250) a été réalisé chez dix-huit patients injectés avec des vecteurs Ad ne 

comportant pas les gènes E1 et E4, à des doses allant de 2x10
9
 à 6x10

11
 particules virales 

(pv)/kg. Des signes de fièvre ont été observés chez tous les patients ainsi qu‘une élévation des 

transaminases hépatiques chez certains. Un jeune patient, traité avec la plus haute dose, est 

décédé dans les heures suivant l‘injection (Raper et al., 2003). L‘équipe qui a dirigé cet essai 

a émis l‘hypothèse d‘une RI contre la capside ou d‘une sensibilité accrue de ce patient 

puisqu‘une patiente injectée avec la même dose n‘a pas montré de réaction inflammatoire si 

importante. Il pourrait s‘agir d‘une prédisposition génétique ou d‘une mémoire 

immunologique plus développée : ce patient avait en effet plus d‘anticorps neutralisants que la 

patiente. Cela a hâté l‘arrêt de cet essai et d‘autres essais en cours avec des vecteurs Ad et le 

développement de nouveaux AdR en supprimant plus de gènes viraux jusqu‘à obtenir des 

vecteurs dits “helper dependent ‖ou ―gutless ‖(Józkowicz and Dulak, 2005). Cet évènement a 

également favorisé l‘étude des RIs en thérapie génique. 

Les modèles animaux étudiés ont souvent montré une RI contre le produit du transgène 

s'opposant à une efficacité médicale durable (Follenzi et al., 2007; J Seppen et al., 2006). Le 

produit du transgène peut lui-même être neutralisé s‘il est circulant. Les cellules l‘exprimant 

peuvent être détruites si elles le présentent à leur surface ou via la présentation croisée par des 

cellules présentatrices d‘antigènes (CPA). 

Une RI peut également se mettre en place contre le vecteur. Par exemple, une partie de la 

population ayant déjà été en contact avec certains sérotypes d‘AAV présente des anticorps 
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dirigés contre leur capside (Vandenberghe et al., 2009; Lin et al., 2008; Scallan et al., 2006). 

Cela a été mis en évidence dans des modèles animaux et des essais cliniques, contribuant 

aujourd‘hui à une meilleure définition des critères d‘inclusion (Nathwani et al., 2011; Wang 

et al., 2010b, 2010a; Manno et al., 2006). Il est donc nécessaire de vérifier l‘absence 

d‘anticorps anti-capside avant d‘utiliser un sérotype donné. Cet inconvénient a notamment été 

mis en évidence lors d‘un essai pour traiter l‘hémophilie avec un AAVr 2 : cela a favorisé le 

développement de nouveaux sérotypes (Manno et al., 2006).  

Les particules lentivirales sont peu immunogènes en elles-mêmes, contrairement aux 

particules adénovirales. Cependant, elles peuvent transduire les CPA et sont ainsi de bons 

vecteurs d‘immunisation développés en vaccinologie (B. Hu et al., 2011; Hu et al., 2010). 

Dans une étude de thérapie génique du foie, une RI contre le produit du transgène a été 

observée malgré l'utilisation d'un vecteur LV contenant un promoteur hépato-spécifique 

(Matsui et al., 2011; Brown et al., 2006).  

Des protéines du sérum peuvent inhiber la transduction de vecteurs LV ou d‘AAVr 

(Trobridge et al., 2010; Sandrin et al., 2002; DePolo et al., 2000). On peut considérer ce 

phénomène comme une RI innée. Le ciblage par pseudotypage permet de pallier ces 

inconvénients.  

 

Des stratégies ont été mises au point pour limiter les RIs : quelques exemples sont décrits 

ci-dessous. 

Les tableaux 4A et B présentent de façon plus développée des stratégies pour pallier les 

RIs lors d‘utilisation d‘AAVr.  

Certains organes et certaines voies d‘injections sont réputés pour être tolérogènes. Ainsi, 

le foie est souvent décrit comme capable d‘induire une tolérance contre le produit d‘un 

transgène exprimé dans les hépatocytes (Herzog, 2010; Somanathan et al., 2010; Breous et 

al., 2009; Cao et al., 2009; Martino et al., 2009; Cao et al., 2007; Lin et al., 2007; Herzog, 

2005). Cette particularité sera développée en partie III : elle constitue un avantage essentiel 

pour l‘application de la thérapie génique aux maladies du foie.  

D‘autres organes comme le cerveau ou l‘œil ne sont que très rarement les sièges de RI : ils 

sont considérés comme des organes immunoprivilégiés. 
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Figure 12 : Utilisation du miR-142 pour limiter la RI contre le produit du transgène. 

De manière analogue au ciblage, il est possible de ―décibler ‖l‘expression du transgène 

dans des cellules qui pourraient être à l‘origine d‘effets délétères. 

Pour éviter une RI conduisant à l'élimination des hépatocytes transduits, un vecteur 

contenant, en aval de la cassette d‘expression, des séquences cibles du miR-142-3p, 

spécifiquement exprimé dans la lignée hématopoïétique, a été utilisé pour réprimer 

l'expression des transgènes dans les CPA (figure 12). Lorsqu'une cellule de cette lignée est 

transduite, s'il y a transcription du vecteur, son ARNm est dégradé par interférence à ARN 

suite à la fixation du miR-142 3p sur ses cibles. En dehors de cette lignée, comme dans les 

hépatocytes, l‘ARNm est traduit : le transgène peut être exprimé. Cette stratégie a permis de 

réprimer une RI contre le produit du transgène et d'obtenir une expression à long terme chez 

la souris, dans un modèle d'hémophilie B (Matsui et al., 2011; Brown et al., 2006). Elle a 

également permis la guérison à long terme du modèle du rat Gunn de la maladie de CNI lors 

d‘un traitement avec des vecteurs LV (Gonzalez-Aseguinolaza and Prieto, 2010; Schmitt et 

al., 2010b). Ce modèle animal est utilisé dans la stratégie de réparation génique in vivo de ce 

projet de thèse, il sera présenté en détail en partie III-2.3. 
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A 

 

 

 

B 

 

Tableau 4 : Stratégies à mettre en place pour éviter une réponse immunitaire humorale (A) ou 

cytotoxique (B) lors d‘utilisation d‘AAVr. D‘après (Mingozzi and High, 2013). 
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I-5.2.3 Ciblage et réduction de la dissémination 

 

L'évolution des méthodes d'injection permet d‘améliorer l‘efficacité thérapeutique et de 

réduire les conséquences d'une dissémination du vecteur dans l'organisme. Cela permet de 

mieux cibler les cellules à traiter, de diminuer la dose de vecteur et de réduire ainsi les effets 

secondaires potentiels.  

Par exemple, une injection d‘AAVr loco-régionale dans un membre isolé pour atteindre le 

muscle a permis d‘éviter une RI, contrairement à une injection par voie intra-musculaire 

(Toromanoff et al., 2010). 

Une étude avec injection de vecteur rétroviraux en foie isolé a permis d‘augmenter la durée 

d‘expression du transgène avec une moindre détection d‘anticorps dirigés contre le produit du 

transgène par rapport à une injection par voie périphérique (Podevin et al., 2002). 

Le ciblage d‘un vecteur vers un type cellulaire donné par pseudotypage, grâce à des 

promoteurs ou des éléments de régulation de la transcription spécifiques d‘un tissu, et le 

déciblage de la transduction des cellules du système immunitaire sont des clés de 

l‘amélioration de l‘efficacité et de la sécurité des protocoles de thérapie génique.  

Le ciblage du foie peut être amélioré par l‘utilisation de promoteurs foie-spécifiques. Ainsi, le 

promoteur de l‘albumine (Follenzi et al., 2004), les promoteurs synthétiques ET (Brown et 

al., 2007), LP1 (Nathwani et al., 2007) et mTTR associé à des facteurs de transcriptions 

(Schmitt et al., 2010b), le promoteur de l‘apolipoprotéine AII humaine (Dagher et al., 2009) 

et le promoteur de l‘ A1AT (Duan et al., 2007) ont été efficacement utilisés dans ce but. 

Afin de limiter l‘internalisation des vecteurs par les cellules de Kupffer, des modifications de 

l‘enveloppe ou de la capside ont permis d‘augmenter la transduction des hépatocytes (van 

Dijk et al., 2013; Markusic et al., 2009). En utilisant l‘acide polyinosinique, interagissant avec 

le récepteur SR-A des cellules de Kupffer, il a été possible d‘inhiber l‘internalisation des 

scAAV8 in vitro et chez le rat Gunn in vivo.  

En utilisant un vecteur LV pseudotypé avec la protéine d‘enveloppe hépatospécifique du virus 

de Sendaï et la protéine GP64 avec ou sans peptide signal, il a été possible de réduire la 

transduction des cellules non parenchymales dont les macrophages représentent la population 

majoritairement transduite.   

L‘utilisation conjointe de ces différentes stratégies permet d‘obtenir des effets 

synergiques. En effet, dans un modèle murin d‘hémophilie A avec transfert du FVIII par un 

vecteur LV, seule l‘association du miR142-3p à un pseudotypage avec la protéine 

d‘enveloppe GP64, l‘utilisation d‘un promoteur foie spécifique et une déplétion en 
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macrophages ont pu conduire à une expression spécifique dans le foie à long terme (Matsui et 

al., 2011).  

 

Seule la thérapie génique somatique est autorisée ; pour des raisons éthiques, il est interdit 

de modifier des cellules germinale en raison du risque de transmission à la descendance d‘une 

modification génétique induite artificiellement (Harrison, 2001; LOI no 94-653 du 29 juillet 

1994 relative au respect du corps humain, 1994). La dissémination du produit de thérapie 

génique dans les cellules germinales est contrôlée aux étapes précliniques et cliniques. Une 

contamination du sperme par des AAVr a été démontrée chez le lapin (Favaro et al., 2011, 

2009; Schuettrumpf et al., 2006). Néanmoins, seule une purification des cellules germinales 

permet de valider leur transduction comme cela a été fait chez des primates. La purification 

des ovocytes a prouvé qu‘ils ne correspondaient pas au type cellulaire transduit dans le tissu 

ovarien (Mattar et al., 2011). Lors d‘un essai clinique chez des patients hémophiles, du 

génome d‘AAVr a été retrouvé dans le sperme jusqu‘à quatre mois après injection (Manno et 

al., 2006).  

I-5.2.4 Vers une meilleure gestion de l’intégration et une diminution du 

risque de mutagenèse insertionnelle 
 

Certains patients SCIDX1 dans l‘essai clinique des Professeurs A. Fischer et M. 

Cavazzana-Calvo ont développé une leucémie dont la cause a été attribuée à l'insertion du 

vecteur oncorétroviral près d‘oncogènes et à la présence de LTRs dans le vecteur. On qualifie 

cet événement de mutagenèse insertionnelle. Dans cet essai, cinq cas de leucémies ont été 

observés notamment à cause de l‘activation du gène LMO2 par les LTRs (Hacein-Bey-Abina 

et al., 2008; Davé et al., 2004; Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Cet essai représente à la fois 

un succès essentiel en thérapie génique et un avertissement en matière de biosécurité. Il a 

permis de développer de nombreux outils d‘évaluation de la génotoxicité et d‘augmenter le 

niveau d‘exigence en termes de données de biosécurité à fournir dès les étapes précliniques. 

Par la suite, d‘autres essais ont été conduits avec des vecteurs rétroviraux de nouvelles 

générations avec succès, notamment dans le traitement de patients ADA-SCID (Aiuti et al., 

2013). 

Chez deux patients atteints de granulomatose chronique, des insertions proches des 

oncogènes EVI1-MDS1, PRDEM16 et SETBP1 ont été responsables de syndromes 

myélodysplasiques entraînant un décès par sepsis d‘un patient et une greffe de moelle chez le 

second (Stein et al., 2010; Ott et al., 2006) .  
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Une expansion clonale de sous-populations transduites a été mise en évidence dans 

d‘autres essais. Néanmoins, comme cela a été décrit dans des modèles de gros animaux, cela 

n‘est pas toujours lié à une génotoxicité (Trobridge, 2011). Cela suggère une influence du 

contexte pathologique sur les conséquences de l‘intégration. 

Une étude sur des biopsies de patients injectés avec le Glybera a décrit des sites 

d‘intégration des AAVr (Kaeppel et al., 2013). Des intégrations aléatoires dans le noyau et au 

niveau de points chauds dans le génome mitochondrial ont été mis en évidence. Il n‘y a pas eu 

d‘effet délétère associé connu à ce jour, mais l‘originalité de la découverte d‘intégration dans 

des sites préférentiels du génome mitochondrial souligne l‘importance de ce type d‘étude dès 

les étapes précliniques. 

 Afin de réduire les risques d‘activation de gènes voisins du site d‘insertion, de 

nouveaux vecteurs ont été développés tels que les vecteurs SIN (Zychlinski et al., 2008). 

L‘ajout de séquences insulatrices, isolant les séquences exogènes du génome hôte, permet 

également de réduire les effets du vecteur sur son environnement (Groth et al., 2013; Koldej 

et al., 2013; Uchida et al., 2013). 

De nombreuses équipes ont orienté leurs efforts pour améliorer le ciblage ainsi que le 

contrôle de l'intégration du transgène.  

En effet, il semblerait avantageux de pouvoir contrôler les effets délétères potentiels d'une 

intégration du vecteur en ciblant la région du génome où elle a lieu, avec des outils comme les 

ZFNs ou les méganucléases (Carroll, 2008; Rahman et al., 2011).  

La stratégie opposée consiste à créer des outils pour empêcher l‘intégration. C‘est 

pourquoi de nouvelles générations de vecteurs, comme les IDLVs, ont été mises au point pour 

éviter l'intégration tout en conservant un effet thérapeutique (Banasik and McCray, 2010; 

Sarkis et al., 2008; Wanisch and Yáñez-Muñoz, 2009; Yáñez-Muñoz et al., 2006). De même, 

les AAVr sont souvent utilisés pour cette raison. Comme décrit dans les paragraphes sur ces 

vecteurs, l‘utilisation de ces formes épisomales est limitée à certaines applications.  

 

Les approches de thérapie génique ciblée, visant le contrôle de l‘insertion du transgène 

font l‘objet du travail de thèse présenté dans ce manuscrit. Le développement de ces 

approches s‘inscrit dans les objectifs de l‘augmentation de la biosécurité par le contrôle des 

risques liés à l‘insertion, et de l‘amélioration de l‘efficacité notamment en augmentant la 

spécificité des stratégies de thérapie génique. 
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II- La thérapie génique ciblée : de nouvelles stratégies 
pour modifier le génome à façon 

 

La thérapie génique ciblée désigne l‘ensemble des stratégies destinées à modifier de façon 

précise un endroit unique du génome, désigné comme cible. Elle s‘oppose par exemple à la 

thérapie génique d‘addition où le vecteur persiste sous la forme d‘un épisome ou d‘un 

provirus intégré de façon aléatoire (Hendrie and Russell, 2005). 

L'intégration ciblée du transgène thérapeutique présente différents avantages : 

- la correction obtenue peut être plus précise en ciblant la région mutée que par transfert 

de gène classique, 

- la correction est permanente, que les cellules soient quiescentes ou en division, et peut 

aboutir à l'élimination de la mutation pour la réparation génique, 

- ces approches sont applicables aux maladies dominantes et récessives, 

- seule une courte région, dite thérapeutique, et des bras d'homologie sont à vectoriser 

pour la réparation génique ; cela limite la taille du matériel génétique à transporter et élargit 

ainsi l'éventail des vecteurs utilisables. Néanmoins, cela est à nuancer lorsqu‘il est également 

nécessaire de transférer un gène codant une enzyme. 

La thérapie génique ciblée présente également des avantages en matière de biosécurité 

(Lombardo et al., 2011; Pessach and Notarangelo, 2011; Lombardo et al., 2007). En effet, le 

contrôle de l‘intégration dans un site choisi devrait permettre de limiter voire de s'affranchir 

des risques de mutagenèse insertionnelle. Cependant, l'environnement génomique devra être 

étudié pour chaque locus choisi. Par exemple, la proximité d'oncogènes ou la "fuite‖de 

l'expression des transgènes et ses conséquences sur des cellules non ciblées doivent être 

renseignées. De même, il est essentiel de vérifier que seul le locus choisi est modifié.  

Grâce au caractère modulable de ces stratégies, il est possible d‘envisager une médecine 

personnalisée. Une maladie peut être causée par différentes mutations ; chacune d‘entre elle 

pourrait être ciblée par un nouvel outil. Cependant, cela reste utopique dans la mesure où 

chaque patient aurait besoin d‘un produit de thérapie génique spécifique avec les efforts et les 

coûts de développement associés. Il est plus facilement envisageable de cibler une région 

concernée par plusieurs mutations avec un donneur plus universel, ou un locus non muté du 

génome dont la modification ne serait que pas ou peu délétère. D‘après les différentes études 

d‘édition du génome les loci CCR5 et AAVS1 pourraient correspondre à cette définition de 
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cible utilisable pour de nombreuses applications (Tay et al., 2013; van Rensburg et al., 2012; 

Händel and Cathomen, 2011).  

II 1- Approches d’intégration ciblée du transgène 

 

Plusieurs stratégies de modification thérapeutique ciblée du génome ont déjà été 

envisagées grâce à des outils permettant le ciblage de l‘intégration de constructions 

thérapeutiques tels que les transposons, les intégrases ou les nucléases. 

 

Les transposons sont des éléments géniques sauteurs qui existent dans la nature. Ils sont 

capables de se déplacer dans le génome par auto-excision et de s‘intégrer dans un locus 

contenant des homologies de séquence avec l‘élément mobile (Chaparro and Sabot, 2012; Di 

Matteo et al., 2012; Staunstrup and Mikkelsen, 2011). La coupure du transposon intégré est 

réalisée par une transposase. Les systèmes PiggyBac (PB), SleepingBeauty (SB) et Tol2 sont 

les transposons les plus utilisés. Ils permettent de réaliser des intégrations localisées avec un 

effet prolongé sans utilisation de vecteurs viraux (Grabundzija et al., 2010). Les systèmes PB 

et SB sont plus efficaces que Tol2, probablement en raison de la moindre quantité de cibles de 

ce dernier. Par exemple, une version de SB hyperactive, SB100x a permis une expression 

physiologique de FIX in vivo chez des souris hémophiles pendant plus d‘un an (Mátés et al., 

2009). Pour améliorer le ciblage de l‘intégration, le transposon SB a été couplé à des ZFs pour 

choisir le locus d‘intégration dans les sites LINE1, fréquents dans le génome (Voigt et al., 

2012). Ainsi, 45 % des intégrations sont redirigées vers ces cibles. Par de tels couplages, il est 

théoriquement possible de réaliser l‘intégration au niveau de toute cible potentielle de ZFs. 

Des intégrases permettent l‘intégration contrôlée d‘un transgène, plutôt que celui-ci ne 

soit conservé sous une forme épisomale diluée lors des divisions des cellules transduites, ou 

intégré dans une région sensible du génome. Les intégrases orientent l‘intégration vers leurs 

cibles préférentielles. Par exemple, l‘intégrase phiC31 est une recombinase de phage qui 

réalise une recombinaison entre une construction contenant des sites attB et des pseudo-sites 

attP se trouvant dans le génome, notamment dans les cellules humaines. Elle a ainsi été 

efficacement utilisée in vivo et sans vecteur viral dans des modèles de tyrosinémie, 

d‘épidermolyse bulleuse ou d‘hémophilie (Held et al., 2005; Ortiz-Urda et al., 2003; Olivares 

et al., 2002). Des effets délétères sont observés lorsqu‘une dose trop élevée est employée (Liu 

et al., 2006; Held et al., 2005). Avec ce type d‘outils, l‘intégration n‘a pas lieu en un site 

unique du génome : elle peut avoir lieu au niveau de toute séquence pseudo-attP. 
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Des ZF-recombinases ont été crées en associant des ZFs et des sérines recombinases (Gaj 

et al., 2013; Gersbach et al., 2011; Gordley et al., 2009; Prorocic et al., 2011; Proudfoot et al., 

2011). Elles permettent de diriger l‘intégration ciblée par les recombinases vers des cibles de 

ZFs proches de cibles de la partie catalytique des recombinases. En effet, en ne gardant que le 

domaine catalytique de ces enzymes, une spécificité de substrat partielle persiste. 

Comme indiqué en I-1.3, il est possible d‘utiliser une intégration ciblée par RH mais la 

fréquence de ces évènements reste limitée. L‘alternative consiste à utiliser des nucléases 

artificielles pour une insertion ciblée en favorisant la RH si le donneur comporte des bras 

d‘homologie ou la NHEJ. Ce type d‘approche, qui fait l‘objet du travail de recherche de cette 

thèse sera développé en détail dans la suite de cette partie. 
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II-2 Utilisation de la réparation des cassures double brin de l’ADN 

pour des applications thérapeutiques 

 

Les lésions de l'ADN peuvent être générées par différentes agents tels que des agents 

chimiques (tabac, radicaux libres dérivés de l‘oxygène) ou physiques (rayons UV, 

radioactivité). 

Les lésions peuvent être de plusieurs types comme l'introduction d‘une base uracile, 

l'absence d‘une base, l'alkylation, la présence d‘adduits ou de dimères de pyrimidines, des 

pontages intra et inter brins, une CDB, un mésappariement ou la présence d'une méthyl-

guanosine. Certaines lésions ne modifient que la structure chimique de l‘hélice d‘ADN sans la 

déformer, tandis que des lésions de grande taille sont aussi à l‘origine d‘une déformation. 

 

 Les CDB de l‘ADN peuvent être physiologiques, comme lors de la recombinaison 

V(D)J, de la commutation isotypique et de la méiose (figure 13). Elles contribuent alors à une 

variabilité génétique : la commutation de classe est responsable de l‘amplitude du répertoire 

immunitaire. Elles peuvent aussi être d'origine accidentelle, lors de la réplication par exemple. 

Enfin, elles peuvent être dues à des agents exogènes physiques, comme des irradiations, ou 

des agents chimiques, comme des agents radiomimétiques ou des inhibiteurs de 

topoisomérases. Les CDB peuvent entraîner des pathologies telles que des cancers. Il est 

essentiel qu‘elles soient réparées pour le bon fonctionnement des cellules. La réparation peut 

être fidèle et favoriser la conservation de l‘intégrité du génome, ou conduire à sa 

diversification par l‘introduction de mutations. Si l‘ADN n‘est pas réparé, cela peut induire 

l‘apoptose. 

On distingue deux principaux mécanismes de réparation des CDB : la RH au sens large 

(Homology directed Repair, HdR), intégrant la RH stricto sensu et l‘hybridation simple brin 

(Single Strand Annealing, SSA), et la NHEJ (figure 13).  
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Figure 13 : Les cassures double brin de l‘ADN : causes d‘apparition et réparation par ligature 

d‘extrémités non homologues (NHEJ) et la réparation basée sur l'homologie (HdR) 

D'après (Lieber, 2010) et (Heyer et al., 2010). 

II-2.1 La recombinaison homologue  

 

La recombinaison homologue (RH) intervient dans la réparation des CDB, des télomères 

incomplets, dans le redémarrage des fourches de réplication bloquées et pendant la méiose 

lors de la séparation des chromosomes homologues (San Filippo et al., 2008). 

Elle a lieu principalement en phases S et G2 du cycle cellulaire dans les cellules 

eucaryotes. En effet, elle s‘appuie sur une homologie de séquence entre la région 

endommagée et un substrat qui sert de modèle à la synthèse d‘ADN essentielle à la réparation 

de la lésion. En phases S et G2, la chromatide sœur est disponible et peut servir de matrice de 

réparation. La matrice peut également être un fragment d‘ADN exogène s'il présente un 

niveau suffisant d'homologie à la zone de coupure. Les protéines nécessaires à la RH sont 

également exprimées majoritairement pendant ces phases, mais elles peuvent être présentes 

pendant d‘autres phases du cycle comme indiqué dans la suite de ce paragraphe. 

La RH est précédée par la détection d‘une CDB lors de la mise en place de la réponse aux 

dommages de l‘ADN (DNA Damage Response, DDR) qui permet ensuite de mettre en place 

une voie de réparation. La RH se déroule ensuite en plusieurs étapes (figures 13 et 14). Les 
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extrémités d‘ADN endommagées sont remaniées par des nucléases lors d'une étape de 

résection qui conduit à la libération d‘extrémités sb 3‘ sortantes. Puis, des protéines 

s'accumulent sur l‘ADN sb, en protègent les extrémités et déclenchent le recrutement des 

acteurs de la réparation. Après recherche d'homologie, une des extrémités sb envahit une 

région homologue : ceci mène à la formation d‘un intermédiaire appelé ―boucle D ‖. L'activité 

d'une polymérase conduit alors à l‘obtention d‘une molécule db. Ensuite, une hybridation se 

produit entre la boucle D et la seconde extrémité sb. Ce croisement de brins conduit à la 

formation d‘une structure appelée jonction de Holiday. La RH se termine par la résolution ou 

par la dissolution de cette jonction qui donne lieu à un produit issu de crossing-over ou non. 

La réparation peut aussi avoir lieu sans capture de la seconde extrémité. Dans ce cas, il 

n‘y a pas formation de jonction de Holiday : cela aboutit uniquement à des produits non issus 

de crossing-over. Ce mécanisme est appelé hybridation de brins dépendante de la synthèse 

(Single Strand Dependant annealing, SDSA) (San Filippo et al., 2008).  

 Des CDB peuvent survenir au niveau de télomères ou de fourches de réplication, elles 

ne présentent alors qu‘une seule extrémité. Dans ces cas, la réparation par le mécanisme dit de 

réplication induite par cassure (break-induced replication, BIR) a lieu. La seconde extrémité 

de la boucle D est alors absente. L‘hybridation se produit avec la chromatide sœur ou un 

chromosome homologue, ce qui conduit à une réparation fidèle, ou avec un chromosome non 

homologue donnant lieu à une translocation non réciproque. Certains événements de BIR 

peuvent survenir pour réparer des télomères raccourcis ou cassés. 

 Parfois, une région répétée est présente à proximité du site de cassure. La SSA peut 

alors avoir lieu par hybridation à cette région, entraînant une perte d'information génétique par 

délétion (Kass and Jasin, 2010). Ce type de réparation peut avoir lieu si les régions "direct 

repeats‖sont distantes de moins de 100 pb ; cette distance influe sur l'efficacité de la 

réparation (Gouble et al., 2006). La SSA peut ne pas être considérée comme une issue de RH 

au sens strict, mais elle met néanmoins des mécanismes d'homologie en jeu. 



 - 52 - 

 

Figure 14 : Réparation des cassures double brin 

de l‘ADN par recombinaison homologue. 

 Tiré de (Rass et al., 2012). 

De nombreuses protéines sont impliquées 

dans la RH (figure 14), seules celles jouant un 

rôle majeur sont décrites dans la suite de ce 

paragraphe. 

La protéine interagissant avec la protéine 

CtBP (Carboxy-terminal binding protein 

Interacting Protein, CtIP) est capable d‘interagir 

avec une protéine de régulation du cycle 

cellulaire, la protéine suppresseur des cancers du 

sein et des ovaires chez l'homme (BRCA1, 

Human breast and ovarian cancer tumor 

suppressor protein 1) (You and Bailis, 2010). 

Elle joue un rôle essentiel dans la réparation de 

l‘ADN, notamment dans le choix entre RH et 

NHEJ (Yun and Hiom, 2009). Elle est nécessaire 

à la résection au niveau des CDB.  

La protéine Mre11 détecte les CDB et joue un rôle essentiel dans l‘initiation de la 

résection et donc dans la création d'extrémités sb en interaction avec la CtiP. Favorisant la 

RH, elle intervient aussi dans la NHEJ (Adelman and Petrini, 2009). Il semblerait que son rôle 

soit plus important pendant la réplication, voire en G2, où la matrice de réparation est la 

chromatide sœur. La Mre11 fait partie du complexe MRN, essentiel à la NHEJ et à la RH : il 

est composé de la Mre11, de la Rad50 et de la Nbs1. Ce complexe intervient dans la 

reconnaissance des CDB et permet la RH notamment en interagissant avec la BRCA1. 

L‘activité nucléasique 3'-5' du complexe MRN est stimulée par la CtiP. Elle intervient dans 

l‘initiation de la RH et dans des événements infidèles de NHEJ alternative (alt-NHEJ) (voir 

paragraphe suivant) (Rass 2009, Xie 2009, Buis 2009, Cheng 2009).  

La protéine de réplication A (replication protein A, RPA), est une protéine qui se lie aux 

extrémités sb de l'ADN au niveau des CDB. La RPA peut être phosphorylée. Grâce à la 

pRPA, les structures secondaires au niveau de l'ADN sb sont éliminées : cela permet la 

fixation de la protéine de Mammifère Rad51.  
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La Rad51 forme des foyers au niveau des CDB et s'organise sous forme de filaments au 

niveau des extrémités sb protégées par la pRPA (Heyer et al., 2010). Elle est impliquée dans 

la recherche d'homologie avec une matrice de réparation, jusqu'à la formation de 

l'intermédiaire boucle D avec le déclenchement de la synthèse d'ADN, et dans l'invasion du 

brin d'ADN.  

La protéine Rad52 intervient comme médiateur en formant un complexe avec la Rad51 

jusqu'à son arrivée sur les extrémités sb (Heyer et al., 2010). La Rad52 peut également jouer 

un rôle dans la SDSA. 

La protéine BRCA1 est une E3 ubiquitine ligase impliquée dans la RH et la NHEJ. 

Lorsque l‘ADN est endommagé, BRCA1 intervient pour faciliter une réparation fidèle et une 

stabilité du génome.  

La protéine BRCA2, intervient dès la formation du filament composé de la protéine 

Rad51. Elle possède des domaines de liaison à l'ADN sb et db et interviendrait au niveau de 

l'ADN db en limite de résection (Heyer et al., 2010). 

II-2.2 Ligature d’extrémités non homologues  

 

Figure 15: Réparation des cassures double brin de l‘ADN 

par ligature d‘extrémités non homologues canonique,  

Tiré de (Rass et al., 2012). 

 

La ligature d‘extrémités non homologues (NHEJ), 

peut intervenir quelle que soit la phase du cycle 

cellulaire pendant laquelle la cassure survient. Elle ne 

nécessite pas de matrice pour la réparation : seul le 

recrutement des protéines impliquées sur le lieu de la 

cassure est essentiel. Comme la RH, elle est précédée de 

la détection de la CDB. La NHEJ démarre par un 

remaniement des extrémités (figure 15). La résection est 

plus courte que celle nécessaire à la RH. Les protéines 

Ku70 et Ku80 se fixent sur les extrémités : on parle alors 

du complexe Ku-ADN. Cela permet le recrutement 

d‘autres protéines nécessaires. Ces étapes sont suivies de 

l‘intervention de polymérases et de l‘action d‘une ligase 
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qui termine la réparation (Lieber, 2010).  

Il existe deux formes de NHEJ : la NHEJ classique (C-NHEJ) et la alt-NHEJ (Bennardo et 

al., 2008; Rass et al., 2012). La C-NHEJ a lieu en présence du complexe Ku70/80, des DNA-

PKcs, de XRCC4 et de la ligase IV. A l‘inverse, l‘alt-NHEJ est indépendante de ces facteurs 

et fait le plus souvent apparaître de courtes délétions entre des zones de microhomologie. Il 

convient donc de préciser que la C-NHEJ est un mécanisme plutôt conservateur, alors que 

l‘alt-NHEJ est mutagène.  

II-2.3 Choix de la voie de réparation  

 

On peut considérer que le choix de la voie de réparation des CDB correspond à 

l'orientation vers la alt ou la C-NHEJ, la RH ou la SSA (Heyer et al., 2010). Les voies de la 

NHEJ et de la RH ne s'excluent pas. Les mutants KO pour des protéines de la RH et de la 

NHEJ ont un phénotype plus sévère que des mutants de protéines d'une seule voie. Cela 

suppose une coopération entre les deux systèmes de réparation, notamment à travers des 

étapes communes (Kass and Jasin, 2010). 

Le choix de la voie de réparation dépend notamment de la phase du cycle pendant laquelle 

a lieu la cassure, de la nature de la lésion, du type cellulaire et de l'espèce concernés.  

De nombreux facteurs impliqués dans la réparation peuvent s'avérer des éléments 

régulateurs  

(Brandsma and Gent, 2012; Shibata et al., 2011; Huertas and Jackson, 2009; Shrivastav et al., 

2008; Aylon and Kupiec, 2005). Par exemple, contrairement à la RH, la SSA implique la 

fixation de la Rad52 sur les extrémités sb protégées par la pRPA et est indépendante de la 

Rad51 : la présence de la Rad51 et/ou la Rad52 est donc un élément de choix entre ces voies 

(Heyer et al., 2010). 

Au-delà du choix entre RH et NHEJ, une orientation de la réparation entre les trois types 

de RH – SDSA, BIR et HR avec jonction de Holiday – a lieu. Par exemple, la BIR est moins 

fréquente que la SDSA pendant la mitose car la SDSA est plus rapide à se mettre en place 

(Heyer et al., 2010). Les produits de ces réparations ont des conséquences différentes sur 

l'information génétique qui peut ainsi être conservée ou modifiée par délétion. 

Pour les applications de KI ou de réparation génique thérapeutique impliquant des bras 

d‘homologie, il est essentiel que les CDB soient réparées par RH avec jonction de Holiday. A 

l‘inverse, pour un KO ou une capture de donneur sans bras d‘homologie, il est nécessaire de 

favoriser la NHEJ. 
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Dans le paragraphe suivant, seuls quelques exemples liés aux phases du cycle cellulaire et 

à la résection seront évoqués. Ces éléments de choix entre HR et NHEJ sont séparés pour des 

raisons de description.  

II-2.3.1. Rôle des phases du cycle cellulaire 

 

Les phases du cycle cellulaire ont une influence majeure sur la régulation de la réparation 

de l'ADN (figure 16). 

  

Figure 16 : Choix de la voie de réparation en fonction de la phase du cycle cellulaire 

D'après (Heyer et al., 2010). 

 

La SSA et la NHEJ ne nécessitent qu'une seule molécule d'ADN alors que la RH nécessite 

la présence d'une seconde molécule qui sert de matrice.  

Dans des cellules de Mammifères diploïdes, la NHEJ peut se dérouler pendant toutes les 

phases du cycle cellulaire.  

Au contraire, la nécessité d'ADN matrice suggère que la RH est plutôt restreinte aux 

phases S tardive et G2, lorsqu'une chromatide sœur est présente. Cependant, il a été démontré 

que la RH pouvait avoir lieu en phase G1 chez la levure (Fabre, 1978). Seules les espèces 

diploïdes pourraient réaliser cette réparation en G1 à l'aide du chromosome homologue. Une 

étude a démontrée que la RH avec des vecteurs AAVr donneurs peut avoir lieu si les cellules 
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sont bloquées dans le cycle par privation de sérum ou si la synthèse d'ADN est bloquée par 

l'hydroxyurée. Cependant, cela n‘est observé pour ces cellules bloquées dans le cycle qu‘à 

hauteur de 0,15 à 1,1 % du taux observé dans des cellules non bloquées et se divisant donc en 

culture (Trobridge et al., 2005) 

Lorsque la NHEJ est déficiente, les CDB non réparées en phase G1 peuvent être réparées 

par RH mais seulement lors du passage en phases G2 et S (Parvin et al., 2011).  

 Le niveau d‘expression des cyclines dépendantes des kinases (CdK) intervient 

également dans le choix de la voie de réparation et l'initiation de la résection. En G1, une 

faible quantité de CdK inhibe la résection alors que leur activation en phases G2 et S favorise 

la RH (Heyer et al., 2010). 

II-2.3.2. Rôle de la résection 

 

 

Figure 17 : Influence de la résection dans le choix de la voie de réparation  

D'après (Kass and Jasin, 2010).  

 

La résection est nécessaire pour la RH et la SSA qui comprennent une étape avec un 

intermédiaire d'ADN aux extrémités sb (figure 17) (Heyer et al., 2010). Pour que la RH se 

mette en place, une résection suffisante est indispensable ; cela empêche l‘intervention des 

acteurs de la NHEJ.  

 La SSA nécessitant une résection suffisante pour mettre en évidence des régions 

répétées homologues, la longueur de la résection intervient largement dans le choix entre RH 

et SSA, de même que le site de la CDB en fonction de la présence ou non de telles régions 

homologues dans la zone sb qui apparaît après résection. 
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La résection nécessaire à la génération de l‘ADN sb lors de la RH se déroulerait en deux 

étapes (Grabarz et al., 2012). La Mre11 interviendrait avec CtiP pour réséquer environ 50 à 

100 nucléotides (Malkova et al., 2005). La CtiP et le complexe MRN (étude S. pombe) sont 

co-localisés sur environ 200 pb au niveau de la CDB. Grâce à cette association à NBS1, CTp1 

(homologue fonctionnel de CtiP chez la levure), est retenue près du complexe MRN et la 

résection se limite aux régions proches de la cassure. In vitro, la CtiP stimulerait l‘activité 

endonucléasique de la Mre11 sans en stimuler l‘activité exonucléasique. La Mre11 a une 

activité nucléasique 3'-5' et agirait donc plutôt en tant qu'endonucléase dans ce procédé. 

L‘initiation de la résection est suivie de l‘activité d‘hélicases et de nucléases permettant 

l‘apparition de longues zones d‘ADN sb, avec extrémités 3' sortantes, nécessaires à la 

réparation par RH. 

En phases S et G2, la CtiP subit une phosphorylation par les CdK sur la sérine 327 qui 

favorise sa fixation à la BRCA1 et au complexe MRN (figure 16) (Yun and Hiom, 2009). 

Cela permet le recrutement de la CtiP sur les sites de cassures et la résection. La CtiP subit 

une phosphorylation supplémentaire par l‘ATM en réponse à la CDB : ceci conduirait à 

l‘inhibition de la transcription de gènes de régulation du cycle cellulaire. La CtiP favorise la 

signalisation d‘un checkpoint et l‘arrêt du cycle cellulaire par la protéine Chk1. L‘interaction 

avec la Chk1 requiert la présence de la pRPA sur l‘ADN sb. 

L‘élimination de la 53BP1 des cassures en phase S est dépendante de l‘action de la 

BRCA1 en association à la CtiP : cela permet l‘initiation de la résection et favorise ainsi la 

RH.  

L‘ampleur de la résection est notamment contrôlée par l‘association de la BRCA1 et de la 

RAP80 limitant l‘accès des nucléases à l‘ADN. Cette association serait plus forte en phase G1 

alors que les complexes BRCA1/CtiP et BACH1-BRCA1 prédominent en phases G2 et S (Y. 

Hu et al., 2011). La résection est plutôt inhibée en phase G1 : ceci favorise la NHEJ. Le 

complexe Ku70/Ku80 initiateur de la NHEJ inhibe la résection en protégeant les extrémités. 

Cependant, la résection peut avoir lieu en G1, même si une variabilité entre des lignées 

cellulaires et des cellules primaires est observée (Yajima et al., 2013). 
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II-3 Favoriser la recombinaison homologue pour une application 

thérapeutique en induisant des cassures double brin de l’ADN par 

l’utilisation d’endonucléases artificielles 

 

La RH spontanée n'a lieu qu'à de faibles fréquences d'environ 10
-6

. Ainsi, des effets 

thérapeutiques ne sont envisageables que si le niveau de réparation requis est faible, comme 

évoqué en II.1. Pour étendre cette stratégie à de nombreuses applications thérapeutiques, la 

découverte de l‘augmentation de la fréquence de RH grâce à des CDB a été capitale (Porteus 

and Baltimore, 2003; Donoho et al., 1998; Jasin, 1996; Choulika et al., 1995; Rouet et al., 

1994a; Jasin and Berg, 1988). Elle a favorisé le développement d‘outils capables d‘induire 

une CDB ciblée pour déclencher une réparation de l‘ADN par RH. Ces outils que sont les 

endonucléases artificielles résultent de l‘association de deux types de domaines. Elles 

comportent des domaines de liaison à l‘ADN, qui leur confèrent leur spécificité, et un 

domaine enzymatique catalytique aspécifique responsable de l‘induction d‘une CDB. Les 

nucléases présentées ci-dessous sont décrites dans l'ordre chronologique de leur découverte.  

II-3.1 Les méganucléases 

 

Les méganucléases (homing endonucleases, HO) sont les premières nucléases qui ont été 

étudiées à partir des années 1980 (Marcaida et al., 2010; Pâques and Duchateau, 2007). Il 

s‘agit à l‘état sauvage de protéines capables de réaliser l‘auto-excision du gène responsable de 

leur expression et d‘en contrôler l‘intégration dans une région présentant des zones 

d‘homologie avec ce gène. Plusieurs centaines de méganucléases ont été décrites depuis leur 

découverte. 

Elles contiennent une partie endonucléasique capable de réaliser une CDB et une région 

de reconnaissance d‘une séquence d‘ADN donnée longue de 12 à 40 pb (figure 18).  

La méganucléase I-SceI, issue de la famille LAGLIDADG, a été le modèle le plus étudié 

(Plessis et al., 1992; Jacquier and Dujon, 1985). Elle est issue du génome mitochondrial de la 

levure Saccharomyces cerevisiae. Elle reconnaît une séquence cible de 18 pb : 5‘-

TAGGGATAA^CAGGGTAAT-3‘ et réalise une CDB qui laisse apparaître des extrémités 

cohésives 3‘ sortantes. Les travaux de M. Jasin (Jasin, 1996; Jasin and Berg, 1988) ont permis 

une meilleure connaissance des méganucléases de cette famille et des mécanismes de 

réparation des CDB. I-SceI a été utilisée dans des modèles in vitro et in vivo, avec une 

efficacité variable. Ainsi, un même ciblage a permis d‘obtenir une fréquence de coupure de 
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4.10
-4

 dans des cellules NIH3T3, de 10
-2

 dans des cellules souches embryonnaires murines ou 

de 1,3 % dans le foie de souris transgéniques in vivo (Gouble et al., 2006; Donoho et al., 

1998; Rouet et al., 1994b). Cette différence de coupure peut être due à une différence de 

vectorisation et d‘expression de la méganucléase ou d‘accessibilité de la cible, à cause de 

méthylations par exemple. 

La limite majeure à l‘utilisation des méganucléases est que leur séquence cible est longue 

et le plus souvent absente du génome des organismes modèles. Il a ainsi été nécessaire 

d‘insérer la séquence cible dans leurs génomes. Afin de pallier cet inconvénient, l‘ingénierie 

de nouvelles nucléases à façon a été développée pour leur utilisation à des fins thérapeutiques 

(Arnould et al., 2011; Stoddard, 2011; Takeuchi et al., 2011). 

 

 

Figure 18 : Méganucléases et reconnaissance de l‘ADN.  

Exemple de l‘obtention d‘une méganucléase ciblant le gene XPC à partir d‘une méganucléase 

naturelle, I-CreI. (a) : comparaison de la cible originelle et de la cible thérapeutique (b) structure 

cristalline de la méganucléase I-CreI modifiée fixée sur l‘ADN cible (c) interaction entre la nouvelle 

méganucléase et sa cible et (d) interaction entre la forme I-CreI native et sa cible. D‘après (Silva et al., 

2011; Redondo et al., 2008) 

 

Une meilleure caractérisation et l‘obtention de méganucléases avec de nouvelles 

spécificités ont ouvert la voie à l‘édition de génome sur mesure. En effet, en les modifiant 

pour le ciblage d‘un locus donné, elles peuvent y introduire une CDB qui favorise une 

réparation par RH si un ADN donneur est présent. Des efforts conséquents de mutagenèse 
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dirigée suivie du criblage des nouvelles protéines obtenues ont été faits. Cette ingénierie a 

permis de développer des méganucléases contre des cibles thérapeutiques potentielles. 

L‘entreprise Cellectis a développé commercialement ce type d‘endonucléases. 

Des travaux ont par exemple été conduits avec des méganucléases dirigées contre le gène 

Rag1 : cela peut aussi bien servir à l‘obtention d‘animaux transgéniques qu‘au développement 

de stratégies thérapeutiques pour le traitement de déficits immunitaires touchant ce gène 

(Smith et al., 2006). Dans un contexte de thérapie génique, le gène codant la Xeroderma 

pigmentosum complementation group C (XPC), muté chez les patients atteints de xeroderma 

pigmentosum (OMIM#278700), a été ciblé avec de nouvelles méganucléases. Cette maladie 

est due à un déficit de réparation de l‘ADN entraînant une sensibilité accrue aux rayons UV. 

Le locus XPC étant méthylé, l‘utilisation d‘agents déméthylants a permis une correction 

génique dans 0,4 % des populations cellulaires testées (Dupuy et al., 2013). Une correction 

génique de la dystrophine a été réalisée dans un modèle de myoblastes de patients atteints de 

la myopathie de Duchenne à l‘aide d‘une méganucléase vectorisée dans un vecteur LV et d‘un 

donneur apporté dans un IDLV (Popplewell et al., 2013).  

Malgré ces avancées, les méganucléases restent difficiles à modifier et l‘absence d‘un 

code de reconnaissance simple entre les domaines de fixation à l‘ADN et une séquence de 

nucléotides a limité leur diffusion. 

II-3.2 Les nucléases à doigts de zinc  

 

Les nucléases à doigts de zinc (Zinc Finger Nucleases, ZFNs) ont été mises au point à 

partir des travaux de l‘équipe de S. Chandrasegaran sur l‘enzyme FokI. FokI est une enzyme 

de restriction obtenue à partir de la bactérie Flavobacterium okeanokoites. Elle fait partie des 

enzymes de restriction de type II : ce sont des endonucléases capables de réaliser une CDB et 

des méthylases reconnaissant des séquences de 4 à 8 pb, fonctionnant par homodimérisation 

(Pingoud and Jeltsch, 2001). La séquence cible de FokI est : 5'-GGATG-3‘/5'-CATCC-3, elle 

réalise une coupure à 9 et 13 nucléotides de distance de sa cible donnant lieu à l‘apparition 

d‘extrémités cohésives 5‘ sortantes. Des études ont permis de définir les régions du gène 

codant FokI responsables de la spécificité de reconnaissance d‘une part et de l‘activité 

catalytique d‘autre part (Li et al., 1992). En modifiant cette dernière, il a été possible de 

changer l‘activité catalytique en conservant la spécificité de reconnaissance (Li and 

Chandrasegaran, 1993). A l‘inverse, sa coupure a été redirigée vers d‘autres sites en associant 

le domaine catalytique à un nouveau domaine de reconnaissance de l‘ADN en créant ainsi une 
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endonucléase artificielle. La première endonucléase créée avec la partie catalytique de FokI 

comportait l‘homéodomaine ultrabithorax de la drosophile (Ubx) en tant que domaine de 

reconnaissance spécifique d‘une séquence d‘ADN (Kim and Chandrasegaran, 1994).  

Les ZFNs sont des protéines chimériques issues de l'association de domaines protéiques 

en ZFs et de la partie endonucléasique aspécifique de FokI. Ces outils ont été développés à 

partir de 1996 (Kim et al., 1996). 

Il existe de nombreux ZFs naturels qui ont souvent un rôle de facteur de transcription. La 

structure en ZFs Cys2His2 des domaines de reconnaissance de l‘ADN est due à la présence 

d'ions Zn
2+

 interagissant avec les acides aminés (aa) cystidine (Cys, C) et histidine (His, H) 

(figure 19). Le premier domaine en ZFs a été décrit en 1982 par l‘équipe d‘A. Klug : il s'agit 

du domaine TFIIIA de Xenopus laevi (Klug, 2010; Miller et al., 1985). En 1982, A. Klug 

obtenait le Prix Nobel de Chimie "Pour sa contribution au développement de la microscopie 

électronique cristallographique et ses découvertes sur la structure des complexes protéines-

acides nucléiques biologiquement importants". Chaque ZF est constitué de deux feuillets β et 

d'une hélice α (ββα), comprenant les aa responsables de l'interaction spécifique avec les 

nucléotides de la cible. Des avancées notables dans l'étude de l'interaction de ZFs avec l'ADN 

ont également été possibles grâce à l'étude du facteur de transcription murin Zif268 en 

cristallographie (N P Pavletich and Pabo, 1991). Des trente deux aa de chaque ZF, ceux ayant 

une importance majeure dans les interactions avec la séquence cible sont numérotés 

relativement à leur situation sur l'hélice α (―1 ‖correspondant au premier aa de l‘hélice α) : -1, 

3 et 6 pour ceux interagissant avec le brin codant, 2 pour l'interaction avec le brin non codant. 

Ces domaines se placent dans le sillon majeur de l'ADN. 

Comme les méganucléases, les ZFNs se fixent spécifiquement sur une région donnée du 

génome et y provoquent une CDB. Celle-ci peut être réparée par NHEJ ou par RH lorsqu‘un 

donneur présentant des régions d‘homologie au site de coupure est présent. 

Les deux monomères d‘une paire de ZFNs se positionnent en orientation opposée sur des 

sites inversés : cela facilite l‘orientation de FokI et son hétérodimérisation (Smith et al., 

2000). Il a été démontré que la cinétique de coupure des ZFNs n‘est pas de premier ordre : 

elle ne dépend donc pas de façon linéaire de la quantité de cibles présentes (Mani et al., 

2005). Au contraire, plus il y a de substrat, plus la proportion de séquences coupées est faible.  
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Figure 19 : Interaction entre les domaines protéiques à doigts de zinc et l‘ADN  

(a) et (b) Interaction entre des doigts de zinc et l‘ADN (c) structure d‘un doigt de zinc (d) Acides 

aminés et bases impliquées dans la reconnaissance entre les doigts de zinc et l‘ADN. D‘après (Elrod-

Erickson et al., 1996; Klug, 2010; N. P. Pavletich and Pabo, 1991). 

 

Pour élargir leur utilisation à un plus grand éventail d‘applications et de cibles, il a été 

essentiel de développer des modules avec de nouvelles spécificités pour pouvoir 

théoriquement cibler toute séquence du génome (figure 20). La majorité de ces travaux s‘est 

concentrée sur l‘obtention de nouveaux ZFs pour cibler un maximum des soixante-quatre 

triplets de nucléotides existants.  

La plateforme académique OPEN a développé de nombreux triplets de ZFs (Foley et al., 

2009; Maeder et al., 2008). En utilisant des archives de ZFs, l‘assemblage puis la sélection 

par double hybride bactérien a permis de définir de nouveaux triplets de ZFs.  

L‘assemblage modulaire puis la sélection par double hybride désigne l‘assemblage de 

trois ou quatre ZFs d'après leur séquence cible sans tenir compte de la localisation de chaque 

ZF.  

La stratégie CoDa d‘assemblage dépendante du contexte a ensuite permis d‘assembler des 

sous-unités à partir de deux triplets partageant le même ZF central (Sander et al., 2011). Cette 

technique conduit à l‘obtention d‘une cible théorique toutes les 500 pb.  
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L‘assemblage biparti consiste à associer deux ZFs et demi de deux libraires. La méthode 

―2+2 ‖a permis l‘obtention de ZFNs contenant quatre ZFs. Des efforts de mise à disposition 

de tels outils à la communauté scientifique ont été faits en rendant accessibles les plasmides 

nécessaires et des plateformes de création de ZFNs telles que ZifBase ou Zif-Predict 

(Molparia et al., 2010; Jayakanthan et al., 2009). 

 

 

Figure 20 : Assemblage de domaines à doigts de zinc pour l‘obtention de nucléases à doigts de 

zinc avec de nouvelles spécificités (a) assemblage modulaire, (b) sélection dépendante du 

contexte, (c) association de 2 + 2 modules. D‘après (Cathomen and Joung, 2008). 

 

Malgré la possibilité théorique du ciblage de toute séquence, d‘après les liaisons mises en 

jeu dans la reconnaissance de l‘ADN et les modules disponibles, il est plus facile de cibler des 

régions riches en guanine (Isalan, 2012). En effet, l‘interaction guanine-arginine est la plus 

forte des interactions ZF/nucléotide connues, et la juxtaposition de ZFs stabilise les 

interactions avec les guanines reconnues aux positions 1 et 3 d‘un triplet (Isalan et al., 1997; 

Seeman et al., 1976). 

 

Plusieurs séquences de liaison entre FokI et les ZFs ont été testées telles que la séquence 

TGEKP de six aa qui confère au monomère une affinité picomolaire, ou la séquence (GSG)n 

qui réduit l‘affinité mais augmente la spécificité. Shimizu et al. ont fait varier les longueurs 

des séquences de liaison et des espaceurs séparant les cibles de chaque monomère : pour une 

séquence de liaison de vingt-deux aa, la coupure est optimale avec une séquence espaceur de 

8 pb contre une coupure efficace avec un espaceur de 5, 6, 7, 14 ou 16 pb pour une séquence 

de liaison de quatre aa (Shimizu et al., 2009). 
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Pour améliorer la spécificité, de nouvelles paires ont été créées avec un plus grand nombre 

de ZFs. Ainsi, une meilleure spécificité et une moindre toxicité en passant de trois à quatre 

ZFs a été décrite (Urnov et al., 2005). Cependant, une étude a montré une meilleure efficacité 

de coupure avec trois ou quatre ZFs plutôt que cinq ou six (Shimizu et al., 2011). 

 

Le groupe de D. Carroll a développé les premières applications des ZFNs et l‘étude des 

conditions propices à leur association à la RH chez la drosophile (Beumer et al., 2006; 

Bibikova et al., 2002, 2001). Sangamo a été la première entreprise à commercialiser des 

ZFNs. Leur plateforme CompozR® a été développée pour obtenir des paires avec de 

nouvelles spécificités. Sangamo a également racheté la jeune compagnie Gendaq du prix 

Nobel A. Klug et de Y. Choo. En parallèle, des laboratoires académiques se sont associés 

pour la mise en place du Zinc Finger Consortium pour faciliter la mise à disposition de ces 

outils (―The Zinc Finger Consortium‖). 

 

Les ZFNs ont été utilisées dans une grande variété d‘organismes modèles et de cellules : 

rats et souris transgéniques, poisson zèbre, Arthropodes, cellules souches, lignées humaines et 

autres modèles (Chen et al., 2013; Meyer et al., 2012; Carroll, 2011; Yusa et al., 2011; Foley 

et al., 2009; Geurts et al., 2009; Porteus and Carroll, 2005). Elles ont servi au ciblage de 

multiples gènes tels que : CCR5 dans des lymphocytes T humains, DHFR dans des cellules 

CHO ou VEGFA, HOXB13 et CFTR dans des cellules HEK (Maeder et al., 2008; Perez et 

al., 2008; Santiago et al., 2008; Lombardo et al., 2007). Les succès se sont rapidement 

enchaînés avec l‘obtention de 6% de KO chez la drosophile en 2002, 1.5 % de KI en 2003, 3 à 

5 % de KI dans des cellules de Mammifères en 2003, puis plus de 11 % de KI du gène IL2RG 

(Carroll et al., 2008; Urnov et al., 2005; Bibikova et al., 2003). 

L‘efficacité d‘édition du génome est très variable qu‘il s‘agisse de réaliser un KO ou un 

KI. Cela peut varier pour des KI de moins de 1 % à plus de 80 % lors de sélection grâce à des 

cassettes de résistance aux antibiotiques.  

Il semble que l‘efficacité d‘édition soit au maximum lorsque le site à modifier est à moins 

de 100 pb du site de coupure. L‘efficacité semble fortement réduite au-delà d‘une distance de 

500 pb du DSB (Porteus, 2006). 
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II-3.3 Les Transcription Activator-Like Effector Nucleases 

 

Les Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALE nucléases) fonctionnent de 

manière analogue aux ZFNs. La partie protéique impliquée dans la reconnaissance spécifique 

d‘une séquence d‘ADN est constituée de domaines TALE ou TALE repeats. Ces domaines 

sont impliqués dans la pathogénicité de bactéries de plantes du genre Xanthomonas spp. 

(Scholze and Boch, 2011; Bogdanove et al., 2010). Ces protéines sont injectées dans les 

plantes par un système de sécrétion de type III. Par la reconnaissance de séquences cibles 

dans des régions promotrices chez l‘hôte, ils jouent un rôle de facteur de transcription de 

gènes impliqués dans la résistance ou la susceptibilité des plantes aux pathogènes (Gu et al., 

2005; Kay et al., 2007; Yang et al., 2006). Il s‘agit de domaines protéiques de trente-deux à 

trente-cinq aa issus de bactéries. Parmi ces aa, les aa 12 et 13 constituent une région 

hypervariable (repeat variable diresidue, RVD). Le reste de la structure protéique est 

constituée de régions répétées. Chaque RVD reconnaît spécifiquement un unique nucléotide 

d‘après des règles décrites en 2009 (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 2009). En 

général, 15,5 à 19,5 domaines TALE sont associés ; le dernier domaine ne contient qu‘un 

demi module. 

 

 

Figure 21 : Code de 

reconnaissance de l‘ADN par les 

domaines TALE  

Les domaines TALE contiennent 

généralement un domaine de 

translocation N-terminal 

(translocation domain, TD), des 

domaines centraux répétés (0 à 

17,5) qui interviennent dans la 

fixation à l‘ADN et une région C-

terminale contenant un signal de 

localisation nucléaire (nls) et un domaine d‘activation de la transcription (AD). La spécificité de 

reconnaissance de l‘ADN est portée par les résidus hypervariables aux positions 12 et 13 de chaque 

module. D‘après (Mussolino and Cathomen, 2012).  

 

Comme pour les ZFNs, les TALE nucléases ont été développées par l‘association de ce 

type de domaines à la partie endonucléasique de l‘enzyme FokI. Les premières études 
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reposaient sur l‘association de TAL effecteurs naturels AvrXa7 et PhtXo1 à FokI. Une 

première étude les a désignées par le terme TALNs et a suggéré le potentiel de ces outils pour 

la modification du génome (Li et al., 2010). En parallèle, une équipe a utilisé des TAL 

sauvages et des TALEs artificielles pour de nouvelles cibles en étudiant les longueurs 

optimales des espaceurs entre les deux parties de la cible des TALE nucléases (Christian et 

al., 2010).  

De même que pour les ZFNs, il existe des restrictions dans leurs cibles potentielles. Les 

cibles des TALE nucléases sont classiquement précédées par une thymidine (Boch and Bonas, 

2010). Il existe également une permissivité de certains RVDs qui peuvent reconnaître des 

nucléotides autres que celui associé dans la reconnaissance un RVD/un nucléotide (Scholze 

and Boch, 2011).  

Miller et al. ont démontré l‘importance de la longueur des monomères et de la séquence 

espaceuse entre les cibles de chaque monomère (Miller et al., 2011). L‘efficacité de ciblage 

pouvant varier, en fonction de la taille des espaceurs, de 0 à 15 % pour un variant court, et de 

0 à 20 % pour un variant long. Avec différentes structures, ils ont pu obtenir jusqu‘à 25 % de 

modification ciblée des loci NTF3 et CCR5 sans sélection. En général, par rapport à des 

TALE naturelles, cent cinquante et vingt aa sont conservés aux extrémités N et C-terminales 

respectivement (Miller et al., 2011; Mussolino et al., 2011). 

 

Le ZFN Consortium et d‘autres laboratoires ont développées des plateformes académiques 

de création de TALE nucléases (Heigwer et al., 2013; Reyon et al., 2012; Uhde-Stone et al., 

2013; Zhang et al., 2013). En parallèle, les entreprises Life Technologies grâce à leur service 

GeneArt® Precision TALs et Cellectis ont développé ces outils commercialement. 

 

Bénéficiant des connaissances acquises depuis dix ans dans le domaine des ZFNs et étant 

plus modulables grâce à la simplicité du code gouvernant leur reconnaissance de l'ADN, des 

avancées plus rapides ont pu être conduites sur les TALE nucléases. 

Les premières modifications génétiques avec des TALE nucléases ont été faites dans des 

cellules humaines : une équipe a réalisé des KI ciblant cinq loci différents dans des cellules 

souches embryonnaires (embryonic stems cells, ES) et des cellules souches pluripotentes 

induites (induced pluripotent stem cells, iPS) (Hockemeyer et al., 2011). Comme cela a été 

démontré pour les ZFNs, ils ont également ciblé des loci de gènes non exprimés tels que 

PITX3 dans des iPS avec un KI précis dans 6 % de clones après sélection aux antibiotiques. 
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Selon les gènes ciblés, 2 à 100 % des constructions étaient insérées spécifiquement au niveau 

de la cible.  

Leur application a très vite été étendue à de nombreux modèles et de nombreux gènes 

notamment dans des modèles de Mammifères, d‘Arthropodes et de Poissons (Liu et al., 2013; 

Shan et al., 2013; Takasu et al., 2013; Tesson et al., 2011; H. Wang et al., 2013; Weber et al., 

2013; Wei et al., 2013).  

II-3.4 Le système CRISPR/Cas9 

 

Le système clustered regularly interspaced short palindromic repeats-associated Cas9 

(CRISPR/Cas9) a été décrit grâce à l‘étude des mécanismes de défenses immunes adaptatives 

de bactéries et d‘archées contre des acides nucléiques de pathogènes tels que des virus 

(Deltcheva et al., 2011; Wiedenheft et al., 2012). Cela met en jeu des petits ARN interférents 

capables de reconnaître de courtes séquences de pathogènes.  

Les gènes Cas contiennent des opérons et des régions CRISPR correspondantes à des 

séquences nucléotidiques de pathogènes, ou espaceurs, entrecoupées de séquences répétées 

(figure 22). Dans une première phase, appelée phase adaptative, la réponse se met en place en 

intégrant des séquences nucléiques de pathogènes appelées proto-espaceurs en 3‘ de la région 

CRISPR. Au cours de l'expression génique de la région CRISPR et de l'interférence, la 

formation d‘ARN précurseurs, pre-crRNA, est suivie de leur clivage. Cela donne lieu à des 

crRNA interférents capables de se fixer sur les séquences de pathogènes correspondant à 

celles intégrées en fin de région CRISPR (figures 22 et 23). Le crRNA interagit avec un 

crRNA transactivateur (tracrRNA). Cet ensemble oriente ensuite l'action des protéines Cas.  

Les études de ces systèmes ont été menées majoritairement dans l'espèce bactérienne 

Streptococcus pyogenes. Des études du système CRISPR/Cas9 d‘autres espèces bactériennes 

devraient permettre d‘élargir les possibilités d‘édition du génome à partir de cette famille 

d‘endonucléases (Fonfara et al., 2013). 

 

 Il existe trois types de systèmes CRISPR. Le système de type II, ne fait intervenir que 

quatre gènes dont celui codant la protéine Cas9. La transcription de ces gènes et le 

remaniement des transcrits donne lieu à la synthèse du pre-crRNA. Le tracrRNA est 

complémentaire des séquences répétées du pre-crRNA et déclenche l'action de la ribonucléase 

RNase III spécifique d'ARN db en présence de la Cas 9. Ce clivage des pre-crRNA est 

nécessaire à l‘obtention du crRNA. 
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Figure 22 : Interférence à l‘aide du système CRISPR de type II : défenses immunes des bactéries 

et des Archées contre les pathogènes. D‘après (Wiedenheft et al., 2012). 

 

 

Figure 23 : Reconnaissance d‘un motif d‘acides nucléique par le complexe Cas9-crRNA-tracRNA 

et par son équivalent synthétique sgRNA.  

D‘après (Hwang et al., 2013). 

 

La protéine Cas9 est une endonucléase aspécifique de l'ADN (Jinek et al., 2012). Elle 

contient un domaine de type RuvC-like nucléase et un domaine nucléase HNH. La cible de la 
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Cas9 de S. pyogenes est constituée de vingt acides nucléiques suivi du motif "NGG‖en 3'. La 

CDB se produit trois nucléotides en amont du motif NGG. Deux domaines endonucléasiques 

interviennent dans la CDB : chacun coupe un brin d'ADN.  

L‘association de la Cas9 avec le tracrRNA et le crRNA forme une endonucléase 

spécifique d‘une cible définie par la séquence de ces deux ARN.  

Les travaux de Jinek et al. constituent la preuve de principe de l'utilisation possible de la 

Cas9 pour réaliser une CDB dont la spécificité est orientée grâce à un court ARN artificiel 

chez la bactérie (Jinek et al., 2012). Cet ARN est appelé ARN guide synthétique (synthetic 

guide RNA, sgRNA) : il contient les domaines essentiels du tracrRNA et du crRNA et est 

capable d‘orienter l‘activité de Cas9 vers un locus choisi (figures 22 et 23).  

 

Du fait de la reconnaissance de l‘ADN par une courte séquence d‘ARN, le système 

CRISPR/Cas9 semble plus modulable et plus facile à mettre au point pour cibler de nouvelles 

séquences que le travail correspondant pour la création de nouvelles paires de ZFNs ou de 

TALE nucléases. La partie protéique ne concerne que le domaine nucléasique ; elle reste 

inchangée quelque soit la cible. 

Néanmoins, il reste des limitations de cibles potentielles. Par exemple, la nécessité que le 

motif ciblé contienne NGG restreint la densité de cibles à une cible toutes les huit paires de 

bases dans le génome humain (Cong et al., 2013a). L'utilisation de systèmes CRISPR/Cas 

issus d'autres espèces bactériennes, telle que Streptococcus thermophilus, pourrait permettre 

d'élargir la quantité de cibles envisageables en faisant varier la nucléase impliquée.  

 

L‘utilisation de ce type d‘endonucléases a initialement été développée par des laboratoires 

académiques et elles ont récemment été intégrées à la boîte à outils de modification du 

génome de Sigma Aldrich. 

 

Ce nouvel outil a permis de réaliser des CDB réparées par NHEJ dans des cellules 

humaines avec une efficacité allant jusqu'à 33 % (Cho et al., 2013). Il a été montré que la 

Cas9 recombinante pouvait se lier in vitro à un sgRNA : il en résulte un complexe qui a 

permis de réalisé un KO en transgénèse chez le poisson zèbre (Sung et al., 2013). Elle a 

également permis le ciblage d'un ou plusieurs gènes à la fois de modèles tels que le poisson 

zèbre, des bactéries et des lignées humaines (Hwang et al., 2013; Jiang et al., 2013; Mali et 

al., 2013a). 
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II-3.5 Stratégies d’amélioration des endonucléases protéiques 

 

Par définition, les endonucléases artificielles peuvent offrir une variété très étendue 

d‘outils en modifiant la partie catalytique et/ou les domaines de reconnaissance de l‘ADN. 

Dans ce paragraphe, quelques exemples supplémentaires de nucléases dérivées de celles 

précédemment décrites ou utilisant de nouveaux domaines endonucléasiques ou de 

reconnaissance de l‘ADN sont décrits.  

Inspirées par les ZFNs et TALENs, des équipes ont remplacé la partie catalytique de FokI 

par une autre enzyme telle que PvuII (Schierling et al., 2011). Le domaine PvuII possède une 

partie de reconnaissance de l‘ADN en plus de sa partie catalytique. Ce nouvel outil est 

utilisable pour cibler une région contenant des cibles de PvuII associées aux séquences 

reconnues par les ZFs. L‘optimisation de ce couplage permet d‘éviter la coupure de séquences 

ne contenant que la cible de PvuII. En associant cette partie de PvuII à d‘autres domaines à 

ZF, il serait possible de cibler chaque site PvuII : cela représenterait une cible toutes les 4000 

pb. Ce domaine de PvuII a également été associé à des TFO (Eisenschmidt et al., 2005) et à 

des domaines TALE (Yanik et al., 2013) pour faire varier les cibles potentielles. 

Des TFO ont également été associées à un domaine catalytique de topoisomérase générant 

une CDB de l‘ADN (Duca et al., 2006). Il en résulte de nouvelles possibilités 

d‘endonucléases artificielles en faisant varier la spécificité de reconnaissance de l‘ADN par 

les TFOs.  

Le caractère modulable des TFOs a été aussi utilisé dans des structures appelées artificial 

targeted light-activated nanoscissor (ATLANs) (Tsai et al., 2010). Il s‘agit d‘endonucléases 

artificielles associée à des nanoparticules d‘or dont la reconnaissance de l‘ADN dépend de la 

séquence de TFOs et dont l‘activité catalytique est déclenchée par photoillumination. Ces 

outils ont pour avantages leur petite taille et la possibilité d‘utiliser conjointement des 

particules de spécificités différentes. Leur activité est finement contrôlée via leur activation, 

puis leur inactivation après coupure. Cela offre une toxicité réduite par rapport à une activité 

de coupure prolongée d‘autres nucléases à façon. 

Des modifications de paires de ZFNs ont également été réalisées. L‘équipe de A. Klug a 

ainsi supprimé un des monomères en fusionnant la seconde unité catalytique de FokI à une 

seule ZFN (Minczuk et al., 2008). Ils ont développé cette structure pour cibler des gènes 

mitochondriaux, ouvrant ainsi la voie au traitement de maladies mitochondriales. Dans cette 

étude, la forme classique des ZFNs s‘est avérée inefficace à cause de coupures non 
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spécifiques. L‘utilisation d‘un seul monomère ciblant une région mutée d‘un nucléotide sur 

neuf ou douze a permis d‘augmenter la spécificité du système et d‘obtenir la coupure ciblée. 

De même, une TALE nucléase monomérique a été créée en utilisant le domaine 

catalytique de la méganucléase I-TevI (Beurdeley et al., 2013). De plus, si celle-ci est 

fusionnée à l‘extrémité carboxyterminale, cette protéine de fusion agit comme une nickase. 

Une autre équipe a utilisé ce type de fusion pour générer des megaTALs vectorisées dans des 

LVr ou des IDLV (Boissel et al., 2013).  

 

Les travaux de Delacôte et al. ont démontré l‘intérêt de l‘ajout d‘enzymes de modification 

de l‘ADN à des endonucléases artificielles (Delacôte et al., 2013). La fusion de Trex, une 

exonucléase qui intervient en 3‘ lors de la réparation de l‘ADN, a permis d‘augmenter 

l‘efficacité de ciblage de plusieurs nucléases. Par exemple, cela a permis de couper un 

substrat GFP avec une efficacité allant jusqu‘à 6,8 % contre 0,6 % sans cette enzyme. Cela 

pourrait être étendu à d‘autres enzymes de modification de l‘ADN et à d‘autres types 

d‘endonucléases. 

II-3.6 Eléments de comparaison des différentes familles de nucléases 

artificielles  

 

La comparaison des différentes nucléases ou de paires d'un même type de nucléases est 

complexe. En effet, les outils de vectorisation sont souvent distincts et responsables 

d'efficacités de transduction, de transfection et/ou d'expression variables. De même, un gène 

donné peut être ciblé en différents endroits et certaines zones peuvent être méthylées et plus 

difficiles d'accès. Les lignées cellulaires répondent de façon très variable aux nucléases, tant 

dans l'efficacité de coupure et sa réparation par NHEJ qu‘en ce qui concerne la toxicité ou 

l'édition de génome par RH. Certaines études utilisent des techniques de sélection pour 

enrichir les populations en cellules modifiées, les rendant difficiles à comparer avec des 

expériences sans sélection. Certains points de comparaison seront évoqués dans ce paragraphe 

à la lumière de ces restrictions.  

Efficacité de coupure et d’édition du génome 

 

Une étude a démontré une efficacité supérieure d'édition de génome avec le système 

CRISPR/Cas9 qu'avec les TALE nucléases sur les mêmes gènes dans des iPS humaines (Ding 

et al., 2013). Cela est lié à une expression différentielle des deux types de nucléases et 
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pourrait être amplifié par un accès limité aux cibles des TALE nucléases lorsque celles-ci sont 

méthylées.  

La majorité des études ayant comparé les différentes nucléases démontre une meilleure 

efficacité de coupure pour le système CRISPR/Cas9 par rapport aux autres nucléases, et des 

TALE nucléases par rapport aux ZFNs (Beumer et al., 2013a). 

Dans tous les cas, l‘efficacité de coupure dépend des paires et des cibles considérées. 

Dans une étude d‘édition de génome sur des cellules ES et des iPS, une efficacité de coupure 

supérieure ou égale a été décrite pour les TALE nucléases en comparaison à des ZFNs ciblant 

la même région du locus AAVS1 (Hockemeyer et al., 2011). 

Une équipe a amélioré l‘efficacité de coupure en utilisant des paires hybrides avec un 

monomère TALE nucléase et un monomère ZFN (Yan et al., 2013). Cela a augmenté le 

niveau de coupure par rapport aux paires de TALE nucléases et de ZFNs correspondantes. 

L‘équipe de C. Barbas a développé un variant hyperactif de FokI, Sharkey qui a permis 

d‘augmenter l‘efficacité de coupure de ZFNs et de TALE nucléases (Guo et al., 2010). Des 

mutations complémentaires du variant Sharkey et de l‘architecture hétérodimérique forcée 

ELD/KKR ont également amélioré l‘efficacité de coupure (Doyon et al., 2011). 

Une équipe a démontré qu‘une température de 30°C augmente l‘efficacité de coupure par 

rapport à une température de 37°C (Doyon et al., 2010). A l‘inverse, des variants ont été 

développés pour restreindre l‘activité de FokI à 37°C et l‘inhiber à des températures 

inférieures pour mieux contrôler les coupures (Doyon et al., 2011). 

Enfin, l‘utilisation simultanée de plusieurs types de mutations et de traitements de 

température permet une synergie des améliorations observées indépendamment pour chaque 

facteur (Doyon et al., 2011). 

Les coupures réalisées par les nucléases peuvent faire apparaître, lors de CDB, des 

extrémités 5‘ sortantes avec FokI et 3‘ sortantes avec I-SceI. Les extrémités 3‘ sont 

directement compatibles avec la RH : les nucléases produisant ce type d‘extrémités sont donc 

probablement plus efficaces pour favoriser la RH.  
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Capacités de ciblage de nouveaux loci 

 

En termes de cibles potentielles, la souplesse du système CRISPR/Cas9 en fait celui dont 

la densité de cibles est théoriquement la plus élevée, suivi des TALE nucléases, des ZFNs et 

des méganucléases. Plus la cible des nucléases est proche du site où l‘on souhaite insérer une 

mutation, plus l‘efficacité de l‘édition de gène est élevée (Beumer et al., 2013b; Carroll, 

2011). Ainsi, plus la densité de cibles d‘un type de nucléases est importante, plus l‘édition de 

gène peut être efficace. 

La reconnaissance entre ces outils et leur cible est de mieux en mieux connue. Cela 

permet de définir plus précisément les cibles et les applications envisageables malgré 

certaines limitations évoquées ci-dessus.  

Bien qu‘il ait été possible de cibler des gènes non exprimés, tels que celui codant la 

laminine A ou XPC, l‘état de la chromatine peut limiter l‘accessibilité à certaines cibles 

(Daboussi et al., 2012). Une comparaison de la chromatine des loci CCR5 et AAVS1 dans des 

iPS et des cellules CD34+ a montré une corrélation entre l‘accessibilité des cibles et 

l‘efficacité de coupure de ZFNs, plus élevée en AAVS1 (van Rensburg et al., 2012). Pourtant, 

cela s‘oppose à l‘efficacité de coupure de ZFNs en CCR5 d‘une autre étude dans ces cellules 

CD34+ (Holt et al., 2010). L‘état de méthylation des cibles influant sur l‘efficacité de 

coupure, il serait possible d‘utiliser des agents déméthylants pour favoriser l‘accès des 

nucléases à l‘ADN dans des loci méthylés comme cela a été démontré pour les méganucléases 

(Dupuy et al., 2013). 

Toxicité et spécificité des endonucléases artificielles 

 

Les nucléases, par leur capacité à induire une CDB de l'ADN, sont susceptibles d'être 

toxiques pour la cellule pour plusieurs raisons. Une CDB entraîne un arrêt du cycle cellulaire 

et l‘absence de réparation peut induire l'apoptose (Händel et al., 2011; Olsen et al., 2010; 

Alwin et al., 2005). Une coupure réparée par NHEJ peut causer des mutations délétères. En 

fonction de leur spécificité, les endonucléases peuvent couper en dehors de leur cible 

principale, on parle alors d‘évènements "off-target".  

L‘étude de la toxicité des nucléases peut se faire en mesurant la survie cellulaire ou 

l‘apoptose (Cornu et al., 2008; Porteus and Baltimore, 2003), ou en recherchant les foyers 

caractéristiques de la réparation de l‘ADN suite à une CDB (Miller et al., 2007; Szczepek et 

al., 2007). 
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Les nucléases fonctionnant par paires, les coupures peuvent survenir (Cathomen and 

Joung, 2008) : - par manque de spécificité de fixation à l‘ADN,  

- à cause d‘un peptide de liaison réduisant la spécificité de coupure, 

- après fixation d‘un seul monomère sur l‘ADN associée à l‘homo ou l‘hétérodimérisation 

de FokI,  

- par homodimérisation avec fixation de deux monomères sur l‘ADN, 

- à cause d‘une coupure sans fixation de monomère. 

Le risque de coupures off-target dépend également de la quantité de nucléases utilisée et 

de la durée de leur expression (Pattanayak et al., 2011).  

 

Figure 24 : Méthodes de recherche des effets off-target des nucléases : exemple des ZFNs. 

D‘après (Mussolino and Cathomen, 2011). 

 

Pour chaque monomère et chaque paire, il est nécessaire de définir les sites potentiels de 

coupures off-target.  

Les premières recherches de coupures off-target ont été faites avec les techniques de 

Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX). Des programmes de 

prédiction de sites off-target prenant en compte les règles de reconnaissance entre les 

nucléases et l‘ADN et les éventuels mésappariements sont également disponibles sur internet 

(Fine et al., 2013; Grau et al., 2013; Doyle et al., 2012; Cradick et al., 2011).  

Perez et al. ont étudié quinze sites potentiels de coupures d‘une paire de ZFNs ciblant 

CCR5 avec la technique du Surveyor assay, puis par séquençage haut débit pour un gain de 

sensibilité (Perez et al., 2008). Avec ces tests, 4,1 à 5,39 % de coupure ont été mis en 

évidence au locus CCR2. CCR2 est le gène présentant le plus d‘homologie avec CCR5 et il 

est situé sur le même chromosome : cela favorise le risque de coupure off-target. Un autre site 



 - 75 - 

off-target à été détecté par pyroséquençage (454) avec deux séquences mutées sur quarante-

mille séquences lues.  

Une étude de coupure in vitro sur une librairie de sites présentant 21 % de 

mésappariements avec la cible, couplée à des étapes de PCR puis de séquençage, a été réalisée 

avec des paires de ZFNs ciblant CCR5 et VF2468 (Pattanayak et al., 2011). Il a été démontré 

que les coupures off-target augmentent avec la concentration en nucléases, qu‘il peut y avoir 

des coupures avec trois mésappariements pour un monomère, et qu‘il est plus probable 

d‘avoir une coupure off-target due à la fixation parfaite d‘un monomère et de la présence de 

mésappariements pour le second. De plus, une forte affinité de fixation à l‘ADN augmente ce 

risque de toxicité. Cette étude a comparé les sites off-target de CCR5 prédits par cette 

technique, validés dans des lignées cellulaires, et les travaux ci-dessus. Sur trente-sept sites 

prédits, neuf ont été validés in vitro.  

Une étude a été faite en cartographiant les insertions d‘IDLVs en dehors de la cible 

canonique des nucléases en tant qu‘évènements rapporteurs des coupures off-target (Gabriel 

et al., 2011). En effet, ces vecteurs sont capturés au niveau des CDB. Ces captures ont été 

détectées au niveau de sept loci dont quatre ont été associés à des coupures off-target grâce à 

une confirmation par séquençage haut débit. Ces travaux ont montré le risque de coupure de 

sites présentant jusque huit mésappariements. 

Cette étude a également démontré que tous les sites présentant une forte homologie avec 

la cible canonique ne sont pas nécessairement coupés. Ainsi, d‘autres paramètres tels que la 

teneur en guanine peuvent être importants. Hormis les coupures de CCR2, ces deux études ont 

détecté des sites off-target différents, confirmant ainsi la complémentarité des méthodes 

disponibles. Ces techniques ont permis de mettre en évidence des sites qui n‘avaient pas été 

prédits par la méthode SELEX, mais la plupart des sites prédits dans ces trois méthodes 

étaient semblables en termes d‘homologie de séquence (Mussolino and Cathomen, 2011). 

Sur le même principe, une étude a été réalisée sur la base de la capture d‘AAVr aux sites 

de coupure (Petek et al., 2010). Il a également été démontré que des ZFNs pouvaient couper 

un site ne présentant que 66 % d‘homologie avec leur cible canonique (Mussolino and 

Cathomen, 2011). 

 

Etant donné que FokI fonctionne par dimérisation, chaque paire de ZFNs ou de TALE 

nucléases présente au moins trois cibles potentielles dont deux liées à des coupures off-target. 

Afin de limiter ces évènements délétères, des équipes ont modifié l'interface entre les deux 

sous-unités catalytiques de FokI pour en favoriser l'hétérodimérisation (Mani et al., 2005; 
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Miller et al., 2007; Ramalingam et al., 2011; Szczepek et al., 2007). Plusieurs dimères de 

FokI ont ainsi été obtenus pour réduire la toxicité des coupures off-target et augmenter 

l‘efficacité de coupure de la cible. Parmi ces dimères, on retrouve les variants RV/DA, 

ELD/KKR, KV/EA et le variant DD/RR qui a une bonne activité de coupure mais une 

spécificité limitée (Doyon et al., 2011; ―EENdb - FokI variants‖; Guo et al., 2010). 

En modifiant la partie catalytique de nucléases, il est possible de réaliser des coupures sb, 

ou nicking : on parle alors de nickases. Bien qu‘elles soient moins efficaces pour l‘induction 

de coupure et le déclenchement d'une réparation par RH, elles font augmenter la proportion 

d‘évènements de RH en limitant la NHEJ, et sont moins toxiques d‘après une étude de ciblage 

des gènes HOXB13, VEGF-A et CCR5 par six ZF nickases (Ramirez et al., 2012). Ces 

observations ont été confirmées par l‘étude de Wang et al. ciblant CCR5 avec l‘observation 

de 1 à 8 % de RH dans différents modèles comportant des lignées et des cellules primaires 

(Wang et al., 2012). Dans le système CRISPR/Cas9, il est possible d'introduire la mutation 

D10A pour en faire une nickase (Cong et al., 2013b; Mali et al., 2013b; Ran et al., 2013). 

Une autre technique pour réduire la toxicité consiste à déstabiliser les ZFNs pour limiter la 

durée de leur expression. Cela peut être obtenu en les couplant à de l'ubiquitine et en 

autorisant leur expression grâce à un inhibiteur du protéasome (Pruett-Miller et al., 2009). La 

seconde stratégie développée dans ces travaux consiste à fusionner à la région N-terminale 

des ZFNs un domaine de la protéine FKBP12 qui est rapidement dégradée chez les 

Mammifères. Cette fusion fait produire des ZFNs déstabilisées à demi-vie réduite ; le ligand 

synthétique Shield1 se lie à ce domaine et protège alors les ZFNs de leur dégradation pendant 

sa fixation (Banaszynski et al., 2006).  

La spécificité des nucléases est liée à la longueur de la cible. Ainsi, le fait que les TALE 

nucléases reconnaissent des séquences plus longues que les ZFNs est souvent désigné comme 

la raison principale de leur moindre toxicité. Dans l‘étude du système CRISPR/Cas9 de Fu et 

al., des coupures dans des sites présentant jusque cinq mésappariements ont été observées 

avec une efficacité parfois supérieure à celle observée au niveau de la cible principale (Fu et 

al., 2013). D‘autres études ont également souligné cette tolérance, surtout au niveau du motif 

adjacent au protoespaceur (protospacer adjacent motif, PAM) (Carroll, 2013; Cradick et al., 

2013; Mali et al., 2013a; Pattanayak et al., 2013). La tolérance d‘autant de mésappariements 

sur la courte séquence responsable de la spécificité de ce système et l‘influence de la teneur 

en GC, qui stabilise les complexes ARN/ADN, soulignent la nécessité d‘études approfondies 

des effets off-target pour développer des stratégies d‘optimisation. 
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Eventail d’applications 

 

 

Figure 25 : Développement des applications d‘édition de génome grâce aux travaux sur les 

endonucléases artificielles. D‘après (Perez-Pinera et al., 2012). 

 

Les différentes familles d‘endonucléases ont été utilisées dans de nombreuses applications 

dont certains exemples sont donnés dans les paragraphes correspondants, en figure 25 et au 

tableau 5. Les actuelles limitations à leur emploi sont majoritairement dues aux limitations de 

cibles et de vectorisation. Elles sont toutes potentiellement utilisables pour les différentes 

applications liées à l‘édition du génome à façon. 

 

Afin de pouvoir utiliser des nucléases pour des applications thérapeutiques, il est 

nécessaire d‘associer : un bonne spécificité de reconnaissance et une bonne efficacité de 

coupure, des possibilités de régulation de leur activité pour éviter les effets off-target, des 

méthodes de prédiction et de détection des effets sur la cible et off-target, des outils de 

vectorisation adaptés et des techniques d‘étude de potentielles RI (Cathomen and Joung, 

2008). A ce jour, aucune étude de RI dans de telles approches n‘a été publiée.  

 

Parmi ces technologies, les ZFNs sont les seules utilisées dans des essais cliniques à ce 

jour.  
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Un ensemble de trois essais consiste à cibler le locus CCR5, co-récepteur du VIH, dans 

des lymphocytes T modifiés ex vivo en apportant des ZFNs via des vecteurs adénoviraux 

(NCT00842634, NCT01044654 – phase I, escalade de dose, NCT01252641) (Maier et al., 

2013; Stone et al., 2013; Perez et al., 2008). La coupure de CCR5 empêche l‘entrée du virus 

dans les cellules corrigées et ralentit ainsi la progression de la maladie tout en restaurant des 

fonctions immunitaires. Malgré la description de coupures off-target in vitro, il n‘y a pas eu 

d‘effet secondaire grave déclaré dans ces essais à ce jour. 

Un essai de phase I pour traiter le glioblastome multiforme récurrent ou chronique, une 

tumeur du cerveau, a été conduit en utilisant des ZFNs pour cibler un récepteur aux 

glucocorticoïdes en association à l‘administration d‘IL2 (NCT01082926) (―SB-313 - 

Sangamo BioSciences‖) 

 

 

Tableau 5 : Eléments de comparaison des caractéristiques essentielles des endonucléases 

artificielles les plus utilisées 
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II-4 Utilisations des nucléases artificielles en thérapie génique  

II-4.1 De nouvelles stratégies de thérapie génique utilisant les 

endonucléases artificielles  

Les endonucléases artificielles peuvent être utilisées en thérapie génique grâce à leur 

faculté à induire des CDBs dans un locus donné et à la possibilité d‘utiliser les voies de 

réparation de ces lésions (figure 26).  
 

 

Figure 26: Stratégies d‘utilisation d‘endonucléases artificielles pour des applications de thérapie 

génique : exemple des ZFNs  

D‘après (Léger, 2012). 

 

La réparation d‘une CDB provoquée par les nucléases par NHEJ peut conduire à un KO, 

ou à un KI lors de la capture d‘une construction thérapeutique. 

En utilisant la RH, il est possible de réaliser un KI d‘une cassette d'expression ou d‘un 

ADNc contenant des signaux d‘épissage, s‘ils sont entourés de régions d'homologie au site de 

coupure. La RH permet aussi la correction in situ d‘une mutation, ou réparation génique, avec 

un donneur non muté entouré de bras d‘homologie. Cela pourrait être considéré comme le but 

ultime de la thérapie génique en corrigeant et en supprimant les mutations à l‘origine de 

maladies génétiques. 

Les exemples donnés ci-dessous concernent essentiellement des modèles cellulaires de 

lignées, de cellules primaires, de cellules souches embryonnaires ou d‘iPS. De très rares 
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travaux ont été conduits in vivo. Ces travaux in vitro peuvent donc être considérés comme des 

étapes avancées pour des applications ex vivo, ou plus en amont pour des projets in vivo.  

II-4.1.1 Knock-out  

 

L‘inactivation d‘un gène par KO représente une stratégie de thérapie génique pour 

certaines maladies. 

Par exemple, il peut être intéressant d'inactiver un gène qui exprimerait de façon trop élevé 

une protéine toxique. Dans le déficit en A1AT, certains patients expriment une forme mutée 

de l‘enzyme, appelée PiZ A1AT entraînant un emphysème des poumons et une maladie 

hépatique (Brunt et al., 2010; Kaushal et al., 2010). Un KO de cette forme permettrait 

d'améliorer l'état des patients, tandis que la réparation génique permettrait d'inactiver la 

production de la protéine mutée et de la remplacer par la protéine fonctionnelle.  

La maladie de Hungtington est lié à un trop grand nombre de triplets CAG sur le gène de la 

Hungtintine : la réalisation de coupures dans ces séquences permettrait de réduire la quantité 

de triplets et d‘améliorer l‘état des patients (Mittelman et al., 2009). 

Pour une application anti-virale, il est possible de réaliser un KO d‘un gène essentiel à 

l‘infection par un virus tel que le démontre le ciblage de la forme d‘ADN circulaire clos de 

façon covalente (ADNccc) du virus modèle de l‘hépatite B du canard bloquant sa 

transcription en culture in vitro (Zimmerman et al., 2008). L‘inactivation de CCR5 par des 

ZFNs est utilisée dans des essais cliniques pour traiter des patients atteints du sida (Maier et 

al., 2013; Stone et al., 2013; Perez et al., 2008). 

L'emploi de deux paires de ZFNs ciblant des loci proches permet de supprimer la région 

située entre les deux cibles. Dans une étude utilisant deux paires pour le ciblage du gène 

humain HoxB13, jusque 10 % des allèles ont été modifiés par délétion chromosomale (Söllü 

et al., 2010). Deux paires à hétérodimérisation forcée avec incompatibilité entre les 

monomères des deux paires ont été utilisées dans ce projet. De même, il est possible de 

provoquer une translocation ou sa réversion en utilisant deux paires de ZFNs (Piganeau et al., 

2013).  
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II-4.1.2 Knock-in 
 

Pour la réalisation d‘un KI thérapeutique, la cible doit être choisie pour que les effets 

délétères liés à sa modification soient minimisés.  

Par exemple, le ciblage d‘un gène non exprimé pourrait avoir des effets secondaires limités. 

Le gène AAVS1, site d'intégration préférentiel des AAVs de type 1 dans le génome humain, a 

souvent été utilisé comme site d'intégration avec succès (Zou et al., 2011b; DeKelver et al., 

2010; Hockemeyer et al., 2009). Une intégration en AAVS1 d‘un minigène codant gp91phox 

dans des iPS modèles de la granulomatose chronique liée à l‘X (OMIM#306400) a permis de 

restaurer la production de dérivés réactifs de l‘oxygène améliorant ainsi la fonction des 

neutrophiles (Zou et al., 2011b). D‘autres gènes non exprimés ont pu être ciblés mais leur 

accessibilité peut être réduite par rapport à des gènes transcrits comme décrit précédemment 

(Dupuy et al., 2013; Daboussi et al., 2012; Valton et al., 2012).  

Le locus AAVS1 semblerait utilisable pour tous les types cellulaires, mais il est également 

possible de choisir une cible dont la coupure ne serait pas délétère pour un type cellulaire 

donné. Ainsi, l‘équipe de K. High a ciblé le gène de l‘albumine pour y insérer un ADNc 

thérapeutique dans le foie (communication congrès ESGCT 2013). Ce gène est suffisamment 

exprimé dans le foie pour qu‘une modification d‘une partie des allèles ait un effet 

thérapeutique sans conséquence sur les fonctions de l‘albumine. De plus, cela permet 

d‘utiliser un promoteur fort et actif en permanence dans les hépatocytes pour assurer une 

bonne expression du gène thérapeutique. Cela peut être utilisé pour une insertion par RH, ou 

une insertion d‘AAVr ou d‘un IDLV entier puisque ces vecteurs ont tendance à s‘insérer dans 

des CDB. 

Enfin, un KI peut être envisagé dans un gène muté. Cette stratégie a permis à cette même 

équipe pour guérir un modèle murin d‘hémophilie B en utilisant des ZFNs (Anguela et al., 

2013; H. Li et al., 2011). Ces travaux seront détaillés au paragraphe III-1.4.1. Leurs études 

constituent les seuls exemples à ce jour de KI thérapeutique in vivo reposant sur l‘utilisation 

de ZFNs. 
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II-4.1.3 Réparation génique 

 

En réalisant une CDB proche d'une mutation et en apportant un ADN donneur portant la 

version non mutée d‘un gène, il est possible de réparer la mutation. En restaurant une 

séquence non mutée, la réparation génique permet d‘obtenir une expression du gène réparé 

contrôlée par des éléments physiologiques de régulation. C‘est la seule approche permettant 

d‘atteindre cet objectif. Cela permet d‘éviter les inconvénients du silencing à long terme, de 

l‘expression du transgène en dehors des cellules impliquées dans ses fonctions et des 

potentielles RI pouvant être liées à une expression trop élevée.  

Selon l'efficacité des outils utilisés, cela peut conduire à une modification monoallélique ou 

biallélique. En raison de la difficulté à obtenir des modifications bialléliques, les maladies 

dominantes seraient plus faciles à traiter que des maladies récessives. 

Le premier exemple de la preuve de principe de la faisabilité d‘une réparation génique avec 

des ZFNs a été réalisé dans un modèle de la maladie SCIDX1 en ciblant le gène IL2R-gamma 

et en y introduisant un site de restriction au locus ciblé grâce à des bras d'homologie d'1kb 

(Urnov et al., 2005). Des corrections ont également été obtenues dans des modèles cellulaires 

d‘anémie falciforme (Sebastiano et al., 2011; Zou et al., 2011a). L‘association de ZFNs au 

système PB a conduit à la réparation de mutations responsables du déficit en A1AT dans des 

iPS humaines (Yusa et al., 2011). Des mutations de p53 impliquées dans des cancers ont été 

réparées à 0,1 % (Herrmann et al., 2011).  
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II-4.2 Vectorisation des nucléases et de l’ADN donneur 

 

Il est essentiel d‘utiliser des méthodes de vectorisation des nucléases et des donneurs 

garantissant la disponibilité de ces différents éléments dans les cellules cibles avec une 

cinétique compatible à l‘obtention d‘une coupure et de sa réparation grâce au donneur, tout en 

conservant une toxicité minimale. 

II-4.2.1 Vectorisation des nucléases à façon  

 

Les nucléases ont été vectorisées par différentes méthodes selon l'application souhaitée. 

La transfection a beaucoup été utilisée et reste envisageable pour des thérapies ex vivo : 

(Cornu et al., 2008; Miller et al., 2007; Moehle et al., 2007; Porteus, 2006). 

Les vecteurs viraux ont également été largement utilisés : les vecteurs adénoviraux (Li et al., 

2013), les LVr dont les IDLV (Joglekar et al., 2013; Gabriel et al., 2011; Lombardo et al., 

2011; Santiago et al., 2008; Cornu and Cathomen, 2007; Lombardo et al., 2007), les AAVr 

(Ellis et al., 2012) et des vecteurs baculoviraux (Tay et al., 2013; Lei et al., 2011) ont permis 

de vectoriser ces outils. 

Les nucléases peuvent également être vectorisées sous forme d‘ARN ou de protéines pour 

limiter leur expression dans le temps (Gaj et al., 2012; Izmiryan et al., 2011; Geurts et al., 

2010). 

Les ZFNs et TALENs fonctionnant par paires, il est intéressant d‘obtenir l‘expression des 

deux monomères à partir d‘un seul vecteur et idéalement de manière stochastique. Pour ce 

faire, de nombreuses équipes ont utilisé des peptides 2A (Tian et al., 2013; Yang et al., 2008; 

Szymczak and Vignali, 2005). Ils permettent d‘éviter l‘utilisation d‘une séquence d‘entrée 

interne des ribosomes (Ribosomes Entry Internal Site, IRES) qui peut entraîner un 

déséquilibre entre les niveaux d‘expression des différents transgènes de la construction (Chan 

et al., 2011). Ce type de peptides existe chez certains virus, tels que les Picornavirus, pour 

l‘expression de polyprotéines avant leur autoclivage conduisant à l‘obtention de protéines 

matures. La séquence peptidique 2A présente un signal et une activité d‘autoclivage qui 

conduit à un saut des ribosomes pendant la traduction. Si cette séquence est placée entre deux 

ORFs, dix-huit à vingt-et-un aa du peptide, selon le virus dont il est issu, ainsi qu‘une proline 

persistent en régions C- et N-terminales des première et seconde protéines respectivement.  

Une des limitations à la vectorisation des ZFNs et des TALE nucléases est la forte 

proportion de régions répétées. Ainsi, des vecteurs réalisant une rétrotranscription sont 
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susceptibles de réaliser une RH entre les régions répétées conduisant à l‘intégration d‘un 

provirus non fonctionnel. Il a ainsi été démontré qu‘un monomère de TALE nucléase ne peut 

pas être apporté par un vecteur lentiviral, mais peut l‘être par un vecteur adénoviral (Holkers 

et al., 2013). Une stratégie récente d‘optimisation de codons, analogue à celle réalisée pendant 

cette thèse, a permis la vectorisation des deux monomères de ZFNs d‘une paire dans un seul 

vecteur lentiviral (Joglekar et al., 2013) et d‘un monomère de TALE nucléase (Yang et al., 

2013). 

 La longueur des constructions codant les nucléases restreint également les possibilités 

de vectorisation. Ainsi, seul un monomère de TALE nucléase peut entrer dans un ssAAVr, 

alors que la Cas9 de S. pyogenes atteint les limites d‘encapsidation par exemple. 

 Enfin, les origines bactérienne (FokI, les TALE domaines et le système 

CRISPR/Cas9) et virale (peptides 2A) des éléments de ces stratégies de transfert de gène font 

craindre une potentielle RI. Il est alors souhaitable d‘utiliser des systèmes de vectorisation peu 

immunogènes.  

II-4.2.2 Choix du donneur pour la recombinaison homologue et de sa vectorisation 
 

Le donneur est la séquence exogène que l‘on souhaite insérer au locus ciblé. Pour 

favoriser son insertion par RH, il est nécessaire de l‘encadrer par des régions d‘homologie. 

Les donneurs peuvent être de natures très variées : leur longueur peut aller de quelques 

nucléotides à plusieurs kb ; il peut s‘agir d‘une courte séquence comme d‘une séquence plus 

complexe tel un ADNc ou une cassette d‘expression complète entourée des zones 

d‘homologie. 

Différents types de donneurs peuvent être utilisés : de l‘ADN sb (Tsuchiya et al., 2005; 

Colosimo et al., 2001), de l‘ADN db (Kunzelmann et al., 1996; Morrison and Wagner, 1996; 

Deng and Capecchi, 1992a; Hunger-Bertling et al., 1990), des oligonucléotides sb (Chen et 

al., 2011; Radecke et al., 2010; Olsen et al., 2009; Radecke et al., 2006), des chimères 

ADN/ARN (Tran et al., 2003; Rando et al., 2000; Cole-Strauss et al., 1999) ou des TFO 

(Seidman and Glazer, 2003; Vasquez et al., 2000). Les résultats des travaux portant sur 

l‘utilisation de chimères ADN/ARN ont cependant souvent fait l‘objet de controverse 

(Taubes, 2002; Yoon et al., 2002; Albuquerque-Silva et al., 2001; van der Steege et al., 2001; 

Bandyopadhyay et al., 1999; Kren et al., 1999, 1998).  

Les oligonucléotides sb contiennent l‘information minimale pour que la RH ait lieu. Dans 

une étude sur la toxicité des ZFNs, il a été possible d‘obtenir jusque 0,16 % de RH ciblée avec 

des oligonucléotides sb, mais six fois plus de mauvaise insertion et soixante fois plus de 
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réparation par NHEJ en comparaison à un donneur ADN db (Radecke et al., 2010). 

L'utilisation d'I-SceI a permis jusque 0,2 % d'insertion ciblée des oligonucléotides sb. Dans le 

cas de la GFP restaurée, la réparation est fidèle dans 54 à 94 % des cas avec les 

oligonucléotides sb et 92 à 100 % avec de l'ADN db. Un biais est souvent décrit avec les 

oligonucléotides sb : le brin antisens est plus efficace pour l‘induction de modifications 

ciblées que le brin sens (Leclerc et al., 2009; Igoucheva et al., 2003, 2001). 

De même que pour les nucléases, une grande diversité de vecteurs viraux a été utilisée.  

Des vecteurs rétroviraux ont permis l‘introduction de courtes mutations dans une cassette de 

résistance à la néomycine (Ellis and Bernstein, 1989). 

Des constructions d‘ADN donneur ont été vectorisées grâce à des IDLV pour une utilisation 

avec des ZFNs ou I-SceI (Cornu and Cathomen, 2007; Lombardo et al., 2007). 

Des vecteurs adénoviraux ont également été utilisés, parfois sans nucléases comme pour la 

correction du gène non exprimé codant la LMNA dans un modèle d‘iPS (Liu et al., 2011). 

Ces vecteurs, par leur capacité d‘encapsidation allant jusqu‘à environ 40kb permettent de 

vectoriser de longs bras d‘homologie et/ou de longues constructions à insérer (Aizawa et al., 

2012; Liu et al., 2011). 

Les AAVr ont souvent été utilisés pour transporter des donneurs, avec ou sans utilisation de 

nucléases. Leur structure sb (ssAAVr), la présence d‘ITR protégeant le génome et leur 

capacité à pénétrer dans le noyau en font de bons vecteurs pour délivrer un donneur de RH. 

D‘une part, de nombreuses études ont été faites avec des donneurs AAVr sans utilisation de 

nucléases. Il est alors possible d‘atteindre des fréquences de RH de 10
-3

. Il est possible de 

réaliser de la RH avec des AAVs présentant seulement 20 pb d‘homologie : cela a permis 

d‘atteindre jusque 30 % d‘intégration (Inagaki et al., 2007). Une équipe a démontré qu‘en 

allongeant les bras d‘homologie de 1700 à 3000 pb, l‘efficacité du ciblage était augmentée 

(Hirata and Russell, 2000). Les formes d'AAV persistantes présentant deux extrémités sb 

linéaires peuvent interagir avec la machinerie de réparation des CDB par NHEJ. De même, 

l‘intégration de l‘AAV2 sauvage dans le locus AAVS1 prouve une interaction avec la 

machinerie de réparation de l‘ADN. Avec des AAVr, il a été possible d‘obtenir jusqu'à 1 % 

d'intégration dans le site de l'HPRT dans des cellules humaines (Hirata and Russell, 2000). 

Dans une étude de RH pour corriger le déficit en A1AT, N. Paulk décrit une meilleure 

efficacité et rapidité de l‘AAVr 8 pour de la réparation génique par rapport à l'AAVr 2 (Paulk 

et al., 2010). De plus, il n‘y a pas d'intégration aléatoire plus forte que lors d‘un transfert de 

gène classique lorsque la réparation génique est mise en jeu (0,5 à 1 %).  
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Le développement des nucléases a permis d‘augmenter l‘efficacité de la RH lors de l‘emploi 

d‘AAVr. En apportant un donneur dans un scAAVr en parallèle d‘une coupure par I-SceI, il a 

été possible d‘obtenir 4 % de RH (Hirsch et al., 2010). La construction d‘un AAVr ―3-en-

1 ‖contenant une cassette codant une paire de ZFNs et un donneur a permis d‘atteindre 0,4 % 

de correction d‘une séquence de la GFP mutée (Ellis et al., 2012). De plus, l‘ajout d‘inhibiteur 

de protéasome et/ou d‘histone désacétylase permet d‘augmenter ce niveau de RH jusqu‘à six 

fois.  

La longueur des bras d‘homologie varie fortement. Il est souvent considéré que plus ils 

sont longs, plus la probabilité de RH est forte. Chez les Mammifères, on parle de régions de 

conversion (conversion tracts) pour désigner les zones impliquées dans la RH au niveau du 

donneur et du locus ciblé. Un minimum de 300 pb serait adapté pour une RH dans des cellules 

de Mammifères. Les travaux de M. R. Capecchi ont également posé les bases des approches 

de modification ciblée du génome. Ses études montrent l‘importance de longues régions 

d‘homologie ininterrompues avec une efficacité de ciblage augmentant exponentiellement 

avec la longueur d‘homologie jusqu‘à atteindre un plateau avec 14 kb d‘homologie (Deng and 

Capecchi, 1992b). En 2007, M.R. Capecchi a obtenu le Prix Nobel de Physiologie ou 

Médecine, en même temps que M.J. Evans et O. Smithies “pour leurs découvertes des 

principes nécessaires à l’introduction de modifications génétiques spécifiques chez la souris 

en utilisant des cellules souches embryonnaires ‖.  

Il est à noter que des molécules linéaires, des AAVr et des IDLVs s‘intègrent facilement 

au niveau de CDB en l‘absence d‘homologie (Gabriel et al., 2011; Gellhaus et al., 2010; 

Haviv-Chesner et al., 2007; Lin and Waldman, 2001a, 2001b; Miller et al., 2003). Il est donc 

possible de les utiliser comme donneurs sans bras d‘homologie : le ciblage se fait alors via 

leur capture par NHEJ. Si la construction à insérer comporte des sites accepteurs d‘épissage, il 

est possible de faire exprimer le transgène à partir du promoteur du locus ciblé, voire 

d‘utiliser ses premiers exons avant ceux de l‘ADNc donneur (Anguela et al., 2013; H. Li et 

al., 2011). 

 

Lorsque la modification ne concerne qu‘une très courte séquence, il est probable que le 

donneur contienne la cible des nucléases. Or, cela peut conduire à la coupure du donneur ou 

de la séquence réparée. L‘insertion de mutations silencieuses dans le donneur permet 

d‘empêcher ces coupures délétères. Cela revient à une stratégie d‘optimisation de codons du 

donneur. Cependant, il a été montré que le niveau d‘homologie est un élément essentiel : il est 
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nécessaire que les différences de séquences entre le donneur et la cible soient minimales 

(Scheerer and Adair, 1994; Deng and Capecchi, 1992a).  

L‘efficacité de la RH dépend aussi du type de mutation. Ainsi, il semble plus complexe de 

corriger une courte insertion qu‘une courte délétion dès un nucléotide de différence. De plus, 

la nature des nucléotides impliqués dans les mutations à corriger influe également sur 

l‘efficacité de réparation (Inoue et al., 2001). Il est recommandé de centrer la mutation à 

introduire sur le donneur pour une bonne efficacité. 

 

Les donneurs comportent parfois des éléments de sélection des cellules modifiées. Cela 

peut être une cassette de résistance à un antibiotique par exemple, et elle peut être excisée si 

elle est entourée de sites Lox (Hockemeyer et al., 2011).  

 

De même que la comparaison des nucléases est complexe, celles des donneurs l‘est pour 

les mêmes raisons (Leclerc et al., 2009). Cela souligne l‘importance de l‘adaptation du 

donneur en fonction de différentes caractéristiques telles que le locus ciblé, les modifications 

à apporter, les possibilités de sélection et de vectorisation. 

II-1.4.3 Voies d’amélioration de la fréquence de la recombinaison homologue  
 

 Le niveau de RH spontané ou après CDB peut suffire à atteindre une efficacité 

thérapeutique dans de nombreuses applications. En complément des paramètres 

d‘optimisation décrits ci-dessus, il est possible de moduler directement la réparation de 

l‘ADN par différentes techniques. Celles-ci seront décrites dans un contexte de thérapie 

génique du foie qui est l‘organe cible des stratégies développées dans ce projet de thèse. 

Modulations de l'expression de facteurs impliqués dans la réparation de l'ADN 

  

Pour augmenter la fréquence de RH dans un système, il est possible d‘influer sur 

l‘expression des facteurs nécessaires à la RH et à la NHEJ.  

Des équipes ont essayé d‘augmenter de niveau de RH en modulant l‘expression de 

protéines impliquées lorsque celui-ci est trop faible pour obtenir un effet thérapeutique.  

Des travaux ont démontré l'intérêt de la surexpression de la hRAD51 in vitro : cela a permis 

de multiplier par deux le taux de RH observé dans un modèle cellulaire (Yáñez and Porter, 

1999). La surexpression de la protéine bactérienne RecA, homologue de la Rad51, a permis 

d'augmenter le niveau de RH dans des cellules murines de dix fois (Shcherbakova et al., 
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2000). Une étude de S. Vispe et al. a permis d'augmenter ces phénomènes de vingt fois en 

surexprimant la Rad51 dans des cellules CHO (Vispe et al., 1998).  

La surexpression de Rad52 a permis d'augmenter le taux de RH de vingt fois dans des cellules 

de singe en culture. Au contraire de ce qui est observé avec la surexpression de Rad51, 

l'expression de Rad52 réduit l'intégration ciblée et favorise la RH extrachromosomique 

(Yáñez and Porter, 2002). Le niveau d'inhibition par la surexpression de Rad52 est équivalent 

au niveau d'augmentation lors de la surexpression de Rad51. 

Une seconde possibilité pour favoriser la RH consiste à inhiber les autres voies de 

réparation et d'intégration non ciblée d'ADN exogène. La NHEJ et la RH étant fortement liés, 

le but est d'augmenter la proportion de RH en diminuant la proportion de NHEJ. 

Certaines molécules telles que les inhibiteurs de la poly-ADP-ribose polymérase (PARP) 

permettent de réduire le niveau d'intégration aléatoire dans le génome et d‘augmenter d'autant 

la proportion d'intégration ciblée (Waldman et al., 1996). 

Un ciblage de l'intégration d'ADN thérapeutique a été testé dans des hépatocytes avec 

l'utilisation d'oligonucléotides complémentaires de la zone mutée, mais cela entrerait en 

compétition avec d'autres mécanismes telle que la MMR (Igoucheva et al., 2008). Lorsque ces 

phénomènes sont inhibés, la RH peut être augmentée de soixante fois. 

Dans un modèle de souris FAH, l‘efficacité de RH a été augmentée de dix fois jusqu‘à 

environ 1 % en utilisant de la vanilline comme inhibiteur de la NHEJ (Paulk et al., 2012). 

Dans ce modèle, les cellules corrigées ont un avantage sélectif et une correction moindre peut 

suffire, mais ce traitement peut être une solution pour des maladies nécessitant un niveau de 

correction supérieur. La vanilline agit comme inhibiteur de la NHEJ grâce à sa fixation à la 

Protéine Kinase Dépendante de l‘ADN (DNA-PK) (Durant and Karran, 2003). 

Modification du cycle cellulaire 

 

Une stratégie alternative consiste à permettre l‘entrée des cellules cibles dans les phases 

G2 et S du cycle cellulaire qui sont favorables à la RH.  

C‘est pourquoi, afin d‘établir des preuves de principes de la faisabilité d‘approches 

utilisant la RH dans le foie, beaucoup d‘études ont été menées dans un contexte de foie en 

prolifération ou de lignées cellulaires telles que les HepG2. Dans un foie en division, chez des 

animaux jeunes ou lors de régénération, le taux de RH peut-être augmenté jusqu'à trente-cinq 

fois (Thyagarajan et al., 1996a) 
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III- Applications des stratégies de thérapie génique 
utilisant des nucléases artificielles et la recombinaison 
homologue au traitement de maladies métaboliques du 
foie 

III-1 Le foie comme organe cible de la thérapie génique 

 

Le foie est un carrefour de voies métaboliques qui correspondent à autant de maladies 

génétiques potentielles. De par son rôle central dans l‘organisme, il n‘est pas rare qu‘une 

maladie affectant le foie ait des répercussions extra-hépatiques.  

De nombreuses maladies métaboliques héréditaires du foie sont actuellement traitées de 

façon palliative. Les solutions curatives sont rares et la transplantation hépatique est souvent 

la seule possibilité (Levi et al., 2001; Lysy et al., 2008). Il s'agit d'une intervention lourde qui 

nécessite un suivi rapproché des patients et une immunosuppression à vie. De plus, le manque 

de greffons disponibles reste encore aujourd'hui un frein conséquent à ce choix. 

La thérapie génique représenterait donc une nouvelle option thérapeutique pour les 

maladies métaboliques héréditaires du foie. Cela est d'autant plus vrai que des maladies 

comme la maladie de CNI, la maladie de Wilson ou des déficits en facteurs de la coagulation 

sont des maladies monogéniques. Il est donc possible d'apporter un seul gène thérapeutique, 

soit dans les hépatocytes, soit dans une cellule cible en dehors du foie (Jia and Dankó, 2005; 

Dankó et al., 2004a). 

III-1.1 Eléments d’anatomie, d’histologie et de métabolisme du foie 

nécessaires à la compréhension des approches de thérapie génique des 

maladies hépatiques 

Eléments d’anatomie du foie 

Le foie est un organe situé dans l‘abdomen en arrière du diaphragme. Cet organe impair et 

asymétrique pèse environ 2 kg chez l‘adulte, dont 800 g représentent la masse sanguine qu‘il 

contient. Cet organe présente une face diaphragmatique où se trouve le ligament falciforme et 

une face viscérale en contact avec la vésicule biliaire où pénètre le hile du foie (figure 27). Le 

foie est entouré de la capsule de Glisson. Il dispose d‘un système de vascularisation unique 

dans l‘organisme : le système porte. Il reçoit 70 % du sang à partir de la veine porte qui draine 

les intestins avant d‘être lui-même drainé par les veines sus-hépatiques qui se jettent dans la 
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veine cave inférieure. Du sang oxygéné en provenance du cœur gauche est également apporté 

au foie par l‘artère hépatique. Chez l‘homme, on décrit deux lobes : le lobe droit et le lobe 

gauche, séparés par le ligament falciforme. On désigne parfois deux autres lobes de taille 

inférieure : le lobe carré et le lobe caudé, ou lobe de Spiegel. La bile s‘accumule dans les 

canaux hépatiques qui se rejoignent en un canal hépatique commun. Ce dernier est rejoint par 

le canal cystique sortant de la vésicule biliaire pour former le canal cholédoque qui débouche 

sur le duodénum.  

 

Figure 27 : 

Anatomie du foie (vue 

crâniale). D’après 

(Rhimes, 2005; Henry 

Gray and Lewis, 1918) 

Left lobe : Lobe gauche 

; Right lobe : Lobe droit 

; Caudate lobe : lobe 

caudé ; falciforme ligt : 

ligament falciforme, 

Gall bladder : vésicule 

biliaire ; Inf vena cava : 

veine cave inférieure  

Eléments d’histologie du foie 

 

Le parenchyme hépatique est subdivisé en unités histologiques et fonctionnelles appelés 

lobules hépatiques (figure 28). Chaque lobule hexagonal est organisé autour d‘une veine 

centrolobulaire et est entouré de tissu conjonctif contenant six espaces portes de Kiernan. 

Dans chaque espace porte débouchent des branches de l‘artère hépatique, de la veine porte, un 

canal biliaire interlobulaire et des vaisseaux lymphatiques. Les veines centrolobulaires se 

rejoignent pour former les veines sus-hépatiques.  

Les hépatocytes constituent environ deux tiers des cellules du foie, ils sont organisés en 

travées de Remak autour de la veine centrolobulaire.  

Les cellules sinusoïdales sont des cellules endothéliales tapissant les capillaires sinusoïdes qui 

séparent les travées de Remak. Les capillaires du foie ont la particularité d‘être fenestrés. Les 

pores ont un diamètre d‘environ 100 nm facilitant les échanges entre le sang et les 

hépatocytes.  
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Figure 28 : Histologie du lobule hépatique. Les flèches indiquent le sens des circulations 

sanguine et biliaire. D‘après (―Prise en charge anesthésique d‘un enfant‖)  

 

La bile est sécrétée dans les canalicules biliaires, orientés perpendiculairement aux sinusoïdes 

et tapissés des cellules des canaux biliaires. Ces canalicules rejoignent les canaux de Hering, 

les canaux biliaires puis les canaux hépatiques.  

Les autres types cellulaires sont : les cellules de Kupffer qui sont les macrophages du foie, les 

cellules stellaires ou cellules de Ito situées dans l‘espace de Disse, entre les hépatocytes et les 

cellules sinusoïdales, et des lymphocytes. 

Eléments du métabolisme du foie 

 

Le foie est un organe impliqué dans de nombreuses voies métaboliques assurant trois 

fonctions principales de stockage, de synthèse et de détoxification. 

En ce qui concerne le métabolisme des glucides, c‘est un organe de synthèse et de 

catabolisme du glycogène, via la glycolyse et la néoglucogenèse. Il contribue ainsi au 

maintien de la glycémie. Il intervient dans le métabolisme des lipides notamment via la 

production des triglycérides et la β-oxydation des acides gras, les synthèse et dégradation du 

cholestérol et la synthèse des lipoprotéines. Dans le métabolisme des protéines et des acides 

aminés, il intervient dans le cycle de l‘urée et la synthèse de protéines plasmatiques dont des 

facteurs de la coagulation. 

Il réalise le stockage du fer et du cuivre et des vitamines A, D, E, K et B12. 
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C‘est un organe essentiel dans la détoxification de substances endogènes, via la conjugaison 

de la bilirubine par exemple, et de xénobiotiques tels que des dérivés de la morphine, des 

oestromimétiques ou l‘alcool. 

Il réalise également la synthèse de la bile stockée dans la vésicule biliaire qui est apportée au 

duodénum via le canal cholédoque. 

III-1.2 Caractéristiques du foie utilisées dans les stratégies de thérapie 

génique 

 

Le foie présente différentes caractéristiques avantageuses pour la thérapie génique (Ferry, 

2003; Nguyen and Ferry, 2004; Prieto et al., 2004).  

Le foie est un organe impair : cela restreint le ciblage à un parenchyme unique relativement 

homogène et localisé. 

Ces organe est abondamment vascularisé : cela le rend facile d'accès par des injections 

périphériques ou en veine porte. D'autre part, cet organe est irrigué par un système porte dont 

le deuxième réseau capillaire hépatique a la particularité d'être constitué d'un épithélium 

fenestré. Ses ouvertures facilitent l'accès de vecteurs thérapeutiques aux cellules cibles en 

diminuant le nombre de barrières naturelles à franchir (Wisse et al., 2008). La taille des pores 

est compatible avec celles des LV et des Ad recombinants par exemple. 

Enfin, ses capacités uniques de régénération permettent d'envisager facilement la 

transplantation d'hépatocytes corrigés et leur multiplication, ou la stimulation de la 

régénération pour permettre la multiplication de cellules corrigées par transfert de gène in vivo 

(Ferry et al., 1991).  

 

Pour la thérapie génique du foie, il est possible d‘envisager des stratégies ex vivo ou in 

vivo. 

Des techniques de prélèvement des hépatocytes par perfusion du foie ont été mises au point et 

l‘utilisation de vecteurs viraux permet de réaliser un transfert de gène sur des hépatocytes 

primaires en culture, avant de les transplanter chez les patients (Dagher et al., 2009; Nguyen 

et al., 2009; Parouchev et al., 2006). C‘est ainsi que le premier essai clinique de thérapie 

génique du foie a été mis en place pour le traitement ex vivo de l‘hypercholestérolémie 

familiale (voir paragraphe III-1.3.1, figure 29) (Grossman et al., 1994). 

Pour les approches in vivo, il est possible d'injecter les vecteurs par voie veineuse ou 

artérielle. Il est souhaitable d'apporter suffisamment d'ADN thérapeutique aux cellules cibles 
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en évitant la dissémination aux autres cellules et organes. Suite aux techniques initiales 

d‘injection par voie veineuse périphérique, l‘injection locale en veine porte a été beaucoup 

utilisée. Puis, des techniques chirurgicales plus spécifiques ont permis d‘améliorer le ciblage 

des hépatocytes : des injections en foie isolé, voire en lobe isolé, parfois associées à une 

injection en hyperpression et un lavage avant injection et/ou avant le déclampage ont été 

testées (Schmitt et al., 2010a; Dariel et al., 2009; Kamimura et al., 2009; Suda et al., 2008).  

Il est à noter qu‘en termes de dissémination, ces injections sont préférables aux injections par 

voies intrapéritonéale ou veineuse périphérique par exemple.  

L‘injection par hyperpression en veine de la queue ou l‘injection intraparenchymale, associée 

ou non à un massage mécanique ont été utilisées pour apporter l‘ADN thérapeutique sous 

forme de plasmide en l‘absence de vecteurs viraux. 

 

Le foie a des propriétés immunologiques particulières. L‘observation clinique de rejets de 

greffe moins fréquents lors de transplantation de foie par rapport à d‘autres organes représente 

le point de départ de sa reconnaissance en tant qu‘organe capable d‘induire une tolérance 

(Calne, 2000; Calne et al., 1969). Dans les protocoles de transfert de gène, le foie est souvent 

décrit comme capable d‘induire une tolérance immunologique aux produits des transgènes 

(Herzog, 2010).  

Les cellules de Kupffer sont les macrophages du foie, ils ont notamment un rôle de CPA. Des 

cellules dendritiques conventionnelles et plasmacytoïdes, les cellules sinusoïdales et différents 

types de lymphocytes tels que les cellules NK, les CD4+ et les CD8+ peuvent aussi intervenir 

dans les RI qui ont lieu dans le foie. Etant très vascularisé, cet organe représente un carrefour 

de contact entre l‘organisme, les antigènes circulants et les CPA (Crispe, 2009). Les CPA du 

foie peuvent être tolérogènes ou favoriser les RI. Ces cellules et les hépatocytes peuvent 

présenter les antigènes via les CMH de classe I et II, mettre en place des signaux de co-

stimulation pour les lymphocytes et provoquer la synthèse de cytokines immunorégulatrices.  

Le potentiel tolérogénique du foie peut être dû à un déficit d‘activation ou la délétion en 

lymphocytes T cytotoxiques, à des propriétés immunosuppressives des cellules de Kupffer ou 

une sensibilité réduite du foie aux réponses cytotoxiques (Annoni et al., 2013).  

Lors d‘une présentation d‘antigène conduisant à l‘induction d‘une tolérance, des lymphocytes 

T CD4+ CD25+ FoxP3+ régulateurs prolifèrent (LoDuca et al., 2009). C‘est le cas dans un 

traitement de modèle murin d‘hémophilie B : le transfert d‘IDLV codant le facteur IX a 

entraîné l‘induction de Tregs spécifiques du FIX comme démontré par leur transfert adoptif à 

des souris naïves (Mátrai et al., 2011). Ces cellules ont un effet suppressif sur les lymphocytes 
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cytotoxiques CD8+ et sur le déclenchement de réponses humorales. Ces conséquences portant 

sur des éléments circulants du système immunitaire, la tolérance dont le foie est le siège est 

généralisée à l‘organisme (Crispe, 2009; LoDuca et al., 2009). 

Malgré de nombreux exemples d‘effets tolérogéniques, certains protocoles ont mis en 

évidence des RI contre le produit du transgène lors d‘un transfert de gène dans le foie ou 

contre les capsides d‘AAVr par exemple (Gao et al., 2009; Manno et al., 2006; Nathwani et 

al., 2011). Néanmoins, les effets tolérogènes ont été retrouvés dans des modèles de gros 

animaux tels que des primates (Mingozzi et al., 2007). De plus, il existe des différences dans 

l‘induction de la tolérance entre les sérotypes d‘AAVr. Ainsi, l‘AAVr 8 est peu susceptible de 

provoquer une réponse cytotoxique contre sa capside chez la souris ou les primates non 

humains, probablement à cause d‘une interaction limitée avec les cellules dendritiques 

(Vandenberghe et al., 2006). Il est également réputé comme un bon inducteur de tolérance 

dans le transfert de gène dans le foie (LoDuca et al., 2009). 

La tolérance induite dans les protocoles de transfert de gène dépend du type de vecteur. La 

dose de vecteur utilisée influe également comme démontré lors de l‘essai chez les patients 

hémophiles avec une plus forte réponse contre la capside de l‘AAVr lors d‘injection des doses 

moyenne ou élevée (Nathwani et al., 2011). 

Des études montrent également l‘effet synergique de cette tolérance et de techniques de 

ciblage telles que le pseudotypage ou l‘utilisation de miR pour favoriser l‘efficacité et la 

biosécurité du transfert de gène dans le foie (Annoni et al., 2009; Matsui et al., 2011).  

Enfin, l‘âge auquel le transfert de gène a lieu détermine également les possibilités 

d‘induction de la tolérance immune. Ainsi, une injection de vecteurs AAVr in utero, soit chez 

des animaux avec un système immunitaire immature, a induit une tolérance permettant de 

réinjecter du FIX humain ou le vecteur à l‘âge adulte (Waddington et al., 2003). A l‘inverse, 

des souris adultes non injectées in utero développent une RI contre le hFIX. Au-delà de la 

maturité du système immunitaire, la transduction varie en fonction de l‘âge. L‘efficacité de 

transduction et les cellules atteintes sont des facteurs qui pourraient faire pencher la balance 

entre la tolérance et l‘immunogénicité. Par exemple, il a été décrit que des AAVr 

transduisaient la rate de façon différentielle en fonction de l‘âge des animaux (Cotugno et al., 

2012). Une forte transduction de cet organe, ou d‘organes ou cellules impliqués dans la RI, 

pourrait donc favoriser une RI. Au contraire, la transduction réduite de tels organes 

favoriserait la tolérance. 
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III-1.3 Maladies hépatiques candidates à la thérapie génique 

 

Dans ce paragraphe, des exemples de maladies hépatiques considérées comme des 

candidates privilégiées à la thérapie génique seront présentés. Ce paragraphe n‘a pas pour but 

de dresser une liste exhaustive de ces maladies, les exemples choisis concernent des maladies 

bien représentées dans les travaux de thérapie génique (pour une liste plus complète, voir 

tableau 6). Ces maladies sont classées en deux catégories en fonction de leur association ou 

non à des atteintes hépatiques. La maladie de CNI, maladie modèle utilisée dans notre projet 

de thèse, sera décrite en détail au paragraphe III-2. 

Pour certaines des maladies citées dans le tableau 6, il existe des traitements dits 

conventionnels. Ainsi, pour la maladie de Wilson, les patients sont traités par des chélateurs 

de cuivre. Cependant, il existe des patients présentant une résistance à ce type de traitement 

comme ceux ayant une atteinte neurologique. Une stratégie de thérapie génique peut alors 

représenter une nouvelle alternative également applicable aux patients tolérant les traitements 

classiques si la balance bénéfice/risque penche en faveur de ces thérapies innovantes. 

Dans le cas des maladies ayant des répercussions au niveau du foie, les cellules corrigées 

ont souvent un avantage sélectif sur les cellules atteintes : une correction d‘un faible nombre 

de cellules suffit alors à atteindre un effet thérapeutique.  

Lorsque les patients présentent des atteintes hépatiques, l‘histologie du foie est 

généralement modifiée. Les patients atteints de la maladie de Wilson présentent par exemple 

des nodules de prolifération cellulaire. Il est alors nécessaire d‘adapter notamment les 

techniques de vectorisation et les doses à utiliser pour obtenir des effets thérapeutiques. De 

plus, le foie peut alors présenter un niveau d‘inflammation favorisant une réponse 

inflammatoire ou immunitaire supérieure à celle qui peut se mettre en place en dehors de ce 

type de contexte. 

 Les hémophilies A et B et la maladie de CNI représentent par exemple de bonnes 

candidates à la thérapie génique. En effet, dans ces maladies, l‘histologie du foie est 

conservée, il est donc relativement plus simple de cibler les hépatocytes dans ce contexte, et 

seule la correction d‘une faible proportion de cellules permet d‘obtenir un effet thérapeutique 

même en absence d‘avantage sélectif des cellules corrigées. 

 



 - 96 - 

 

Tableau 6 : Maladies métaboliques du foie candidates à la thérapie génique  

Ce tableau contient des exemples de maladies métaboliques monogéniques du foie susceptibles de 

faire l‘objet d‘approches de thérapie génique. Elles sont classées en fonction de leur association ou 

non à des atteintes hépatiques.
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III-1.3.1 Exemples de maladies hépatiques candidates à la thérapie génique non 

associées à des atteintes hépatiques 

L’hypercholestérolémie familiale de type Ia 

 

L‘hypercholestérolémie familiale de type Ia (HF Ia OMIM#143890) est une maladie 

autosomale dominante due à une mutation du gène codant le LDLR (―Hypercholestérolémie 

Familiale (HF) : définition, comprendre l‘hypercholestérolémie, prévenir et traiter‖, 

―Orphanet: Hypercholestérolémie familiale‖). Les mutations décrites sont à l‘origine d‘une 

élévation isolée des LDL circulantes et d‘une synthèse excessive de cholestérol dont la durée 

de vie dans le sang est augmentée. Cela entraîne une hypercholestérolémie avec des dépôts de 

cholestérol dans des tissus et notamment une atteinte liée aux dépôts vasculaires. 

Les patients sont traités grâce à un régime hypocholestérolémiant et des inducteurs du LDLR. 

Ils sont donc amenés à prendre des statines, associées ou non à des inhibiteurs d‘absorption du 

cholestérol, et des résines. Pour les atteintes les plus graves, une aphérèse LDL peut être 

envisagée à intervalles d‘une à deux semaines. Il est également possible d‘envisager la greffe 

de foie comme traitement palliatif. 

Le principal modèle animal pour l‘étude de cette maladie est le lapin Watanabe. Il existe 

également des modèles murins et porcins. 

Cette maladie a fait l‘objet du premier essai clinique de thérapie génique du foie (figure 

29).  

Ce premier essai a été un protocole ex vivo de transduction d‘hépatocytes avec des vecteurs 

oncorétroviraux pour traiter l'hypercholestérolémie familiale. Il a été mis en place en 1992, 

par l'équipe du Dr J.M. Wilson (Grossman et al., 1994). Chez une patiente traitée lors de cet 

essai, quinze pourcent du foie ont été prélevés avant digestion par la collagénase pour séparer 

les hépatocytes, puis ceux-ci ont été mis en culture avant transduction et transplantation. La 

transduction via des vecteurs rétroviraux exprimant le récepteur aux lipoprotéines de faible 

densité (low density lipoproteins receptor, LDLR) a eu lieu quarante-huit heures après 

l‘isolement d‘hépatocytes.  

Après un suivi de dix-huit mois, la présence d‘hépatocytes transplantés et l‘expression du 

transgène concernaient 0,1 à 0,01 % des cellules. Une amélioration métabolique a été mise en 

évidence par la baisse du niveau de LDL, l‘augmentation du niveau de lipoprotéines de haute 

densité (high density lipoproteins, HDL) et la baisse du ratio LDL/HDL. Ces améliorations 

ont été amplifiées lors d‘un traitement associé à la lovastatine auquel la patiente a mieux 
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répondu qu‘avant la thérapie génique : ces deux traitements ont agi en synergie. Cependant, 

cette patiente possédait des allèles défectifs responsables d‘un niveau d‘expression résiduel de 

LDLR. La seule manipulation chirurgicale du foie a pu augmenter cette expression et pourrait 

expliquer les changements observés. Par la suite, le traitement de patients présentant l‘allèle 

nul a permis de mettre en évidence une baisse du taux de LDL avec une forte variation d‘un 

patient à l‘autre (Grossman et al., 1995; Brown et al., 1994).  

 

Figure 29 : Protocole du premier essai de thérapie génique du foie : traitement de 

l‘hypercholestérolémie familiale par transduction d‘hépatocytes ex vivo par des vecteurs 

oncorétroviraux.  

 

Ce premier essai a démontré la faisabilité et la biosécurité d'une telle approche pour cet 

organe et a ouvert la voie à de nombreux projets jusqu'à aujourd'hui. Ces travaux pionniers, 

essentiels scientifiquement, sont également nécessaires pour poser les bases d‘une réflexion 

éthique ; c‘est ainsi que cet essai a été commenté dans un article en tant que ―chirurgie 

génétique héroïque ‖(Weatherall, 1994). Des nouvelles méthodes de transplantation 

d‘hépatocytes devraient permettre d‘optimiser ce type d‘approche ex vivo. Ainsi, 

l‘embolisation de branches de la veine porte chez des primates a permis la transplantation 

d‘hépatocytes primaires transduits, représentant 2 % des hépatocytes dans lesquels 

l‘expression du transgène à long terme permet d‘envisager de nouvelles applications 
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thérapeutiques (Dagher et al., 2009). La même stratégie employée chez le lapin Watanabe a 

confirmé l‘intérêt de cette technique (Goulinet-Mainot et al., 2012).  

La diminution du taux de LDL ou l‘augmentation du taux de HDL pouvant limiter les 

atteintes vasculaires, une équipe a comparé le transfert des gènes codant l‘apolipoprotéine E3 

(ApoE3) et/ou le LDLR via un vecteur adénoviral helper dépendant in vivo. L‘expression 

d‘ApoE3 n‘a fait que retarder l‘apparition de ces complications. A l‘inverse, le transfert du 

LDLR ou des deux gènes permet la régression des lésions vasculaires. Ces effets sont 

principalement attribués à l‘expression du LDLR : son transfert représente une nouvelle 

possibilité pour empêcher ou faire régresser les phénomènes d‘athérosclérose. 

Dans un modèle amélioré de souris humanisées, des animaux mimant les phénotypes des 

patients hétérozygotes et homozygotes ont été traités avec succès avec des AAVr 2/8 

exprimant le LDLR humain avec 1.5×10
11 

et 5×10
11 

vg/kg (Kassim et al., 2013). L‘efficacité 

de cette approche a montré sont intérêt dans le traitement des différentes formes de la 

maladie. 

Les hémophilies A et B 

 

 Les coagulopathies peuvent être liées à un déficit en un ou plusieurs facteurs des voies 

extrinsèque et/ou intrinsèque de la coagulation (―Association Française des Hémophiles‖, 

―Orphanet: Hémophilie‖). Les déficits en facteurs VIII et IX, appelés respectivement 

hémophilie A (OMIM#306700) et B (OMIM#306900), sont les plus fréquentes. Ce sont des 

maladies récessives liées à l‘X. La gravité clinique dépend du niveau d‘expression résiduelle 

en FVIII et FIX. Les patients présentent des saignements extériorisés prolongés, des 

hématomes et des hémarthroses. La maladie peut être qualifiée de sévère, modérée ou 

mineure si l‘expression du FIX est de moins de 1 %, de 1 à 5 % ou de 6 à 25 % des niveaux 

usuels respectivement.  

Les patients sont traités avec des dérivés plasmatiques ou des facteurs recombinants pour 

restaurer un niveau de facteur de la coagulation correct. L‘efficacité de ces traitements est 

réduite en présence d‘anticorps dirigés contre ces facteurs, appelés inhibiteurs. 

 Les hémophilies A et B sont les maladies les plus étudiées des études précliniques et 

cliniques de thérapie génique du foie (Skinner, 2013; Chuah and Vandendriessche, 2012; 

High, 2012). Des modèles de souris transgéniques, de chiens hémophiles et de primates ont 

été développés pour l‘étude de traitements de l‘hémophilie (Cantore et al., 2012; H. Li et al., 

2011; Nichols et al., 2009; Nathwani et al., 2007; Kay et al., 1993). Des vecteurs 
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adénoviraux, lentiviraux et AAVr ont été utilisés (Brunetti-Pierri et al., 2012; Follenzi et al., 

2004; Nathwani et al., 2002; Park et al., 2000).  

 En utilisant une approche chirurgicale d‘injection de vecteur AdR helper dependent en 

foie isolé limitant leur dissémination, il a été possible d‘obtenir une expression du FIX à long 

terme aux plus hautes doses utilisées, de 1 × 10
12

 et 1 × 10
11

 pv/kg, avec une toxicité réduite 

par rapport aux générations de vecteurs adénoviraux antérieures (Brunetti-Pierri et al., 2012). 

Un des premiers essais chez des patients atteints d‘hémophilie B avec un AAVr 2, a 

conduit a une efficacité limitée dans le temps à cause de l‘apparition d‘une RI cytotoxique 

dirigée contre la capside, responsable de l‘élimination d‘hépatocytes transduits (Manno et al., 

2006). 

Récemment, un essai a été conduit avec un scAAV 2/8 LP1-FIX avec codon optimisé injecté 

par voie veineuse périphérique (Nathwani et al., 2011; Ponder, 2011). Les doses de 2×10
11

, 

6×10
11

 et 2×10
12

 vg/kg ont été utilisées chez des patients ne présentant pas d‘anticorps anti-

AAV8. Une élévation transitoire des transaminases hépatiques a été observée et traitée avec 

des corticoïdes. Une réponse de type primaire contre la capside de l‘AAVr 8 a été mise en 

évidence sans réponse contre le FIX. Tous les participants ont exprimé de façon prolongée le 

FIX avec une correction totale du phénotype chez quatre patients sur six, et l‘espacement des 

prises du traitement conventionnel chez les deux autres patients. 

Comme évoqué précédemment, c‘est la seule maladie modèle ayant fait l‘objet d‘un KI 

ciblé in vivo avec l‘utilisation de ZFNs et d‘un donneur vectorisés par des AAVr chez des 

souris hémophiles nouveau-nés et adultes (voir paragraphe III-3) (Anguela et al., 2013; H. Li 

et al., 2011).  

III-1.3.2 Exemples de maladies hépatiques candidates à la thérapie génique 

associées à des atteintes hépatiques 

Le déficit en alpha-1-antitrypsine 

 

 Le déficit en A1AT (OMIM# 613490), découvert en 1963, est caractérisé par un 

emphysème pulmonaire, une cirrhose et parfois une panniculite (―index - adaat‖, ―Orphanet: 

Deficit en alpha 1 antitrypsine‖). Les patients ont des taux réduits d‘A1AT, un inhibiteur de 

protéases. Cette enzyme est codée par le gène polymorphe SERPINA1 présentant l‘allèle 

normal M, les allèles déficients Z et S, et l‘allèle nul. Il s‘agit d‘une maladie autosomique 

récessive. La majorité des patients présentant une forme sévère sont homozygotes pour 

l‘allèle Z (PI*ZZ) Les phénotypes ZZ et SS constituent des facteurs de risques pour le 

http://www.omim.org/613490
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développement d‘atteintes pulmonaires. Le phénotype ZZ est associé aux atteintes 

hépatiques aigües ou chroniques avec notamment une hyperbilirubinémie et un 

dysfonctionnement des enzymes hépatiques. Parfois, une panniculite nécrosante et une 

vascularite se surajoutent aux signes cliniques classiques.  

Pour traiter les atteintes pulmonaires, des perfusions de l‘enzyme sont réalisées en association 

à une vaccination prophylactique contre la grippe et le pneumocoque. Des bronchodilatateurs 

et des corticoïdes peuvent être employés pour soulager l‘essoufflement. Les atteintes 

hépatiques sont de mauvais pronostic et peuvent nécessiter une transplantation.  

Un modèle animal de souris transgéniques exprimant la forme PiZ a permis l‘étude de 

nouvelles approches thérapeutiques (Carlson et al., 1989). Le déficit en A1AT a fait l‘objet de 

transfert de gène avec des vecteurs non viraux et des vecteurs gammarétroviraux, adénoviraux 

et AAV (Mueller and Flotte, 2013). Cela a permis de mettre en place trois essais de phase I 

avec des liposomes cationiques (Brigham et al., 2000), des AAVr1 et 2, et un essai de phase II 

avec des AAVr1. 

Les AAVr ont été utilisés à des étapes précliniques pour des injections intra-musculaires 

ou dans le foie (Song et al., 1998; Xiao et al., 1998). Ces projets avaient notamment pour but 

de limiter les atteintes pulmonaires. L‘essai de phase I avec des AAVr2 n‘a montré qu‘une 

faible expression transitoire (Brantly et al., 2006). L‘essai avec des AAVr1 a permis une 

expression à long terme, malgré une réponse cytotoxique contre la capside, mais avec un 

maximum de 0,1 % du niveau d‘expression normal (Brantly et al., 2009). En phase II, un pic 

d‘expression de l‘A1AT a été observé un mois après injection avant de décroître jusqu‘à 

atteindre 3 à 5 % des objectifs thérapeutiques. De nouvelles études avec d‘autres sérotypes, 

des doses augmentées ou une administration dans les poumons sont envisagées. Hormis 

l‘addition de gène, un KD ou un KO des formes mutées peut être obtenu par interférence à 

ARN (Mueller et al., 2012; C. Li et al., 2011). En co-administrant in vivo à des souris PiZ des 

miR et une séquence codant l‘enzyme via des AAVr9, 80 % de KD associé à une expression 

thérapeutique de la forme normale ont été atteints. L‘équipe de L. Vallier a utilisé des ZFNs 

pour corriger la mutation d‘iPS de patients atteints de cette maladie (Yusa et al., 2011). Grâce 

à une étape de sélection à la puromycine des clones corrigés, 54 % de ces clones étaient 

corrigés au niveau d‘un seul allèle alors que 4 % des clones sélectionnés présentaient une 

correction biallélique. 
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III-2 La maladie de Crigler Najjar : une maladie modèle pour la thérapie 
génique des hépatopathies héréditaires 

III-2.1 Description clinique et traitements existants 

 

Les docteurs J.F. Crigler et V.A. Najjar ont décrit pour la première fois en 1952 un 

syndrome d'hyperbilirubinémie non conjuguée qui se traduit par un ictère non hémolytique, 

sévère et chronique (Crigler and Najjar, 1952). La maladie de Crigler Najjar est un déficit 

enzymatique en uridine diphosphate glucuronosyl transférase ou bilirubine 

glucuronosyltransférase (UGT1A1, E.C. 2.4.1.17), enzyme responsable de la 

glucuronoconjugaison de la bilirubine. Il s‘agit d‘une maladie monogénique récessive due à 

une mutation du gène codant cette enzyme.  

Figure 30 : Catabolisme de 

l‘hème lors de l‘hémolyse : de 

l‘hème à la bilirubine conjuguée 

D‘après (Bosma, 2003). 

 

La bilirubine non 

conjuguée est obtenue lors de 

l‘hémolyse à partir de la 

dégradation de l‘hème dans le 

système réticulo-endothélial 

(figure 30). Les hématies ont 

une durée de vie moyenne de 

cent vingt jours. Lors de 

l‘hémolyse, la globine et 

l‘hème sont séparées. L‘hème 

est dégradé par l‘hémoxydase 

dans les macrophages pour produire la biliverdine qui est transformée en bilirubine non 

conjuguée par la NADPH-p450 cytochrome réductase. La bilirubine non conjuguée est une 

molécule non polaire, soluble dans les lipides et insoluble dans l‘eau. Ainsi, elle doit être 

modifiée pour être éliminée de l‘organisme, sinon elle tend à s‘accumuler dans les tissus 

riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine non conjuguée, circulant majoritairement 

fixée à l‘albumine, est captée par le foie pour y être conjuguée avant son élimination dans la 
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bile. L‘UGT1A1 réalise la conjugaison de la bilirubine à l‘acide glucuronique dans les 

hépatocytes. La forme conjuguée est ensuite éliminée après transport par les canalicules 

biliaires.  

 

Deux syndromes de Crigler Najjar ont été décrits.  

Le syndrome de type I (CNI, OMIM#218800) correspond à une absence totale en 

UGT1A1 responsable d'une concentration en bilirubine sérique supérieure à 340µM. En 

France, la fréquence de la maladie de CNI correspond à un cas sur un million de naissances. 

L‘actuelle méthode pour finaliser le diagnostic consiste à analyser les mutations du gène 

UGT1A1. 

Chez les patients atteints de ce syndrome, l'enzyme n‘assure plus la conjugaison de la 

bilirubine qui s'accumule alors sous forme non conjuguée dans le sang et dans les tissus 

jusqu‘à atteindre un niveau toxique. En l‘absence de traitement, cette maladie peut être 

mortelle notamment via l‘atteinte du cerveau et le risque d‘ictère nucléaire, ou kernictère 

(Schauer et al., 2003; Strauss et al., 2006; Tabarki et al., 2002). Seule la forme non fixée à 

l‘albumine peut circuler jusqu‘au cerveau. 

Figure 31 : Traitement par photothérapie sous 

lumière bleue chez un patient atteint du syndrome de 

Crigler Najjar de type I.  

D'après (―Association Française DE CRIGLER-

NAJJAR‖). 

 

Pour les patients atteints de CNI, le 

traitement consiste en une photothérapie 

d‘environ douze heures par jour sous lumière 

bleue (figure 31) (Yohannan et al., 1983). En effet, la lumière bleue casse les liaisons 

hydrogène internes de la bilirubine non conjuguée. Elle permet de convertir la bilirubine non 

conjuguée en isomères hydrosolubles et éliminables par la bile. La photothérapie telle qu‘on 

l‘entend aujourd‘hui a été introduite à partir des années 1960. Ce traitement perd de son 

efficacité à l'adolescence notamment à cause du changement de la structure de la peau qui ne 

laisse plus suffisamment pénétrer les rayons lumineux. Lorsque l‘efficacité n‘est plus 

suffisante, la transplantation devient la seule option envisageable (Ozçay et al., 2009; Lysy et 

al., 2008).  

Le risque de kernictère persiste chez les patients traités lors d‘épisodes de jeun, de stress ou 

d‘arrêt de la photothérapie. Ces épisodes peuvent également entraîner une hausse de la 
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bilirubinémie qui nécessite une prise en charge médicale en urgence avec perfusion de 

solution d‘albumine. 

Les caractéristiques des traitements actuels font clairement ressortir l'intérêt de nouvelles 

approches comme la thérapie génique. De plus, la restauration de 5 % de l‘activité 

enzymatique permettrait d‘obtenir une nette amélioration clinique et du confort de vie des 

patients. De nouveaux traitements ont été essayés chez l‘Homme. Des patients ont été traités 

par transplantation d‘hépatocytes hétérologues ce qui a conduit à la détection de l‘activité de 

l‘UGT1A1 via une baisse de la bilirubinémie (Ambrosino et al., 2005; Fox et al., 1998) . Ces 

traitements restent complexes : la thérapie génique apparaît alors comme une option 

thérapeutique prometteuse. Elle permettrait notamment de s‘affranchir de traitements 

immunosuppresseurs à long terme. 

 

Les patients atteints du syndrome de type II, décrit par I.M. Arias en 1969 (CNII, 

OMIM#606785) présentent une faible expression de l‘UGT1A1 entraînant une bilirubinémie 

sérique de 60 à 340 µM (Arias et al., 1969). Pour ces patients, un traitement par le 

phénobarbital, activateur enzymatique, permet de rétablir un niveau suffisant d'activité 

enzymatique pour maintenir la bilirubinémie à des niveaux inférieurs à ceux responsables de 

la neurotoxicité.  

 

Le syndrome de Gilbert (GS, OMIM#143500) décrit en 1901 par les docteurs Gilbert et 

Lereboullet est apparenté à la maladie de CN. Il se traduit par une hyperbilirubinémie non 

conjuguée moins sévère : la bilirubinémie sérique est inférieure ou égale à 60 µM (A Gilbert 

and Lereboullet, 1901). Cette maladie touche environ 5 % de la population (Bartlett and 

Gourley, 2011). 

 

La maladie de CNI a fait l'objet de différentes approches en recherche parmi lesquelles la 

thérapie cellulaire, avec la transplantation d'hépatocytes fonctionnels ou l'utilisation de 

cellules souches pluripotentes différenciées en hépatocytes, et la thérapie génique. 

Cette maladie représente un paradigme pour la thérapie génique des maladies héréditaires 

du foie. Elle est une bonne candidate à ces approches pour les raisons suivantes : 

- c‘est une maladie monogénique 

- un contrôle précis de l'expression de l'UGT1A1 n'est pas nécessaire, 

- l'histologie du foie reste normale et les hépatocytes sont facilement accessibles par une 

injection classique de vecteurs, in vivo ou ex vivo, 
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- des bénéfices thérapeutiques peuvent être atteints dès la restauration de 5 à 10 % de 

l'activité de l'enzyme, 

- il existe un modèle animal spontané de cette maladie, le rat Gunn, ce qui facilite la mise 

en place des stratégies de recherche (voir paragraphe III-2.3). 

III-2.2 Le gène de l’UGT1A1  

 

Le gène de l'UGT1A1 appartient à la famille des gènes codant les uridyl-

glucuronotransférases de type 1 ou UGT1. Il s'agit d'enzymes de phase II impliquées dans la 

glucuronoconjugaison de molécules toxiques endogènes et de xénobiotiques comme la 

bilirubine, les hormones stéroïdes et thyroïdiennes, des opioïdes, des flavonoïdes, des anti-

inflammatoires non stéroïdiens et des carcinogènes (Sim et al., 2012; Sugatani, 2012). La 

glucuronoconjugaison augmente la solubilité de ces molécules dans l'eau et facilite leur 

élimination. Les UGT1A sont principalement exprimées dans le foie et dans le tractus gastro-

intestinal.  

La caractérisation des UGT chez l'homme a démarré dans les années 90 (Ritter et al., 1991). 

Treize isoformes d'UGT1 ont été décrites : les UGT1A1, 1A2p, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 

1A8 1A9, 1A10, 1A11p, 1A12p et 1A13p (figure 32) (Gong et al., 2001). Elles diffèrent 

uniquement par la séquence de leur premier exon ; elles ont en commun les quatre exons 

suivants. Neuf des exons en région N-terminale de ce locus codent le premier exon de neuf 

isoformes fonctionnelles. L'expression de ces isoformes est contrôlée par un promoteur 

spécifique situé en amont de leur premier exon : chacune peut être régulée indépendamment. 

Les autres exons en région N-terminale contiennent une mutation responsable d‘un décalage 

du cadre de lecture et ne sont pas liés à l‘expression d‘une protéine fonctionnelle. Les 

isoformes 12p et 13p n‘ont pas de promoteur fonctionnel et l‘isoforme 11p contient une 

mutation qui empêche sa transcription. 

Figure 32 : Locus 

contenant les gènes 

codant les treize 

isoformes d‘UGT1A 

Le premier exon ainsi 

que le promoteur sont 

spécifiques de chaque 

isoforme. Les exons 2 

à 5 sont communs à ces différentes protéines. D‘après (Bosma, 2003). 
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Chez l'homme, le gène de l'UGT1A1 est porté par le bras long du chromosome 2 (figure 

33). Ce gène contient 2357 nucléotides, dont 1602 dans la séquence codante.  

A ce jour, plus de cent-treize mutations du gène codant l'UGT1A1 ont été décrites chez les 

patients atteints de CN ou de GS (―Nomenclature‖; Ritter et al., 1991; Sneitz et al., 2010; 

Strassburg, 2010; Sugatani, 2012). Les mutations sont représentées dans des proportions 

différentes selon la zone géographique et la population étudiée (Marschall et al., 2013; Petit et 

al., 2008a, 2008b; Sneitz et al., 2010). Les patients atteints de CNI présentent des mutations 

dans l‘exon 1, spécifique de l‘UGT1A1, et/ou dans les exons communs aux différentes 

isoformes. Les individus atteints de GS présentent une mutation de type insertion homozygote 

d‘un dinucléotide TA dans la boîte TATA située en amont du premier exon de l'UGT1A1, ou 

une mutation hétérozygote faux-sens dans la région codante. Ainsi, le type de mutation et sa 

localisation déterminent la forme de syndrome qui en découle. 

 

Figure 33 : 

Localisation du 

gène de l‘UGT1A1 

chez l‘homme. 

D‘après (―GenBank Home‖).  

 

L‘UGT1A1 possède des substrats endogènes autres que la bilirubine tels que les hormones 

thyroïdiennes T3 et T4, le 17B œstradiol, l‘estriol et le 2-hydroxyestriol et des substrats 

exogènes comme l‘éthynyloestradiol ou la quercitine. 

Il est possible d'augmenter l'expression de l‘UGT1A1 grâce à certains xénobiotiques 

souvent décrits comme faisant partie des inducteurs enzymatiques, agissant notamment sur 

des enzymes microsomiales (Sugatani, 2012). Ainsi, le phénobarbital peut jouer ce rôle : c‘est 

pourquoi il est utilisé dans le traitement des patients atteints de CNII. Le phénobarbital peut 

réguler l‘expression de l‘UGT1A1 chez l‘homme grâce à la présence en amont du promoteur 

d‘une séquence activatrice sensible à ce xénobiotique (phenobarbital-responsive enhancer 

module, PBREM) (Sugatani, 2012). 
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Deux types de molécules de la famille des récepteurs nucléaires à des facteurs de 

transcription inductibles par des ligands, le récepteur constitutif des androstanes (CAR) et le 

récepteur X des prégnanes (PXR), peuvent induire l‘expression de l‘UGT1A1 (Shelby and 

Klaassen, 2006). CAR peut être activé par le phénobarbital (Mäkinen et al., 2002; Masahiko 

and Honkakoski, 2000). De même, le récepteur α activé par les proliférateurs de peroxysomes 

(PPAR α) peut induire la surexpression d'enzymes de détoxification via des molécules telles 

que le clofibrate (Soars et al., 2004).  

III-2.3 Le rat Gunn : modèle spontané de la maladie de Crigler Najjar 

de type I  

 

La recherche de nouveaux traitements pour la maladie de CNI est facilitée par l'existence 

d'un modèle animal spontané : le rat Gunn, décrit pour la première fois en 1938 comme 

présentant une hyperbilirubinémie (Cornelius and Arias, 1972; Gunn, 1944, 1938). Cette 

souche est dérivée de la souche de rats de laboratoire Wistar.  

Une expérience d‘injection de bilirubine conjuguée a permis de mieux caractériser ce modèle 

en prouvant qu‘il était capable d‘éliminer normalement la bilirubine, orientant la cause de 

l‘hyperbilirubinémie vers une autre voie que celle du transport de la bilirubine conjuguée 

(Axelrod et al., 1957). 

Chez le rat, le gène de l‘UGT1A1 est situé sur le bras long du chromosome 9 (figure 34). La 

séquence de l'UGT1A6 du rat a été élucidée à partir du clonage de l'ADNc correspondant par 

l'équipe d'Iyanagi en 1986 (Iyanagi et al., 1986).  

Figure 34 : 

Localisation du 

gène de l‘UGT1A1 

chez le rat 

D‘après 

(―GenBank 

Home‖).  

 

 

En comparant l'ADNc des souches de rat Gunn et Wistar, une délétion d'un nucléotide a 

été mise en évidence dans l'exon 4 du gène UGT1A1 (figure 35) (Iyanagi et al., 1989). Il 

s'agit d'une délétion du G alors numéroté 1239, ou 1240 car la séquence des rats Wistar 

comporte deux G consécutifs. Les transcrits de l‘UGT1A1 sont détectables chez les rats Gunn 
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et Wistar et ne présentent que la différence de séquence décrite ci-dessus sur l'ADN. Cette 

délétion entraîne l'apparition d'un codon stop prématuré en position 415 donnant lieu à 

l'expression d'une protéine tronquée, non fonctionnelle et à demi-vie réduite. Une protéine de 

43 kDa, au lieu de 53 kDa pour la forme sauvage, existe donc chez ces animaux ; elle est plus 

rapidement dégradée par le protéasome. 

Les autres isoformes d‘UGT1A partageant cet exon sont aussi affectées par la mutation. 

L'étude des différentes isoformes dans les microsomes de foie de rats a ainsi permis de mettre 

en évidence l'absence de toute UGT1 chez les rats Gunn mutants homozygotes (Ikushiro et 

al., 1995).  

 

 

Figure 35 : Comparaison des séquences nucléotidiques du gène de l‘UGT1A1 des souches de rats 

Gunn et Wistar.  

Séquence nucléotidique du gène de l‘UGT1A1 du rat Gunn homozygote. Le nucléotide 1 correspond 

au A du codon ATG (souligné). Les nucléotides numérotés avec des nombres négatifs appartiennent à 

la région 5‘UTR. La mutation entraîne l‘apparition d‘un codon stop prématuré (TGA, encadré) à cause 

de la délétion d‘une guanosine en position 1239 (ou 1240) indiqué par un point. Les signaux de 

polyadénylation (AATAAA) contenus dans la région 3‘ UTR sont soulignés. D‘après (Iyanagi et al., 

1989). 
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Figure 36 : Rats Gunn nouveau-nés. (-/- : homozygotes porteurs de 

la mutation et présentant un ictère, +/- : hétérozygotes porteurs de 

la mutation) Photographie U948. 

 

Les rats Gunn homozygotes pour cette mutation sont 

reconnaissables par leur ictère présent à la naissance (figure 

36). Le taux plasmatique de bilirubine de ces animaux est 

très élevé, comme chez les patients atteints de CN-I. 

Il est possible d'augmenter l‘expression de l‘UGT1A1 chez le rat lors d'utilisation de 

xénobiotiques tels que le phénobarbital (Shelby and Klaassen, 2006; Webb et al., 2006; Kato 

et al., 2005; Coffman et al., 1996; Cohen et al., 1985). Les rats Gunn mutés répondent 

différemment à ce type de traitement que les rats Wistar.  

 

Ce modèle spontané est à la fois pertinent et accessible pour des projets de recherche. En 

effet, un simple suivi de la bilirubinémie, la détection des formes conjuguées de bilirubine 

dans la bile et le dosage de l'activité de l'UGT1A1 fournissent des critères suffisants pour 

évaluer une stratégie thérapeutique. 

 

La maladie de CN-I a fait l‘objet de plusieurs stratégies de transfert de gène dans ce 

modèle. Les approches ont été très diverses, incluant aussi bien des projets ex vivo qu'in vivo. 

Pour les projets de thérapie génique ex vivo, des hépatocytes de rats Gunn, humains et de 

patients atteints de CN-I ont été transduits ainsi que des fibroblastes (Birraux et al., 2009; 

Kawashita et al., 2008; Parouchev et al., 2006; Tada et al., 1998; Wilke et al., 1997; Askari et 

al., 1995). Des lipides cationiques ont été utilisés pour vectoriser l'ADNc via un plasmide. De 

même, des vecteurs rétroviraux et lentiviraux ont été utilisés dans ce but. Des corrections à 

long terme ont été obtenues, malgré un risque tumorigène potentiel lorsque le foie du receveur 

est irradié avant transplantation pour favoriser la prolifération des cellules transplantées. 

Dans le cadre de la thérapie génique in vivo, de l'ADN nu codant l'ADNc, des transposons 

et des oligonucléotides ont été utilisés (Wang et al., 2009; Dankó et al., 2004b; Kren et al., 

1999; Danko et al., 1997; Wilke et al., 1997). Néanmoins, l‘approche de correction à l‘aide 

d‘oligonucléotides chimériques est controversée comme évoqué en II-4.2.2. 

La plupart des projets in vivo utilisent des vecteurs viraux pour apporter l‘ADNc de 

l‘UGT1A1 : des vecteurs Ad (Pastore et al., 2013; Dimmock et al., 2010; Toietta et al., 2005; 

Thummala et al., 2002), des AAVr (Flageul et al., 2009; Jurgen Seppen et al., 2006), des 

oncorétrovirus recombinants (Nguyen et al., 2007; Bellodi-Privato et al., 2005; Puppi et al., 
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2004; Aubert et al., 2002) et des vecteurs LV (Schmitt et al., 2010a, 2010b; Dariel et al., 

2009; Nguyen et al., 2007; J Seppen et al., 2006; Wegen et al., 2006).  

La première démonstration d'une correction complète et durable in vivo a été faite en 2005 

avec des AdR (Toietta et al., 2005). Cependant, en raison des caractéristiques évoquées 

précédemment, ce type de vecteur a des perspectives cliniques limitées.  

L‘équipe de Seppen a comparé des ssAAVr 1, 2, 6 et 8 chez des rats Gunn adultes de 6 à 8 

semaines, injectés avec des doses de 2,5 à 5x10
12

 vg/kg en veine porte (Jurgen Seppen et al., 

2006). Tous ces sérotypes ont permis une baisse de la bilirubinémie à long terme avec une 

efficacité supérieure pour le sérotype 1 suivi des sérotypes 8, 6 et 2. Un marquage des foies 

transduits avec des AAVr-GFP a confirmé cette tendance. Cependant, le taux d‘hépatocytes 

transduits, inférieur à 1 %, reste limité. Les sérotypes 2 et 8 ont montré une transduction plus 

ciblée du foie d‘après l‘étude de la dissémination. Des anticorps anti-UGT1A1 ont été 

détectés chez tous les animaux lorsque le promoteur CMV était utilisé, au contraire de ce qui 

est observé lors de l‘utilisation du promoteur foie spécifique de l‘albumine.  

L‘AAVr 8 est apparu comme un bon sérotype pour cibler le foie : il a permis de transduire 

la quasi-totalité du foie de souris alors que le sérotype 2 ne permettait de transduire que de 5 à 

10 % des hépatocytes murins (Nakai et al., 2005; Gao et al., 2002; Nakai et al., 2002). 

Cependant, il est possible que l‘espèce influe sur le tropisme car l‘étude de Seppen et al. 

montre une supériorité du sérotype 1 pour la transduction du foie chez le rat. A l‘inverse, 

l‘étude de Montenegro Miranda et al., a démontré l‘efficacité thérapeutique de scAAV 1 et 8 

avec une meilleure efficacité pour ce dernier pour la transduction du foie chez le rat Gunn 

(Montenegro-Miranda et al., 2013).  

Des travaux de notre équipe ont également étudié le potentiel thérapeutique des ssAAVr 8 

(Flageul et al., 2009). Des rats Gunn nouveau-nés ont été injectés par voie iv avec 10
13

vg/kg 

de ssAAV8 codant l‘UGT1A1. Les animaux ont été injectés à deux jours en veine temporale 

ou à quatorze jours en veine porte. Dans ces deux groupes, une baisse de la bilirubinémie a été 

observée avec une meilleure efficacité chez les animaux injectés à quatorze jours. Les 

promoteurs ubiquitaire CMV et foie spécifique mTTR ont été utilisés. Dans les deux cas, la 

correction n‘a été que transitoire : cela est cohérent avec le maintien des AAVr sous forme 

épisomale. Les hépatocytes proliférant dans le foie des jeunes animaux, les épisomes sont 

dilués au cours de leurs divisions. En utilisant la β-galactosidase, son expression a pu être 

suivie in situ dans le foie. Une semaine après l‘injection, une moyenne de 25,3 ± 11,8 % 

d‘hépatocytes transduits ont été détectés. Chez les animaux ayant perdu l‘expression de ce 

transgène au cours du temps, des anticorps dirigés contre celui-ci ont été mis en évidence. 
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Cette étude a confirmé la possibilité de transduire efficacement le foie de rat avec un AAVr 8. 

Cependant, la perte d‘expression à court terme exclut la possibilité de cette stratégie pour des 

traitements en période néonatale ou chez le jeune. 

D‘après les résultats encourageants avec des vecteurs AAV chez le rat Gunn obtenus au 

laboratoire et en collaboration P. Bosma (données non publiées), un projet d'essai clinique 

chez des patients a été envisagé ; il est actuellement mené en collaboration avec le Généthon 

(Flageul et al., 2009; Jurgen Seppen et al., 2006). Les premières étapes précliniques chez le 

gros animal ont été faites sur le macaque en utilisant la GFP comme gène rapporteur. L'essai 

clinique repose sur le transfert du gène codant l'UGT1A1 sous promoteur foie spécifique par 

un vecteur scAAV2/8.  

Ce projet s'ajoute aux essais cliniques de thérapie génique de cinq autres maladies 

héréditaires du foie (―Gene Therapy Clinical Trials Worldwide‖) : le déficit en A1AT, les 

hémophilies A et B, l'hypercholestérolémie familiale et le déficit en OTC. 

 

Les travaux réalisés précédemment par notre équipe ont permis de guérir le rat Gunn à 

long terme.  

Des rats Gunn nouveau-nés ont été injectés à deux jours par voie iv avec des vecteurs 

lentiviraux ou oncorétroviraux codant l'UGT1A1 sous contrôle du promoteur foie spécifique 

mTTR et ayant pour protéine d'enveloppe la VSV-G. Le retour de la bilirubinémie à des 

valeurs usuelles de deux à quarante-deux semaines après l'injection et la présence de formes 

conjuguées de la bilirubine prouvent que cette stratégie a permis d'obtenir une correction 

complète et durable des rats traités (Nguyen et al., 2007).  

Après la preuve de principe de transfert du gène codant l'UGT1A1 et de son expression 

détectable, les efforts se sont concentrés sur d'autres aspects. 

Notre équipe a employé avec succès des protocoles d‘injection en foie isolé-perfusé en 

hyperpression pour guérir les rats Gunn adultes (Schmitt et al., 2010a, 2010b; Dariel et al., 

2009). L'injection a été réalisée en veine cave infra-hépatique pendant l'exclusion du foie 

entier de la circulation générale. Le vecteur est injecté en hyperpression : cela facilite le 

passage des fenestrations, favorisant ainsi l'accès des vecteurs aux hépatocytes. Après un 

temps d'incubation dans l'organe isolé augmentant le temps de contact avec les cellules cibles, 

les clamps sont enlevés et le foie est à nouveau perfusé de façon physiologique. Cette 

technique originale a permis d‘améliorer la biosécurité, notamment en diminuant d'un facteur 

dix la dose de vecteur nécessaire à un effet thérapeutique et en réduisant sa circulation dans 

l‘organisme après injection. Cependant, les premiers essais n'ont permis qu'une correction 
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temporaire à cause d'une RI apparue dès deux mois post-injection. En effet, contrairement au 

nouveau-né, le rat adulte est plus enclin à déclencher une RI, dirigée dans ce cas contre le 

produit du transgène. De même, une réponse contre l‘UGT1A1 a été mise en évidence dans 

un essai de thérapie génique sur des rats in utero et à la naissance montrant le potentiel 

immunogène de cette protéine (J Seppen et al., 2006). 

Des travaux ont ensuite visé la réduction voire la suppression de la RI contre le vecteur ou le 

produit du transgène. Comme décrit au paragraphe I-5.2.2, l‘utilisation de vecteurs lentiviraux 

régulés par le miR-142 est efficace pour guérir à long terme le rat Gunn : elle permet 

s'affranchir de la RI responsable de l'efficacité temporaire des stratégies de thérapie génique 

(Schmitt et al., 2010b). 

Une amélioration du ciblage par des enveloppes et des promoteurs spécifiques du foie est 

également réalisable (Frecha et al., 2008b). 

 

La plupart des projets de thérapie génique de la maladie de CN-I a consisté à transférer 

l'ADNc dans les hépatocytes, mais d'autres organes, comme le muscle, ont été considérés avec 

succès comme des cibles thérapeutiques ectopiques capables d‘exprimer l‘UGT1A1 et de 

restaurer son activité (Pastore et al., 2012; Jia and Dankó, 2005; Dankó et al., 2004a).  

 

Les projets ont été menés aussi bien sur des animaux in utero, que des animaux nouveau-

nés ou adultes. L'importance des essais sur les animaux jeunes et adultes est majeure, car peu 

de diagnostics et d'essais de thérapie génique sont envisageables dès la naissance, ni même 

avant pour des raisons éthiques. 

III-2.4 Approches chez d'autres modèles animaux 

 

 Il existe deux modèles murins transgéniques. Une équipe a récemment mis au point 

des souris transgéniques KO pour l'UGT1A1, ou Ugt1a1 -/-, pour mieux étudier le rôle de 

cette enzyme dans le métabolisme et l'impact de son déficit chez l'homme (Nguyen et al., 

2008). De même, l‘équipe de Bortolussi a crée un autre modèle de souris KO (Bortolussi et 

al., 2012). Ce modèle présente une mortalité dans les onze jours suivant la naissance ou après 

vingt jours sous photothérapie et il présente des atteintes neurologiques. Après traitement par 

un AAVr9 codant l‘UGT1A1 injecté par voie intrapéritonéale, les souris survivent à long 

terme grâce à une expression uniquement détectée dans le muscle. 
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Il n‘existe pas à ce jour de modèle de gros animaux pour la maladie de CNI. C‘est 

pourquoi l‘obtention de nouveaux modèles animaux est intéressante notamment pour faire 

apparaître des éléments de la maladie humaine qui n‘existent pas chez le rat Gunn telle que le 

risque de toxicité sur le SNC et la mortalité précoce qui en découle, comme cela a été fait 

dans les modèles murins. 

Au-delà des différences de signes cliniques présentés ou de support de l‘information 

génétique (Miyake et al., 2013), il existe des différences de niveau de transduction entre 

espèces ou de RI par exemple. Il est essentiel de prendre en compte ces aspects au plus tôt 

dans une démarche de recherche translationnelle. 
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III-3 Faisabilité de stratégies de thérapie génique ciblée utilisant des 

nucléases artificielles et la recombinaison homologue pour le traitement 

de maladies métaboliques du foie 

 

Chez l‘adulte, les hépatocytes sont dits quiescents car ils sont majoritairement en phase 

G0 et ils ne se divisent plus que très rarement in vivo. Ainsi, chez le rat de quatre semaines, 

l‘index de prolifération Ki67 est à 20 % et il chute à 2 % à 8 semaines (données non publiées, 

U948). Les hépatocytes primaires cultivés in vitro restent en phase G1.  

Des études ont montré que différents mécanismes de réparation de l‘ADN existent dans 

des cellules quiescentes (Nouspikel, 2007). De plus, bien qu‘étant des cellules différenciées 

en phase G0, les hépatocytes sont capables de proliférer lors de la régénération hépatique, soit 

de ré-entrer dans le cycle cellulaire et ces cellules sont transcriptionnellement actives. Il est 

important qu‘elles conservent l‘intégrité de leur génome. Or, la RH a principalement lieu 

pendant les phases S et G2, lorsque la cellule possède une matrice de réparation. 

Dans ce contexte, la RH peut-elle être considérée comme une voie de réparation utilisable 

pour la thérapie génique du foie ? Peut-elle s‘appliquer aux jeunes et aux adultes ? Des 

stratégies pour induire l‘entrée des hépatocytes en phases S et G2 sont-elles nécessaires ? 

L'utilisation d'éléments régulateurs de la réparation de l'ADN permettrait-elle de favoriser la 

RH en phase G0 et/ou G1 ? 

 

Des équipes ont démontré qu‘il était possible de mettre en évidence des phénomènes de 

RH dans les hépatocytes in vitro et in vivo (H. Li et al., 2011; Gouble et al., 2006; 

Thyagarajan et al., 1996b).  

Par exemple, il a été possible de réaliser une modification du gène de l'apolipoprotéine B 

par RH dans des cellules HepG2, mais cela reste un événement rare (Farese et al., 1992).  

Lorsque les hépatocytes de souris FAH -/- nouveau-nés et adultes sont transduits in vivo 

par des AAVr 2 et 8, il est possible d‘observer 0,1 % de RH dans le foie (Paulk et al., 2010). 

Dans cette étude, l‘AAVr 8 semble présenter une meilleure efficacité de RH que l‘AAVr 2, 

peut-être à cause d‘une libération plus rapide du génome. L‘équipe de M. Grompe a 

également obtenu une correction par RH du modèle FAH chez des nouveau-nés et des adultes 

grâce à des AAVr 2/8 (Wursthorn et al., 2006). 

Comme décrit précédemment, l'induction de CDB a été utilisée pour favoriser la RH dans 

le foie.  
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En transduisant des hépatocytes avec un vecteur Ad codant la méganucléase I-SceI chez des 

souris de trois semaines dont les hépatocytes sont encore en division, 1,3 % de réparation par 

SSA ont été observés (Gouble et al., 2006). 

A ce jour, seule l‘équipe de K. High a publié des travaux de thérapie génique du foie in vivo 

reposant sur l‘utilisation de ZFNs (Anguela et al., 2013; H. Li et al., 2011). Leur équipe a créé 

un modèle murin humanisé d‘hémophilie B en introduisant un minigène humain muté du FIX, 

sous contrôle d‘un promoteur hépatique, dans le locus Rosa26 et en croisant ces animaux 

transgéniques avec des souris hémophiles. Ils ont utilisés des AAVr 8 pour apporter la paire 

de ZFNs et un donneur. Cette paire de ZFNs ciblant l‘intron 1 du minigène humain contenait 

le variant hétérodimérique de FokI ELD/KKR. Des souris adultes ont été injectées avec 

5x10
10

 vg d‘AAV-ZFNs en veine de la queue : cela a permis d‘obtenir 34 à 47 % d‘allèles 

modifiés par NHEJ dix jours après injection (H. Li et al., 2011). Ce vecteur a été co-injecté 

avec 2,5x10
11

 vg d‘AAV-donneur chez des souriceaux par voie intra-péritonéale. Le donneur 

consistait en l‘ADNc du FIX contenant les exons 2 à 8 précédés d‘un site accepteur 

d‘épissage, suivis d‘une séquence polyA et entourés de bras d‘homologie. Cela a conduit à 

une réparation de 1 à 3 % du minigène du hFIX, suffisante pour restaurer de façon 

permanente un phénotype normal de coagulation. Les injections ont été faites sur des 

souriceaux de deux jours ayant un foie en prolifération. Le niveau de réparation est corrélé à 

la dose de donneur injectée. Une hépatectomie a permis de confirmer le caractère permanent 

de cette correction en excluant une possible influence d‘épisomes d‘AAVr persistants. Cette 

équipe a également confirmé la capture des AAVr entiers au niveau de la cible par NHEJ. 

Parmi les vingt sites prédits comme potentiels sites off-target par SELEX, des coupures in 

vivo on été détectées au niveau d‘un seul site lors du test Surveyor. Les autres sites sont donc 

associés à moins de 1 % de NHEJ, soit la limite de détection de ce test.  

Dans cette approche, la capture des AAVr entiers par NHEJ peut également avoir un effet 

thérapeutique comme cela a été décrit par la même équipe chez l‘adulte (Anguela et al., 

2013). Des souris adultes ont été injectées avec 1x10 
11

 d‘AAV-ZFNs et 5x10 
11

 vg et 

d‘AAV-donneur. Cette stratégie a efficacement restauré une coagulation normale avec une 

efficacité supérieure à celle obtenue chez les souriceaux, même en l‘absence de bras 

d‘homologie. La détection de quatre sites off-target lors de l‘utilisation d‘une FokI 

homodimérique a orienté ce projet vers l‘utilisation de l‘architecture hétérodimérique 

obligatoire ELD/KKR. Cela a permis de conserver l‘efficacité thérapeutique en réduisant les 

coupures off-target. Ainsi, l‘intégration dans un des sites off-target compatible avec la 

transcription d‘un ARNm hybride contenant les exons 2 à 8 du FIX conduisant à une 
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expression résiduelle de ce facteur a été réduite à des niveaux indétectables lors de l'emploi de 

l‘architecture ELD/KKR. Les deux formes de FokI sont bien tolérées par le foie d‘après les 

mesures de transaminases hépatiques.  

Cette étude a donc montré la possibilité d‘édition du génome dans des cellules ne proliférant 

que peu ou pas, présentant un contexte défavorable à la RH, en utilisant la simple capture de 

vecteurs au niveau de la cible des ZFNs. Cela ouvre donc la voie à l‘application de telles 

stratégies pour un large éventail de maladies. 

  



 - 117 - 

IV- Objectifs de la thèse 

 

 Les approches de thérapie génique ont fait de grandes avancées de leur avènement aux 

actuels essais cliniques. Néanmoins, la mise en évidence de certaines limites encourage le 

développement d‘approches offrant un meilleur niveau d‘efficacité et de biosécurité. 

 

Ces travaux de thèse s‘inscrivent dans la mise au point des approches d‘édition du génome 

à l‘aide de nucléases pour des applications de thérapie génique. Ce type d‘approche vise à 

améliorer la biosécurité en contrôlant l‘insertion de l‘ADN thérapeutique, à augmenter la 

spécificité des protocoles par le ciblage d‘un locus unique et à augmenter l‘efficacité 

thérapeutique en supprimant une mutation délétère et en restaurant une expression 

physiologique du gène réparé. 

 

En raison du caractère récent du développement des nucléases, de nombreux aspects tels 

que la vectorisation sont à étudier avant d‘élargir leur champ d‘application. C‘est pourquoi 

nous avons développé une stratégie de vectorisation d‘une paire de ZFNs dans un vecteur 

lentiviral qui sera présenté sous la forme d‘un article dans la première partie des résultats. Ces 

travaux font actuellement l‘objet d‘une procédure de dépôt de brevet. 

Nous avons également développé une approche de réparation génique d‘une mutation 

appliquée à la maladie modèle de Crigler Najjar de type I en utilisant des endonucléases 

artificielles pour étudier la faisabilité de ces approches. Cette étude préclinique a été réalisée 

en utilisant le modèle animal spontané du rat Gunn afin d‘en corriger la mutation portée par le 

gène UGT1A1. Dans la seconde partie des résultats, nous présenterons la mise au point de 

cette stratégie de réparation génique in vivo à l‘aide de ZFNs et d‘un donneur vectorisés dans 

des AAVr sous la forme d‘un article.   
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V- Résultats 

V-1 Vectorisation d’une paire de zinc finger nucléases dans des 

vecteurs lentiviraux 

 

Lorsque ce travail de thèse a démarré, nous envisagions de développer une approche de KI 

dans le locus de l‘IgM car la paire de ZFNs correspondante avait été utilisée au laboratoire 

U1064 pour l‘obtention des premiers rats transgéniques KO à l‘aide de ZFNs (Geurts et al., 

2009). De plus, l‘IgM n‘étant pas exprimé dans le foie, son invalidation ne serait pas délétère 

pour le foie. Les expériences réalisées avec ces nucléases nous ont permis de mettre au point 

les différents outils et techniques nécessaires pour mener à bien ce projet de thèse. Nous 

avions vectorisé cette paire de ZFNs dans un vecteur lentiviral sous la forme d‘une 

polyprotéine avec le peptide 2A comme signal d‘autoclivage pour permettre l‘expression des 

deux monomères de ZFN de façon stœchiométrique. Ce vecteur n‘était pas fonctionnel, 

malgré l‘activité de coupure des ZFNs détectée lors de la transfection du plasmide lentiviral 

ayant servi à la production des vecteurs.  

Afin de pouvoir utiliser les avantages des vecteurs lentiviraux et des ZFNs, nous avons 

développé un système d‘optimisation de codon permettant de pallier les obstacles à la 

vectorisation d‘une paire de ZFNs dans un seul vecteur lentiviral. Dans un contexte 

d‘application à la stratégie complémentaire de thérapie génique que représente la réparation 

d‘une mutation, ces travaux de vectorisation ont été réalisés avec la paire de ZFNs ciblant 

l‘exon 4 de l‘UGT1A1 de rat employée dans la stratégie présentée dans la seconde partie des 

résultats. 

Ce projet est présenté ci-dessous sous la forme d‘un article qui a servi de support à une 

procédure de dépôt de brevet. 
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Abstract 

 

Zinc finger nucleases appeared in the last few years as promising tools for genome editing for 

biotechnological as well as therapeutic purposes. They have been used for targeted gene 

modification in a wide range of targets such as embryos, cell lines, iPS, primary cells and for 

in vivo applications. Desired modifications are often obtained at a very low frequency. 

Delivery is a main issue for the improvement of targeted genome modification. In this article, 

we provide a codon swapping strategy to deliver ZFNs by a single lentiviral vector to benefit 

from the advantages of this viral vector platform for numerous targets and applications. This 

strategy allowed targeted indels to be introduced in the rat UGT1A1 gene in primary 

hepatocytes and in newborn rats after administration of integration-deficient vectors. 
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Introduction 

Since the very beginning of molecular biology, targeted genome modification has always 

been an important goal. To do so, artificial endonuclease development and understanding of 

DNA repair mechanisms have been essential 
1–6

. In the last few years, artificial 

endonucleases have appeared as promising tools to perform precise genome editing 
7–9

. Four 

main endonuclease families are now available: Zinc finger nucleases (ZFNs), TALE 

nucleases, meganucleases and the CRISPR/CAS system. 

ZFNs were created by associating zinc finger domains (ZFs) to target a specific DNA 

sequence and the endonucleasic aspecific moiety of the FokI restriction enzyme 
10

. Each ZF 

DNA binding domain is made of 30 amino acids and recognizes a specific 3-bp sequence. 

Associating 6 ZFs is statistically sufficient to target a unique locus into the human genome. 

FokI cuts within a 5-6bp spacer sequence. As FokI is only active upon dimerization, two 

ZFNs monomers are necessary to perform a DNA double strand break (DSB). ZFNs can be 

used to knock-out a gene, to mutate it or to promote a chromosomal deletion. If a DNA donor 

is provided with homologous regions to the target site, it can be inserted into a chosen locus 

in the genome. Theoretically, it would be possible to create ZFNs for any genomic locus. 

The high potency of ZFNs for genome engineering has been demonstrated in many 

models: cell lines, primary cells, embryos, and for many species such as rats, mice, C. 

elegans, mosquitos, zebrafish and humans. ZFNs hold great promise for treating genetic 

diseases, paving the way to personalized medicine 
11,12

. For instance, they allowed precise 

insertion of a therapeutic transgene expression cassette in the AAVS1 safe harbor locus, gene 

correction of ILR2Rgamma gene, mutated in X-SCID disease, and of A1AT gene, mutated in 

alpha-1-antitrypsine deficiency 
13–17

. 

 Whatever the application, one of the major hurdles is to deliver ZFNs to the target cells 
18

. 

Transfection of mRNA or plasmid DNA encoding ZFNs is inefficient in most primary cells, 
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in non mitotically quiescent cells and in animals. Viral vectors could offer new delivery 

possibilities for ZFNs. Lentiviral vectors are very potent tools able to deliver transgenes in 

both quiescent and dividing cells with high efficiency 
19–21

. Both integrative and integration-

deficient lentiviral vectors (IDLV) are potent platforms to deliver a ZFN monomer 
22–24,14,25

. 

For instance, co-transduction of human cells with IDLVs encoding one ZFN monomer 

resulted in up to 39% of gene editing of the IL2RG gene in K-562 cells whereas 

haematopoietic progenitors and ES cells were modified at only 0.1% and 5%, respectively 
14

. 

Stimulating monomeric ZFN expression from IDLVs by a histone desacetylase, such as 

trichostatin A, improved targeted gene invalidation 
23

.  

However, the preferred method to deliver ZFNs into target cells is to express both ZFN 

monomers from a single IDLV vector, since cell co-transduction is rate limiting. A major 

limitation for lentiviral delivery of ZFN monomers is their high sequence homology. Indeed, 

it is known that retroviruses recombine homologous sequences at high frequency during the 

reverse transcription step. Recently, Joglekar et al. decreased the total DNA sequence identity 

between two ZFN monomers down to 85% after codon-optimization of one monomer 
22

. 

They reported significant ZFNs activity after delivery of the optimized pair of ZFNs in a 

single IDLV vector into cell lines. However, they failed to induce targeted gene mutation in 

primary cells. 

In the present study, we investigated whether a codon swapping strategy to disrupt 

sequence homology between two ZFN monomers can rescue targeted gene mutation into cell 

lines, into primary cells and in vivo into the liver using lentiviral vectors. As a proof-of-

principle study, we constructed a single lentiviral vector encoding ZFNs targeting rat 

UGT1A1 gene whose mutation is responsible for Crigler-Najjar disease, an inherited liver 

disorder. We reported high levels of ZFNs activity on the UGT1A1 gene in lentivirally-

transduced cell lines, which also allowed detection of secondary off-target effects, and gene 
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editing in primary hepatocytes and in the liver in vivo. To our knowledge, this study 

represents the first targeted gene mutation into primary hepatocytes and into the liver after 

administration of IDLVs.   

  

Results  

 

 

Zinc Finger Nucleases codon swapping 

We used the redundancy of the genetic code to swap codons of the ZFN Right (ZFNR) to 

synonymous codons, to destroy homologous regions between ZFN Left (ZFNL) and ZFNR 

and we chose optimized codons for expression in rodent cells. In addition, we removed large 

stretches of consecutive homologous sequences between both ZFN monomers. We therefore 

reduced their length down to 5bp-long stretches or less. Only one 8bp-long stretch was 

conserved. We chose a pair of ZFNs targeting the rat UGT1A1 exon 4, which is mutated in 

the Gunn rat strain, a spontaneous animal model for Crigler Najjar disease type I (CNI) (Fig. 

1a) 
26

 . This pair contains 5 fingers in each monomer and the obligate heterodimeric 

ELD/KKR variant of FokI 
27

. Table 1 shows the homology between ZFNL and ZFNR 

before and after codon swapping (Table 1 and Fig. S1). Homology between ZFNL and 

swapped ZFNR (swZFNR) and between ZFNR and swZFNR was reduced from 90.7 to 

61.4% and 100% to 67.7%, respectively. We then constructed a single lentiviral vector 

encoding ZFNL and swZFNR (LV-swZFNs) or encoding the pair of unmodified ZFNs (LV-

wtZFNs) as a T2A polyprotein under the control of the SFFV ubiquitous promoter (Fig. 1b) 

28,29
. After transfection of C6 rat cells with the lentiviral plasmids, we quantified ZFN-driven 

gene disruption by T7EI assay. This assay reveals imprecise repair by ZFN-induced Non 

Homologous End Joining (NHEJ) leading to small insertions or deletions, called indels. 
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Transfection efficacy was about 60% with GFP-encoding plasmid (Fig. S2). Both wt and 

swZFN-encoding plasmids induced 5 to 12% of indels, showing that both plasmid constructs 

are functional for UGT1A1 targeted DSB induction (Fig.2). The wtZFN-encoding plasmid 

was more efficient than the swapped one at promoting NHEJ events (p=0.025). 

 

Lentiviral delivery of a pair of ZFNs into cell lines 

To determine whether lentiviral mediated delivery of ZFNs could induce mutations in the 

targeted UGT1A1 gene, we first produced integrative lentiviral vectors. C6 and FAO cells 

were transduced at different multiplicities of infection (MOI) from 25 to 200, and gDNA was 

extracted from cells harvested 3 days after transduction for T7EI assay. LV-swZFNs were 

highly efficient at promoting indels events in C6 cells (up to 60%), while LV-ZFNs induced a 

maximum of 15% (Fig. 3). This level was close to the one obtained after transfection. LV-

swZFNs was more efficient at promoting NHEJ events than its wild-type counterpart for all 

MOI in C6 cells (p between 0.0003 and 0.0115). The difference between LV-swZFNs and 

LV-wtZFNs was more pronounced at a low MOI, with a 7-fold difference in efficacy 

between both LV. In FAO cells, we also observed a 7-fold higher level of indels after 

transduction with LV-swZFN as compared to LV-wtZFNs transduction (p=0.0088 at MOI 

100), albeit maximal indels level was much lower than that observed in C6 cells. As 

previously described, ZFNs activity is highly dependent on cell line susceptibility to DNA 

DSB 
30–33

. Therefore, codon swapping allowed to significantly improve the delivery of a pair 

of ZFNs using transduction with a single lentiviral vector. 

We hypothesized that this difference in ZFNs activity between the LV-wtZFNs and the 

LV-swZFNs was due to sequence rearrangements during reverse transcription. PCR analysis 

on genomic DNA from transduced C6 cells showed the presence of rearranged proviral 

sequences after LV-wtZFNs transduction (Fig. 4). 
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We detected a 1500bp deletion between the SFFV promoter and the WPRE sequence 

using p1 and p4 primers in LV-wtZFNs transduced cells. As we detected predicted PCR 

products with p1 and p2 primers and barely no signal with p3 and p4 primers, this suggested 

that ZFNR sequence was rearranged. By contrast, PCR analyses confirmed the proviral DNA 

integrity after LV-swZFNs transduction. 

We then assessed the expression of ZFNs at a protein level. Because the pair of ZFNs is 

expressed as a 2A-polyprotein, ZFNs migrate as a doublet because of the presence of 20 extra 

amino acids at the C-terminal end of ZFNL and only one extra amino acid (Proline) at the N-

terminal end of ZFNR
34,35

. In LV-swZFNs transduced cells, we observed the expected ZFNs 

protein doublet (46.3 and 44.2 kDa) (Fig. 5). In LV-wtZFNs transduced cells, we detected 

only the upper band and additional bands of lower molecular weights (37 kDa). Altogether 

PCR and western blot analyses showed that after LV-wtZFNs transduction, ZFNs sequences 

are rearranged, probably leading to a deletion in ZFNR sequence, while codon-swapping 

allowed maintaining DNA and protein integrities. 

 

Off-target effects after lentiviral delivered of a pair of ZFNs  

The high levels of indels observed after C6 cells transduction with LV-swZFNs (up to 

60%, Fig. 3b) gave the opportunity to look for potential off-target effects, which may not be 

easily detectable with a low ZFNs activity, as observed after transfection (Fig.2b). 

To look for hotspots of off-target activity, an analysis of 21 in silico predicted off-target 

sites was performed using the previously described PROGNOS method 
36

. T7EI assay 

confirmed the high level of on-target activity after LV-swZFNs transduction of C6 cells 

(Table 2). Off-target sites were found in an intronic region of the Tarsl2 gene at a frequency 

of about 10% and in five other sites at lower frequency. Tarsl2 and Gbas off-target sites share 

80% of sequence homology with the canonical target. 
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IDLV-mediated delivery of a pair of ZFNs into primary cells and in the liver in vivo 

Primary rat hepatocytes cultured in non stimulating growth conditions, in absence of 

serum and growth factors, were transduced with LV-swZFNs or IDLV-swZFNs. We detected 

significant levels of indels after transduction of the primary hepatocytes with IDLV-swZFNs 

(about 2%), while a higher ZFNs activity was observed after transduction with their 

integrative counterparts (5-15%) (Fig. 6). We then investigated whether IDLV-swZFNs were 

active in vivo. After neonatal delivery of IDLV-swZFNs, about 1% of indels was detected in 

4 out of 5 injected animals (Fig. 7).  
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Discussion 

 

We investigated the feasibility of a single lentiviral driven expression of a  pair of ZFNs 

using a codon swapping strategy. These vectors are able to transduce a wide range of cells, 

and mitotically-quiescent cells in particular. The use of integration-deficient lentiviral vectors 

allows transient transgene expression in dividing cells, and prolonged transgene expression in 

slowly or non-dividing cells, such as retina, adult liver and muscle cells 
37–42

. For gene 

editing using nucleases, the preferable scenario would be a transient targeted DSB activity in 

transduced cells to minimize off-target effects and cytotoxicity in the long term.  

 LV and IDLV were able to drive single ZFN monomer expression into cell lines and 

primary cells 
14,22–24

. Because ZFN monomers are highly homologous, it is expected that a 

single retroviral vector is not adequate to co-express two monomers. Indeed, Holkers et al. 

showed that a TALE nuclease monomer, which contains highly repeated regions, is 

rearranged during reverse transcription leading to mutated TALE nucleases 
43

. Using codon-

optimization to disrupt repeated sequences within a TALE nuclease monomer, Yang et al. 

demonstrated the feasibility of lentiviral delivery of a TALE nuclease monomer 
44

. Recently, 

codon-optimization also allowed a single IDLV to be used to deliver a pair of ZFNs targeting 

the human adenosine desacetylase gene 
22

. However, while gene targeting was obtained in 

K652 cell line, IDLV failed at promoting targeted indels in primary cells such as T 

lymphocytes or CD34+ cells. 

In the present study, we modified the sequence of ZFNR to destroy sequence homology to 

ZFNL using a codon swapping method. We therefore delivered ZFNs into two cell lines to 

induce up to about 60% of NHEJ-induced indels at the targeted site in C6 cells. Although we 

transduced almost all the C6 (Fig. S1 A) and FAO cells (data not shown), we observed that 

FAO cells are less sensitive to gene mutation. As previously described, indels levels and 

sensitivity to ZFNs are different between cell types 
30–33

. It may be due to differences in 
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transduction and consecutive expression efficiencies, and/or to differences in homologous-

directed recombination activity. We showed that recombination events occur in the ZFNR 

sequence in LV-wtZFNs transduced cells leading to proteins with reduced molecular weights. 

In contrast, we observed DNA sequence and protein integrities after transduction with LV-

swZFNs. Altogether, our results confirmed that high homology between ZFNR and ZFNL is 

a major hurdle when using lentiviral vectors as a delivery platform. Our results are in 

agreement with the study of Joglekar et al., in which  recombination between triple flag tag 

and nuclear localisation signal sequences was detected 
22

. Of note, we detected ZFNs proteins 

of the expected size with LV-wtZFNs, but it is possible that either they were short 

rearrangements at the nucleotide level making them inactive or there was a low expression of 

wtZFNs accounting for the residual activity in LV-wtZFNs transduced cells. 

Our results confirmed that LV-swZFNs transduction induces indels more efficiently than 

transfection in C6 cells. It reflects a high transduction rate (almost 100% efficiency) leading 

to high transgene expression as compared to a low transfection efficiency (60%) (Fig. S1 A, 

Fig. S1 B). Of note, lentiviral vectors allowed to induce ZFN-targeted DSB, while 

transfection failed to induce detectable levels of indels because of the very low transfection 

efficiency of FAO cells (data not shown).  

Because of high indels levels in C6, we investigated off-target effects of the pair of ZFNs 

using PROGNOS algorithm in these cells 
36

. When the nucleases cut at other locations in the 

genome than their intended target, it creates the potential for unwanted gene disruption, 

destabilization of the cell‘s genome, or possibly transform the cell into a cancerous 

phenotype. Given that only 21 potential off-target sites were interrogated, finding six bona 

fide locations of off-target activity, validated as having a statistically significant mutation 

frequency higher than untreated cells, was higher than expected. Based on off-target studies 

of other 3- and 4-finger ZFNs, an analysis of this size would be expected to yield perhaps 



 - 129 - 

four bona fide off-target sites 
36,45–48

. Thus, this study is the first report of bona fide off-target 

activity discovered for 5-finger ZFNs with heterodimeric FokI.  

In our study, the levels of on-target activity after lentiviral transduction were much higher 

than in previous studies 
36

. Thus, it is probable that delivering more ZFNs into cells using a 

single lentiviral vector allowed to reveal off-target sites that wouldn‘t have been detected 

otherwise. Our data highlight the impact of the nucleases design and of the efficacy of 

delivery methods on off-target effects.  

The liver is a favoured target organ for gene therapy, both ex vivo and in vivo. For such a 

purpose, IDLV are the preferable ZFN-delivery platform as compared to LV as they allow a 

short-term efficient expression of ZFNs. In primary rat hepatocytes, cultured using serum-

free and growth-factor free conditions, we observed indels at levels of about 2.5% and 5-15% 

after transduction with IDLV and LV, respectively. The lower indels frequency induced by 

IDLV is consistent with a lower transgene expression from IDLV as compared to LV 
42,49,50

. 

It has been reported that lowering the temperature to 30°C after ZFNs delivery was 

responsible for an increase in indels frequency, and that TSA or sodium butyrate improved 

transgene expression from IDLV 
23,30

. We observed that in primary rat hepatocytes cultured 

at 30°C after 24 hours of IDLV transduction or treated with sodium butyrate, there was no 

increase in indels frequency and that TSA (10 µM) was toxic (data not shown). Based on the 

encouraging in vitro results with IDLV, we evaluated the in vivo performance of IDLV-

swZFNs in the liver of rat neonates. ZFNs expression is expected to be transient because of 

the highly proliferative status of newborn livers. In all but one injected animals, we detected 

indels events at a level of about 1%. This level is close to the one observed in primary rat 

hepatocytes. 
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To our knowledge, our data represent the first description of effective ZFN-mediated gene 

editing using a single IDLV vector as a delivery platform in primary cells and in vivo in the 

liver.  

In contrast to the study of Joklegar et al., in which ZFN homology was reduced to 85%, 

we drastlically reduced ZFN homology to about 61% and we removed stretches of 

homologous sequences larger than 6 bp, except one 8bp-remaining stretch of homology. Thus 

we may have less recombinogenic events occurring during reverse transcription in our study. 

We also used SFFV promoter to drive ZFNs expression: it may be stronger than the intron-

less EFS and MND promoter used by Jokelar et al.. Finally, another explanation could be the 

non-proliferative status of our target cells, i.e. primary hepatocytes, as compared to primary T 

and CD34+ cells, but we also induced indels events in neonate proliferating livers. 

In conclusion, our study provides a codon-swapping strategy that allowed efficient 

delivery of a pair of ZFNs by a single lentiviral vector and highlights the potency of this viral 

delivery plateform. Either integrative or non integrative lentiviral vectors can be used, 

depending on the application. They could be used for cell lines, primary cells or in vivo 

transduction. As an example, integrative lentiviral vectors could be used to drive ZFNs 

expression using regulable Tet-On or Tet-Off gene expression systems or using destabilized 

ZFNs 
51

. 

Applications for which a low level of gene editing is sufficient can already be considered. For 

instance, we previously showed that as few as 0.03 vector copy/haploid genome of retroviral 

vectors encoding UTG1A1 was sufficient to normalize the bilirubinemia of the Gunn rat, 

which is the spontaneous model of Crigler Najjar disease type I 
52

. The target of the pair of 

ZFNs used in this study is located in the rat UGT1A1 exon 4, 114bp away from the mutation 

responsible for the hyperbilirubinemia in this model. Thus, the level of in vivo ZFN-mediated 

targeted DSB reported here could be sufficient to correct the metabolic defect of the Gunn rat 
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by genome editing co-delivering a DNA donor template for gene repair or gene targeting of a 

therapeutic expression cassette in context favorable for homology-directed repair. Such a 

level of ZFN-mediated DSB could also be useful to study tumor suppressor genes as their 

inactivation could be monitored through tumor growth follow-up. A study described less than 

1% of gene targeting of myoblasts and myotubes with ZFNs 
33

. It could be sufficient for 

DMD treatment for example, or could be improved through several rounds of ex vivo 

transduction. Further studies and improved targeting strategies should help to reach higher 

levels of IDLV-mediated gene editing, allowing their efficient use for a wide range of 

applications.  
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Material and Methods  

ZFN reagents and plasmid constructs 

A pair of custom CompoZr ZFNs targeting the rat UGT1A1 exon 4 (NM_012683.2) was 

generated by Sigma Aldrich (Saint Louis, MO). This pair contains 5 fingers in each monomer 

and the obligate heterodimeric ELK/DDR FokI 
27

. The coding sequence for ZFN Right 

(ZFNR) was modified according to the following rules: (i) destroying homologous sequences 

to ZFN Left (ZFNL), tolerating homologous regions of 5-10 nucleotide-long stretches, (ii) 

codon optimization for codons mostly used in rodent cells and (iii) removing consecutive 

stretches of homologous sequences longer than 5 nucleotides.  Codon swapped ZFNR and 

wild-type ZFNL (sw-ZFNL-2A-ZFNR), as well as wild-type ZFNL and ZFNR encoding 

cassettes (wt-ZFNL-2A-ZFNR), were synthesized by Gene Cust (Dudelange, Luxembourg) 

to express a self-processing T2A polyprotein to obtain a stochastic expression of both 

monomers 
28,29

. These 2-in-1 constructs were subcloned into a HIV-derived self-inactivating 

lentiviral vector RRLSIN.cPPT.SFFV.GFP.WPRE (kindly provided by Els Verhoyen, 

INSERM U758, France) in place of GFP to generate the lentiviral constructs. The integrase 

defective packaging plasmid PsPax2-D64V was generated by directed mutagenesis of 

psPAX2 to introduce D64V mutation into the integrase coding sequence. Plasmids were 

amplified using Nucleobond Xtra Maxi (Macherey Nagel, Düren, Germany) according to the 

manufacturer's instructions. 

Lentiviral production  

Lentiviral vectors were produced as previously described using calcium phosphate-mediated 

transient transfection of 293T cells with the vector transfer plasmid, the packaging plasmid 

(psPAX2, psPAX2 D64V) and the vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSV-G) envelop 

protein encoding plasmid (pMD2G) 
53

. Viral supernatant was harvested 24 and 48 hours after 
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transfection and concentrated by ultracentrifugation at 50,000g for 90 minutes at 4°C in 

SW48 rotor. The viral pellet was resuspended in 100µL of advanced Dubelcco's modified 

Eagle's medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) and stored at -80°C until use. Vector titers were 

determined by real-time quantitative PCR on Hela cells after transduction with serial dilution 

of virus supernatants. The primers used were as follows: GAG-F 

GGAGCTAGAACGATTCGCAGTTA, GAG-R GGTTGTAGCTGTCCCAGTATTTGTC. 

For normalization of the amount of genomic DNA, human beta actin primers were used: 

HB2-F TCCCGTGTGGATCGGCGGCTCCA and H2B-R: 

CTGCTTGCTGATCCACATCG. A standard curve was generated using dilutions of 

lentiviral vector plasmid in genomic DNA from Hela cells. Vector titers were calculated as 

follow: Titer = 1×10
5
 (number of target Hela cells) × (number of copies per cell of the 

sample)×(dilution-fold of viral stock for titration)/volume of viral supernatant (in ml). Vector 

titers were routinely 0.5-1 x10
9
 TU/ml and 3-5x 10

7
 TU/ml for LV and IDLV vectors, 

respectively 

Cell line culture 

The C6 glioma and FAO hepatoma rat cell lines were maintained in Dubelcco's Modified 

Eagle Medium (DMEM) (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY) supplemented with 

10% foetal calf serum (FCS) (Lonza, Bâle, Switzerland), 2mM glutamine (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO), and antibiotics (100UI/mL penicillin, 100mg/mL streptomycin, Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY). The 293T cells were maintained in DMEM containing 

10% of FCS, 10mM Hepes Gibco (Life Technologies, Grand Island, NY), 2mM glutamine 

(Sigma Aldrich, St Louis, MO), and antibiotics (100UI/mL penicillin, 100mg/mL 

streptomycin) Gibco (Life Technologies, Grand Island, NY). All cells were cultured in a 

humidified atmosphere containing 5% C02 at 37°C.  
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Cell line transfection 

C6 cells were transfected at 80-90% of confluency using lipofectamine LTX following the 

manufacter's instructions (Life Technologies, Grand Island, NY). Each well of a 24-well 

plate was transfected using 0.5 µg of plasmid DNA. 

Cell line transduction 

For transduction, 5.10
4
 cells were seeded in each well of a 6-well plate one day before 

transduction. On the day of transduction, the medium was changed before addition of the 

viral particles. Cells were kept at 37°C for three days before harvesting. 

Animal experiments   

Wistar rats (Janvier Labs, St Berthevin, France) were maintained on standard laboratory 

chow and kept in 12-hour light/dark cycles. All animal experiments were performed 

according to institutional guidelines and after approval of the experimental protocols CEEA 

PdL 2012.50, 51 and 52 by the Comite d‘Ethique des Pays de Loire. Two-day-old rats were 

injected with IDLV using a dose of 5x10
6
 TU in 100 µl of PBS via the temporal vein. 

 

Primary rat hepatocytes 

Primary rat hepatocytes were isolated from twelve-day-old Wistar pups by a three-step 

collagenase perfusion. Pups were anaesthetized with in 1,5L/min of 3% isoflurane in air. A 

median laparotomy was performed before clamping the upper vena cavae and before the 

cannulation of the portal vein. The liver was perfused by two washing solutions, the first one 

containing EGTA, before perfusion by a collagenase IV (Sigma, Saint Louis MO) solution 

for 10 minutes. The vena cavae was cut after the beginning of the perfusion. The perfusion 

rate was maintained at 2,5ml/min and solutions were heated at 37°C. At the end of the 

perfusion, the liver was excised and was mechanically disrupted. Cells were resuspended in 
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DMEM supplemented with 10% FCS. Isolated hepatocytes were purified from non-

parenchymal cells by low-speed sedimentation (900 rpm, 3 min) on 30% Percoll solution 

(GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Cells were resuspended and seeded in DMEM/F-12 

Gibco medium (Life Technologies, Grand Island, NY) containing 10% FBS, 15 mM HEPES 

Gibco (Life Technologies, Grand Island, NY), glutamine (Sigma Aldrich, St Louis, MO), 

antibiotics (100UI/mL penicillin, 100mg/mL streptomycin) Gibco (Life Technologies, Grand 

Island, NY). Final cell viability was determined by trypan blue exclusion. For primary 

culture, hepatocytes were seeded on 24-well collagen IV coated BD Biocoat
TM

 plates (BD 

Bioscience, Billerica, MA) at a density of 2×10
5
 cells/well. Two hours after seeding, cells 

were incubated in DMEM/F-12 medium containing 1×10
-6

 M dexamethasone, 1×10
-8

 M 3,3'-

triiodo-L-thyronine, 5 µg/ml bovine insulin (Sigma Aldrich, St Louis, MO), 5 µg/ml 

apotransferrin (Sigma Aldrich, St Louis, MO), glutamine (Sigma Aldrich, St Louis, MO), 

antibiotics (100UI/mL penicillin, 100mg/mL streptomycin) Gibco (Life Technologies, Grand 

Island, NY). The medium was changed daily throughout the culture period. 

Primary hepatocytes transduction 

2×10
5
 hepatocytes were transduced two hours after plating by a twelve-hour exposure to 

the vector at a multiplicity of infection (MOI) of 60. Cells were kept at 37°C for three days 

before harvesting. Three days later, hepatocytes were harvested with a trypsin-EDTA 

solution Gibco (Life Technologies, Grand Island, NY).  

DNA extraction 

C6 and FAO cells genomic DNA was extracted 3 days after transfection or transduction 

using the Nucleospin Tissue DNA purification kit following manufacturer's instructions 

(Macherey Nagel, Düren, Germany). Liver genomic DNA was extracted using Blood and 

Tissue Kit following manufacturer‘s instructions (Qiagen, Valencia, Spain). Primary 
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hepatocytes genomic DNA was extracted with a phenol-chloroform protocol. The total 

gDNA amount was evaluated with a spectrophotometer (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

Ottawa, Canada) and quality and contamination were controlled 

using A260/A280 and A260/A230 ratios. 

T7 endonuclease assay (T7EI) 

The percentage of UGT1A1 targeted NHEJ-induced indels was measured by a T7EI assay. 

The purified cell lines gDNA was subjected to amplification by PCR with Taq Platinum Hifi 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) using the following primers: T7UGT1A1 F 5'- tcacttctctctcccctccc 

-3' and T7UGT1A1 5'- tttccaggacattcagggtc -3' specific for rat UGT1A1 targeted region. The 

PCR program was as follows: 94°C for 2 minutes, 40 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 

seconds at 57°C, 30 seconds at 68°C and 30 seconds at 57°C and 68°C for 10 minutes. Liver 

and primary hepatocyte genomic DNA was subjected to amplification by PCR with 

AmpliTaq Gold®Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems, Lifetechnologies, Grand 

Island, NY) using the same primers. The PCR program was as follow: 95°C for 10 minutes, 

35 cycles of 3 seconds at 96°C, 3 seconds at 57°C and 5 seconds at 68°C and 72°C for 10 

seconds. The 296-bp amplicons were denatured through heating and slow re-annealling 

allowing heteroduplex formation using the following parameters: 2 minutes at 95°C, a 

decrease from 95 to 85°C (-2°C /second) and a decrease from 85 to 25°C (-0.1°C /second). In 

case of NHEJ-induced indels, bands of about 182 and 114bp are expected. For cell lines, a 

final volume of 19µL of PCR product was digested by 5 units of T7EI (NEB, Beverly, MA, 

USA) for 30 minutes at 37°C and run on 2%-agarose gel. The ratio of cleaved to uncleaved 

products was used to calculate NHEJ frequency as previously described using ImageJ 

software 
54

. For liver and primary hepatocytes gDNA, a final volume of 15µL of PCR 

product was digested by 4 units of T7EI (NEB, Beverly, MA, USA) for 30 minutes at 37°C 

and run using capillary gel electrophoresis on Caliper (Perkin Elmer, Waltham, MA) as 
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previously described 
54

. Labchip GX DNA quantitative software (Perkin Elmer, Waltham, 

MA) was used for indels frequency calculation. 

Western blotting 

Transduced cells were rinsed, trypsinized and pelleted before resuspension in RIPA buffer 

(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 0.5% sodium 

deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate [SDS]) containing Complete protease inhibitor 

(Roche, Mannheim, Germany). After incubation at 4°C for 30 minutes, cells were centrifuged 

(30 min, 13.000 rpm, 4°C). Supernatants were recovered and proteins were quantified by a 

bicinchonic acid quantification assay using kit BC assay following manufacturer‘s 

instructions (Interchim, Montluçon, France). Equal amounts of proteins (40µg) in Laemmli 

buffer were run on a 7.5% -sodium-dodecyl-sulfate–polyacrylamide gel and transferred onto 

a nitrocellulose membrane. The membrane was blocked for two hours with 5% dry milk in 

20 mM Tris–HCl (pH 7.4) containing 0.45 M NaCl and 0.1% Tween 20 (TBST). 

Immunoblotting was performed using murine M2 anti-flag HRP coupled antibody (Sigma, 

Saint Louis, MO) at 1/500 and murine anti-GAPDH antibody at 1/1000 (Santa Cruz, Santa 

Cruz, CA) in TBST containing 1% non fat dry milk, overnight at 4°C. Anti-GAPDH 

incubation was followed by anti-murine HRP-coupled antibody incubation. Signal was 

visualized using an enhanced chemiluminescence detection kit, Pierce SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Ottawa, Canada). Aquisition was done on 

Fuji LAS-4000 (Fuji HealthScience, USA). Rainbow Precision Plus Protein Dual Color 

Standard was used as a protein ladder (Biorad, Hercules, CA). 

Proviral integrity assay 

To detect the modified part of the provirus from the wild-type vector, PCR were 

performed as follow with Herculase II High Fidelity Taq (Stratagene, santa Clara, CA): 95°C 
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for 2 minutes, 62°C for 5 minutes, 35 cycles of 3,5 minutes at 72°C, 30 seconds at 95°C and 

30 seconds at 57°C and 72°C for 10 minutes. Primers p1, p2, p3 and p4 were used. Their 

sequences and localization are indicated in figure 4 and Supplementary Table 2. PCR 

products were run on a 2%-agarose gel. A 100-bp and a 1-kb bp ladder were used. 

Off-target effects analysis  

21 potential off-target sites were chosen based on a mixture of the top ‗Homology‘ and 

‗Conserved G‘s‘ PROGNOS rankings for the ZFNs with their standard target sequence. Two 

additional potential off-target sites were chosen based on the top PROGNOS results for a 

gapped alignment based on the flexible linker between the 2
nd

 and 3
rd

 fingers and a ‗rational 

design‘ analysis of the zinc finger binding helices allowing base degeneracy at some 

positions with no binding penalty. PCR and SMRT sequencing analysis of potential off-target 

sites was performed exactly as previously described 
36

. Briefly, AccuPrime Taq Hi-Fidelity 

polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) was used to amplify the sites, then samples were 

purified using MagBind EZ-Pure (Omega Biotek, Norcross, GA), pooled in roughly equimolar 

ratios, and sequenced on the PacBio RS using C2/C2 chemistry and consensus sequencing 

mode (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA). Specific PCR amplification was not achieved for 

two of the potential off-target sites and they were discarded from further analysis. 

Statistical analysis 

Data sets were analyzed using Graph-Pad Prism Software for statistical analysis using 

two-tailed Student‘s t test. P<0.05 was considered significant. 
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Tables 

 

 

ZFN Alignment to Homology level (%) 

wtZFNL wtZFNR  90.7 

wtZFNL  wtZFNR  61.5 

wtZFNR  wtZFNR  61.7 

 

Table 1. Sequence homology after alignment between ZFNs monomers  without 

optimization (wt) and after codon sawpping (sw). 

 

 



 - 143 - 

  



 - 144 - 

Legends 

 

Figure 1. Codon swapping of a pair of Zinc Finger Nucleases (ZFNs) targeting rat 

UGT1A1 (a) ZFNs binding site on Rat UGT1A1 exon 4. Bold letters indicate ZFN Left and 

ZFN Right target sites. Primers pair used for T7 endonuclease I assay are indicated with 

arrows (T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R). (b) Lentiviral constructs encoding UGT1A1-

ZFNs pair as a self-processing polyprotein in their wild type (wt) or swapped form (sw). 

 

Figure 2. Functionality of wild-type and swapped lentiviral plasmids encoding a pair 

of ZFNs. 

Rat C6 cells were transfected by lentiviral plasmids encoding UGT1A1-wtZFNs or 

UGT1A1-swZFNs using Lipofectamine LTX. Non-transfected cells served as negative 

control (NT). Three days after transfection, genomic DNA was isolated and subjected to T7 

endonuclease I assay to detect gene modification at targeted UGT1A locus site using 

previously indicated T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R primers flanking the target site. PCR 

products were denatured and slowly re-annealed to allow heteroduplex formation between 

wild-type and mutated products before T7 endonuclease I digest. As it selectively cleaves 

DNA heteroduplexes, only the products of re-annealing between wild-type and mutant 

alleles, carrying mutations due to ZFNs activity, are digested. (a) The products were run on 

2%-agarose gel. a,b). Level of gene modification: asterisk indicates about 296bp-long 

uncleaved products and arrows indicate both about 182 and 114bp-long cleaved products. 

The frequency of gene modification was calculated according to the ratio of cleaved to 

uncleaved DNA products from 3 independent experiments. Y-axis shows frequency of allelic 

disruption. Bars indicate mean ± SEM.  
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Figure 3. T7 endonuclease I mismatch assay on lentiviral vector transduced cells.  

FAO and C6 cells were transduced with LV-swZFNs or LV-wtZFNs at the indicated MOI. 

Non-transduced cells served as negative control (NT). Three days post-transduction, genomic 

DNA was isolated and subjected to T7 endonuclease I assay to detect gene modification 

using previously indicated T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R primers flanking the target site. 

PCR products were denaturated and slowly re-annealed to allow the heteroduplexes 

formation between wild-type and mutated products before T7 endonuclease I digest. As it 

selectively cleaves DNA heteroduplexes, only the products of re-annealing between wild-

type and mutant alleles, carrying mutations due to ZFNs activity, are digested. a,b). Level of 

gene modification: asterisk indicates about 296bp-long uncleaved products and arrows 

indicate both about 182 and 114bp-long cleaved products. The frequency of gene 

modification was calculated according to the ratio of cleaved to uncleaved DNA products 

from 3 independent experiments. (a) PCR products were separated on ethydium bromide 

stained 2%-agarose gel. (b) Left pannel: FAO transduction. Right pannel: C6 transduction. 

Y-axis shows frequency of gene modification. Bars indicate mean ± SEM; experiments have 

been repeated in duplicata three times. 

 

Figure 4. PCR to assess proviral integrity.  

C6 cells were transduced with LV-swZFNs or LV-wtZFNs vector at an MOI of 200. Non 

transduced cells, NT, and sw and wt plasmids serve as controls for the PCR. Three days after 

transduction, PCR were performed on C6 gDNA with (b) P1-P4, (c) P1-P2 and (d) P3-P4 

primers pairs as shown in (a). (b) The products were separated on ethydium bromide stained 

2%-agarose gel. Arrows indicate the expected length of PCR products in absence of 

recombination. 1000bp ladder (L) was used.  
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Figure 5. Western blot assessment of zinc finger nucleases integrity.  

C6 cells were transduced with LV-swZFNs or LV-wtZFNs. Proteins were extracted three 

days after transduction. C6 protein samples were separated on 7.5% SDS-PAGE and stained 

with anti-Flag and anti-calnexin antibodies.‖46 and 42-kDa bands are expected using anti-

flag staining. As indicated by asterisks, ZFNs migrate as a doublet. 

 

Figure 6. T7 endonuclease I mismatch assay on lentiviral vector transduced primary 

hepatocytes 

Primary hepatocytes from five rats (R1 to R5) were isolated and transduced with LV-

swZFNs or IDLV-swZFNs at an MOI of 60. Three days after transduction, genomic DNA 

was isolated and subjected to T7 endonuclease I assay to detect gene modification using 

previously indicated T7 endonuclease assay with T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R primers 

flanking the target site. The products were separated using capillary gel electrophoresis. 

Representative graph of capillary gel electrophoresis running was shown for (a) control non-

transduced hepatocytes, (b) IDLV transduced hepatocytes and (c) LV transduced 

hepatocytes. Asterisks and arrows indicate uncleaved and cleaved products, respectively. (d) 

Gene modification was shown for individual rats transduced with IDLV (R1-R4 IDLV) and 

LV (R4,R5-LV); Bars indicate mean ± SEM. The frequency of gene modification was 

calculated as previously indicated, using the area under the curve corresponding to cleaved 

and uncleaved DNA products.  

 

 

 

 



 - 147 - 

Figure 7. T7 endonuclease I mismatch assay on liver from Gunn rats injected with 

IDLVs.  

Two-day-old Gunn rats were injected with 100µL of IDLV-swZFNs preparation into the 

temporal vein. Ten days after injection, genomic DNA was isolated and subjected to T7 

endonuclease I assay to detect gene modification using previously indicated T7 endonuclease 

assay with T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R primers flanking the target site. The products 

were separated using capillary gel electrophoresis. Representative graph of capillary gel 

electrophoresis running was shown for (a) a non-injected control rat and (b) an IDLV injected 

rat. Asterisks and arrows indicate uncleaved and cleaved products, respectively. (c) Gene 

modification was shown for individual animals. The frequency of gene modification was 

calculated as previously indicated, using the area under the curve corresponding to cleaved 

and uncleaved DNA products.  
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Supplementary materials 

Figure S1. Sequence alignment between ZFN Left (upper sequence) and wild-type ZFN 

Right (lower sequence, left pannel) or swapped ZFN Right (lower sequence, right pannel). 

Bars and stars indicate identities and mismatches, respectively.  
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Figure S2. Assessment of SFFV promoter efficacy in C6 cells after transfection or 

after transduction. (a) C6 cells were transduced with LV-SFFV-GFP at the indicated MOI, 

or transfected with SFFV-GFP plasmid. (b) Three days later, proportion of GFP expressing 

cells (left pannel) and GFP mean fluorescence intensity (MFI, right pannel) were assessed by 

flow cytometry. Non transfected and non transduced cells were used to assess C6 background 

fluorescence. Results were obtained from 2 and 3 independent experiments for transfection 

and transduction respectively. Percentage of GFP-positive cells and MFI are indicated. Bars 

indicate mean ± SEM.  
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Primer Name Sequence (5‘-3‘) 

P1 – F SFFV GCAGCGTATCCACATAGCG 

P2 – R T2A GGATTCTCCTCCACGTCACC 

P3 – F T2A CTTCTAACATGCGGTGACGTG 

P4 – R WPRE GGATATCTGCGGTGAGCAG 

Gag F GGAGCTAGAACGATTCGCAGTTA 

Gag R GGTTGTAGCTGTCCCAGTATTTGTC 

HB2 - F TCCCGTGTGGATCGGCGGCTCCA 

HB2 - R CTGCTTGCTGATCCACATCG 

T7UGT1A1-F TCACTTCTCTCTCCCCTCCC 

T7UGT1A1-R 
TTTCCAGGACATTCAGGGTC 

 

Supplementary Table 1. Primers used in the study.  
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Supplementary Materials and methods  

 

Flow Cytometry 

Three days after transfection and four days after transduction, C6 cells were collected for 

flow cytometry analysis on a LSRII device to evaluate GFP expression using BDFacsDiva 

Software for data acquisition (BD Bioscience, Billerica, MA). Data analysis was done with 

FlowJo Software (Tree Star, Ashland, OR). 
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V-2 Faisabilité d'une stratégie de thérapie génique des maladies 

métaboliques du foie utilisant des nucléases artificielles pour favoriser la 

RH : réparation génique in vivo du gène de l’UGT1A1 dans le modèle du rat 

Gunn 

 

La mise au point d‘une stratégie de réparation génique in vivo à l‘aide de ZFNs dans le 

modèle du rat Gunn est présenté ci-dessous sous la forme d‘un article en préparation. 
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Abstract  

Crigler Najjar disease type I (CNI) is an inherited monogenic liver disorder caused by 

mutations in the UGT1A1 gene. This disease is a paradigm for the treatment of liver metabolic 

diseases. The Gunn rat model is a spontaneous animal model for CNI, in which a single 

guanosine base deletion in UGT1A1 exon 4 causes hyperbilirubinemia. We co-delivered zinc 

finger nucleases targeting Gunn rat exon 4 and an exogenous donor containing 2.2 kb wild-type 

part of the rat UGT1A1 sequence to newborn Gunn rats using AAV 2/8 to promote gene repair 

in vivo. In the treated rats injected with AAV-ZFNs and AAV-donor, gene repair of UGT1A1 

was detected in the liver by SMRT sequencing. Gene correction level was low but was sufficient 

to decrease bilirubinemia by up to 50% 15 weeks after injection. Bilirubin conjugates were 

detected in the bile, confirming unequivocal evidence of the restoration of UGT1A1 activity. 

However, therapeutic efficacy was only transiently maintained as bilirubinemia increased over 

time to reach the levels of the control Gunn rats (ZFNs alone, PBS-injected). At the time of 

sacrifice at week 27, we still detected the expression of repaired UGT1A1 mRNA at levels 

similar to the levels of the short-term cohort. This showed the long-term persistence of the 

corrected hepatocytes but their amount was insufficient to maintain metabolic effect in adult 

Gunn rats. 

In conclusion, to our knowledge, our study is the first to demonstrate in vivo gene repair of an 

endogenous genetic mutation using ZFN-mediated genome engineering. It shows the feasibility 

of such targeted approaches in the treatment of liver inherited diseases. 

 

Key words: Crigler Najjar syndrome type I, Gunn rat, gene therapy, ZFNs, gene repair, AAV  
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Introduction 

 

As the liver is involved in many metabolic pathways, it can be affected by numerous inherited 

disorders. Crigler Najjar disease type I (CNI) is a paradigm for inherited liver disorders. Indeed, 

classical gene therapy approaches have been successfully carried out in its spontaneous animal 

model, the Gunn rat, using viral vectors allowing long-term cure.  

Oncoretroviral vectors have been used to cure Gunn rats following a 70% hepatectomy to 

stimulate hepatocytes proliferation to allow their transduction 
1,2

. Long-term correction has also 

been obtained with integrative lentiviral vectors after neonatal delivery 
3
. UGT1A1 expression 

was maintained in the long term in adult Gunn rats using miR142-3p targets to detarget transgene 

expression in antigen presenting cells of the haematopoietic lineage 
4
. However, there are some 

concerns regarding the potential risk of insertional mutagenesis due to uncontrolled retroviral 

integration 
5
. Integration Deficient Lentiviral Vectors (IDLV) are promising tools to avoid these 

drawbacks. However, transduction efficiency and transgene expression from IDLV is relatively 

low compared to LV, and transgene expression is lost in dividing cells 
6,7

. AAV vectors mainly 

remain in an episomal status, but some integration events can occur and tumorigenesis was 

described after AAVr delivery in a model of MPSVII mice 
8
. Therapeutic efficacy of AAV was 

rapidly obtained but it was lost overtime after delivery in newborn and young rats, which is 

consistent with the loss of AAV episomes due to hepatocytes division 
9
. A long-term correction 

has been obtained after AAVr delivery in adult rats 
10

. Finally, adenoviral vectors have also been 

used but are still associated with a risk of immune response although it has been reduced with 

new generations of so-called gutless adenoviral vectors 
11–14

. 

Although current vectors are promising and are already used in clinical trials, there are 

remaining issues and limitations that call for the development of fundamental and new preclinical 

approaches. 
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Targeted genome modification is now a major goal for gene therapy to improve both its 

efficacy and biosafety. Homologous recombination (HR) can be used for targeted gene therapy 

but its spontaneous frequency is quite low ranging between 10
-6

 and 10
-8

 in mammalian cells 
15

. 

Over the last few years, Zinc Finger Nucleases (ZFNs) have been used as efficient tools to target 

endogenous loci. ZFNs have been created by associating zinc finger domains (ZFs) to bind a 

specific DNA sequence and the aspecific endonucleasic domain of the FokI restriction enzyme, 

which is functional upon dimerization 
16–19

. Each ZF of 30 amino acids recognizes a specific 3-bp 

sequence. Consequently, the association of 6 ZFs is statistically sufficient to target a unique locus 

in the human genome. FokI exists as homodimeric or heterodimeric forms. The obligate 

heterodimeric variants have improved the biosafety of these tools by reducing off-target effects 

19–23
. ZFNs promote targeted DNA double strand break (DSB), which can then be repaired 

through Non Homologous End Joining (NHEJ) or HR if a donor containing homologous regions 

to the cutting site is available. As a DSB can increase HR level up to 1000 fold, ZFNs could be 

used in gene therapy to efficiently promote targeted genome modification through HR. So far, the 

correction of an haemophilic murine model using a knock-in strategy to introduce a wild-type 

cDNA to correct a mutated human FIX minigene integrated into the ROSA26 genomic locus is 

the only demonstration of in vivo gene editing using ZFNs 
20,21

.  

Concerning CN-I, it has been shown that therapeutic effect was obtained with the restoration 

of as few as 5% of UGT1A1 enzymatic activity 
22

. In the present study, we investigated whether 

ZFNs technology is efficient to stimulate gene repair of a single mutation in the UGT1A1 gene 

responsible for the disease in the Gunn rat. We demonstrated the feasibility of this targeted gene 

therapy approach by allowing to obtain a level of UGT1A1 gene correction sufficient to reduce 

bilirubinemia.  
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Results 

Construction of the AAV-ZFNs targeting UGT1A1 exon 4 

Gene repair strategy is depicted in Figure 1. The pair of ZFNs targets a genomic locus located 

114 nt away from the Gunn rat UGT1A1 mutation. This pair contains 5 ZFs per monomer and 

the obligate heterodimeric ELD/KKR variant of FokI 
23

. A donor construct was designed to 

repair the single guanosine base deletion carried found in the UGT1A1 exon 4 of the Gunn rat. 

This construct contains the wild-type sequence of UGT1A1 exon 4 flanked by 1kb-homology 

arms (Fig. 1). The pair of ZFNs was cloned into an AAV backbone as a 2A self-processing 

polyprotein under the control of the LP1 liver specific promoter 
24

. ZFN-driven gene 

modification was quantified by T7EI assay in C6 rat cells transfected with the AAV plasmid. 

This assay detects imprecise repair of ZFN-mediated DSB leading to gene modifications, 

consisting of short insertions or deletions called indels. Transfection efficiency was about 60% 

with GFP-encoding plasmid (data not shown). We detected 8.6% of indels, showing that our 

vector is functional for targeted DSB induction in the UGT1A1 rat gene (Fig. 1). 

 

Short-term follow-up of bilirubinemia correction in treated Gunn rats 

Two-day-old Gunn pups were co-injected with the AAV-ZFNs at a dose of 1.10
13

 vg/kg and 

AAV-donor at 1:1 and 1:5 ratio (ZFNs:Donor), or with the AAV-ZFNs alone. Of note, we 

observed that a dose of 1.10
13

vg/kg of AAV-ZFNs was equivalent to a dose of 4.10
13 

vg/kg to 

deliver AAV vector genomes in the liver, as assessed by qPCR (Fig. S1). There was no 

difference in ALAT activity between all AAV-injected groups and the PBS-injected control 

group, showing that the procedure was well tolerated (Fig. 2). In the 1:1 ratio group, there was 

no significant decrease in bilirubinemia, except on days 60 and 70 after injection (Fig. 3). Rats 

treated with the 1:5 ratio, showed a 40-50% significant decrease in bilirubinemia at all time 

points but at day 90 after injection until the time of sacrifice compared to control groups injected 
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with AAV-ZFNs only or co-injected with AAV-GFP and AAV-donor at a 1:5 ratio. At the end 

of the short-term study, fifteen weeks after injection, bile samples were collected for detection of 

bilirubin conjugates using HPLC analysis (Fig. 4). As homozygous Gunn rats have no UGT1A1 

activity and therefore no bilirubin conjugates can be detected in their bile, the presence of 

bilirubin mono- and di-conjugates in the bile samples from animals injected at the 1:5 ratio 

showed unequivocal restoration of UGT1A1 activity. Proportions of bilirubin conjugates varied 

between treated rats, but they were lower than the ones observed in a bile sample from a 

heterozygous Gunn rat. Of note, we did not observe a correlation between the proportions of 

bilirubin conjugates and the decrease in bilirubinemia. For instance, rats #42 and #44 had serum 

levels of bilirubin of 38 µM and 50 µM, respectively although rat #42 had a lower proportion of 

bilirubin conjugates than rat #44. It is probable that bile analyses were only representative of 

bilirubin pigment proportions at the time of collection.  

Of note, we did not detect AAV-ZFNs vector genomes (data not shown) nor ZFNs expression 

15 weeks after injection, while ZFNs expression was detected 10 days after injection (Fig. 5). 

Altogether, these data showed successful in vivo gene repair of the UGT1A1 gene in the liver 

of Gunn rats, resulting in a significant correction of bilirubinemia.  

 

Long-term assessment of bilirubin metabolism 

One critical issue for clinical development is the persistence of the therapeutic effect. A 

second cohort two-day-old animals was injected with AAV-ZFNs and AAV-donor at a 1:5 ratio 

for long-term follow-up of bilirubinemia. We observed a significant decrease in bilirubinemia 

compared to AAV-ZFNs control group at early time points after injection, confirming the results 

of our short-term study (Table 1). However from week 15, bilirubinemia increased and was not 

statistically different from the control group.  
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Evaluation of genome editing efficacy 

At the time of sacrifice of the short-term (week 15) and the long-term (week 27) cohorts co-

injected with AAV-ZFNs and AAV-donor at the 1:5 ratio, we assessed the level of gene 

correction of UGT1A1 mutation, that is to say the restoration of the deleted G, and the level of 

on-target ZFNs activity on UGT1A1 transcripts in the liver using SMRT sequencing. Gene 

correction was detected at levels of 0.16% and 0.22% in the short-term and the long-term animal 

cohorts, respectively (Fig. 6). There was no statistically significant difference between both 

groups. These levels were significantly higher than the levels observed in the control group co-

injected with AAV-GFP and AAV-donor at the 1:5 ratio. We also detected significant NHEJ-

induced indels at the ZFN-targeted site at similar levels in both short-term and long–term animal 

cohort (about 0.25%).  
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Discussion 

 

Precise genome editing would represent a significant breakthrough for gene therapy offering 

advantages for in vivo approaches regarding biosafety and specificity.  

HR can be used to promote locus specific therapeutic gene editing. Paulk's team treated a mice 

model of tyrosinemia with AAV vectors carrying a promoterless FAH transgene and showed that 

AAV vectors alone were sufficient to promote homology-directed gene repair 
25–27

. Thanks to the 

selective advantage of the treated cells, a level as low as 0.1% of HR was sufficient to correct the 

phenotype. Unfortunately, this cannot be applied to all diseases. The development of artificial 

endonucleases, such as ZFNs or TALE nucleases, to promote  targeted DSB allowed the increase 

in HR frequency at their target site. These nucleases are highly efficient to promote gene 

invalidation both in vitro and in embryos to generate knock-out animals 
28,28–31

. The first clinical 

trials with ZFNs consist in ex vivo protocols to invalidate CCR5 gene for AIDS treatment 
32

.  

Recently, K. High's group efficiently cured haemophilic mice by in vivo ZFN-mediated 

genome editing using AAV as a viral platform to deliver both ZFNs and the DNA donor 

template for homology-directed gene repair 
20,21

. These haemophilic mice had been engineered to 

harbour a human mutated FIX minigene containing the ZFNs target site at the ROSA26 locus. 

This humanized murine model makes their strategy prone to be translated to clinical trials.  

Concerning CNI patients and the Gunn rat model, only a few percent of corrected cells can be 

sufficient to obtain a therapeutic effect. Although long-term cure of this model has been obtained 

through gene addition strategies using viral vectors, this has been done in adult animals, in which 

hepatocytes turnover is slow. AAV vectors only provide short-term expression of a transgene 

when injected into a proliferating liver 
9
. In the present study, we aimed at correcting the 

UGT1A1 mutation in Gunn rat neonates using ZFNs technology to evaluate whether targeted 

gene repair of an endogenous gene is efficient enough to treat an inherited liver disease, in which 
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corrected cells have no proliferative advantage. We also aimed at assessing whether the corrected 

gene is maintained throughout hepatocyte divisions. For these purposes, we used AAV vectors as 

a viral delivery platform because they have been successfully tested to deliver ZFNs in vitro and 

in vivo 
33,21,20

. 

To ensure a good specificity of the strategy, we used the liver-specific vectors LP1 promoter 

34–36
. In treated rats injected with AAV-ZFNs and AAV-donor at the 1:5 ratio, UGT1A1 gene 

repair was detected at the molecular level by SMRT sequencing. This molecular correction 

resulted in the presence of bilirubin conjugates in the bile. The level of gene correction was very 

low (0.16 %) but sufficient to have a major impact by decreasing the hyperbilirubinemia by up to 

50% at 15 weeks after injection. However, therapeutic efficiency was not maintained as 

bilirubinemia increased over time to reach control Gunn rats values (injected with AAV-ZFNs 

alone, AAV-GFP and AAV-donor or PBS-injected). At the time of sacrifice of the long-term 

cohort (27 weeks after the injection), we still detected expression of repaired UGT1A1 mRNA at 

similar levels as in the short-term cohort (15 weeks after the injection), as assessed by SMRT 

sequencing. It showed that the hepatocytes expressing UGT1A1 were still present, suggesting 

that no cytotoxic immune response led to the elimination of corrected hepatocytes. The loss of 

therapeutic effect may be due to an increase in erythrocytes turnover leading to an increased rate 

of bilirubin production, which is a waste product of heme degradation. 

We also detected NHEJ-induced indels which confirms ZFNs activity at the target site leading 

to error-prone repair. Interestingly, the levels of indels were similar to those of gene repair events, 

suggesting a relatively good efficacy of homology-directed gene repaired versus NHEJ-induced 

error prone events. As HR efficiency is higher in G2/S phases and as we injected newborn rats, 

we were probably in highly favourable conditions for HR in the liver 
37–40

. Noteworthy, unlike Li 

et al. who used ZFNs targeting a human FIX minigene integrated into the Rosa26 locus, we target 

an endogenous gene 
20,21

. The chromatin state of the target and its localization being critical for 
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HR, we hypothesize that in vivo ZFN-mediated genome editing of an endogenous rat locus would 

be more representative of what could happen in a human endogenous locus 
41

. Furthermore, 

precise mutation repair through HR is the only event that could restore UGT1A1 production in 

our model. On the contrary, in a gene targeting approach in which therapeutic cDNA integration 

is targeted into an intron, as used by Li et al. to treat humanized haemophilic mice using ZFNs 

technology, both NHEJ-mediated capture of the donor construct and HR events at the ZFN-

induced DSB site could lead to a phenotypic correction 
20,21

.  

A major concern for therapeutic applications of engineered nucleases is the potential for off-

target effects. When nucleases cut at locations in the genome other than their intended target, it 

creates the potential for unwanted gene disruption, destabilization of the cell‘s genome, or 

malignant transformation of the cell. To ensure biosafety of gene therapy using nucleases, the 

level of DSB has to be regulated controlling ZFNs expression, using short term expression 

systems such as AAV injected in proliferating liver. An in silico prediction of off-target sites was 

performed using the previously described PROGNOS method to look for potential hotspots of 

off-target activity (data not shown) 
42

. We found a major secondary target in tarsl2 locus with the 

detection of 10% indels in this locus in vitro in rat cultured cells (data not shown). This high level 

of off-target activity may be related to the high level of on-target activity of 60% that we 

observed in this in vitro model. Off-target effects frequency and localization have to be 

considered in the risk/benefit ratio of such approaches. In this study, as both on-target ZFNs 

activity and gene repair levels were very low, off-target effects would be below the limit of 

detection, even with the sensitive SMRT sequencing method. 

Other artificial endonucleases such as TALE nucleases or the CRISPR/Cas9 system may be 

more efficient to promote a targeted DSB, thus improving gene repair level. Of note, TALEN and 

CRISPR/Cas9 could allow targeting a region closer to the Gunn rat mutation, and therefore could 
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improve gene repair efficacy. Indeed, it has been shown that the closer the target is from the 

mutation, the most efficient HR is 
43,44

.  

As a conclusion, our results obtained in the spontaneous animal model of CNI confirm the 

feasibility of targeted gene therapy for inherited liver disorders. Of note, the level of gene repair 

obtained should be sufficient for the treatment of diseases in which corrected cells have a 

selective advantage as demonstrated by Paulk‘s group using AAV-mediated HR 
45

. 

Complementary studies in young and adult animals will be necessary to consider candidate 

diseases and patients for HR-based gene therapy. As proliferation of their liver is much lower 

than in newborns, it could be necessary to make the hepatocytes re-enter the cell cycle using 

drugs or a partial hepatectomy 
46–48

. It could also be useful to use an approach in which NHEJ-

mediated donor capture or precise knock-in through HR would be compatible with a therapeutic 

correction 
20,21

. Immune response studies in adults would also be of great interest. Indeed, such 

projects raise the question of immune responses towards the FokI endonucleasic domain, the ZF 

DNA recognition domain and the peptide 2A. Clinical trials using ZFNs should also begin to 

address these issues. 
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Material and Methods 

In vivo experiments  

Gunn pups and mothers of our colony, bred in Nantes University hospital animal facilities, 

were maintained on standard laboratory chow and kept in 12-hour light/dark cycles. All animal 

studies were performed according to institutional guidelines and after approval of the 

experimental protocols CEEA PdL 2012.52 and 53 by the Comite d‘Ethique des Pays de Loire. 

The homozygous Gunn pups were differentiated at birth from the heterozygous pups by the 

overall yellow color of the body.  

 

Two-day-old homozygous Gunn pups were injected intraperitonealy with 10
13

 or 4.10
13

vg/kg of 

AAV-ZFNs or AAV-GFP (ssAAV2/8 LP1-ZFNR-p2A-ZFNL-BGHpA or ssAAV2/8 -RSV-

GFP) in phosphate-buffered saline in a total volume of 100 µL. When indicated, this vector was 

co-administered with 10
13

 or 5.10
13

vg/kg of ssAAV2/8-UGT1A1 donor vector. 

Blood analysis and bilirubin conjugates detection  

Throughout the follow-up, blood collection was taken from the retro-orbital sinus under 

anaesthesia every 10 to 15 days. Blood was centrifuged at 5000 rpm for 10 min after 30 min 

clotting to obtain serum. Bilirubin level and liver transaminases activities were assessed at the 

Routine Biochemistry Department of Nantes University Hospital. 

Bile was collected through a 30-gauge needle on an insulin syringe inserted into the bile duct 

and stored at −80°C until analyses. Biliary bilirubin conjugates content was determined by high-

performance liquid chromatography (HPLC) after methanolysis as previously described 
49

. 

ZFNs and targeting vectors 

The 2.5 kb region surrounding the exon 4 was sequenced to avoid targeting a SNP. A pair of 

custom CompoZr ZFNs targeting rat UGT1A1 (NM_012683.2) was generated by Sigma Aldrich 

(Saint Louis, MO) to target exon 4 in our Gunn rat strain. This pair contains 5 ZFs in each 
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monomer and the heterodimeric ELK/DDR FokI 
23

. A single strand AAV serotype 2 plasmid 

was obtained by introducing a cassette containing the LP1 liver specific promoter and a two-in-

one ZFN construct in which right ZFN and left ZFN are separated by a self-processing 2A 

polyprotein allowing stochastic expression of both monomers 
50

. This construct was subcloned in 

a single strand AAV2 plasmid pSSV9 (kindly provided by P. Moullier, Inserm U1089, France), 

used as a backbone containing AAV2 ITRs after removal of the coding sequence by SmaI. The 

donor plasmid was constructed by gene synthesis of wild-type rat UGT1A1 exon 4 surrounded 

by 1kb-long homology arms (Genecust, Dudelange, Luxembourg) and subcloned into the pSSV9 

plasmid.  

Plasmids were amplified using Nucleobond Xtra Maxi (Macherey Nagel, Düren, Germany) 

according to the manufacturer's instructions. 

AAV8 encoding GFP under the control of RSV promoter (AAV-GFP) was used as a control. 

The AAV encoding the ZFNs and delivering the donor are refered to as AAV-ZFNs and AAV-

donor. AAV2/8 vectors were produced by Nantes Viral Vectors core facility (Inserm U1089, 

Nantes, France). 

Cell line culture and transfection and gDNA extraction 

The C6 glioma rat cell line was maintained in Dubelcco's Modified Eagle Medium (Gibco 

Life Technologies, Grand Island, NY) supplemented with 10% foetal calf serum (Lonza, Bâle, 

Switzerland), 2mM glutamine (Sigma Aldrich, St Louis, MO), and antibiotics (100UI/mL 

penicillin, 100mg/mL streptomycin, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY). Cells were 

cultured in a humidified atmosphere containing 5% C02 at 37°C. 

C6 cells were transfected at 80-90% of confluency using lipofectamine LTX following the 

manufacter's instructions (Life Technologies, Grand Island, NY). Each well of a 24-well plate 

was transfected using 0,5 µg of plasmid DNA. C6 cells gDNA was extracted 3 days after 

transfection using the Nucleospin Tissue DNA purification kit following manufacturer's 
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instructions (Macherey Nagel, Düren, Germany). The total gDNA was quantified using ND-

1000 UV-Vis Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) and quality and 

contamination were controlled using A260/A280 and A260/A230 ratios.  

The percentage of UGT1A1 gene modification induced by ZFNs was measured by a T7EI 

assay. The purified genomic DNA was subjected to amplification by PCR with Taq Platinum 

Hifi (Invitrogen, Carlsbad, CA) using the following primers: T7UGT1A1 F 5'- 

tcacttctctctcccctccc -3' and T7UGT1A1 5'- tttccaggacattcagggtc -3' specific for rat UGT1A1 

targeted region. The PCR program was as follow: 94°C for 2 minutes, 40 cycles of 30 seconds at 

94°C, 30 seconds at 57°C, 30s at 68°C and 30s at 57°C and 68°C for 10 minutes and 4°C. The 

296-bp amplicons were denatured through heating and slowly reannealed allowing heteroduplex 

formation using the following parameters: 2 minutes at 95°C, decrease from 95 to 85°C (-

2C/second), decrease from 85 to 25°C (-0.1°C/second) and 4°C. A final volume of 19µL of PCR 

product was digested by 5 units of T7EI (NEB, Beverly, MA, USA) for 30 minutes at 37°C and 

run on a 2%-agarose gel. In case of NHEJ-induced gene modification, bands of about 182 and 

114bp are expected. The ratio of cleaved to uncleaved products was used to calculate gene 

modification frequency as previously described using ImageJ software (N.I.H) 
51

.  

RTqPCR 

To extract Total RNA, tissues were disrupted in 1mL of TRIzol® (Lifetechnology, Carlsbad, 

CA) and homogenized using ULTRA-TURRAX T25 (IKA, Staufen, Germany). RNAs were 

then extracted on NucleoSpin
®
 RNAII columns (Macherey Nagel, Düren,Germany) according to 

the manufacturer‘s specifications. RNA was quantified using ND-1000 UV-Vis 

Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) and RNA integrity was 

controlled on agarose gels. cDNA was synthesized from 10 µg of RNA with Moloney Murine 

Leukemia Virus reverse-transcriptase kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) using combination 
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of pdT24 and Random Primers (Life Technologies, Carlsbad, CA) and diluted to a final 

concentration of 100 ng cDNA/µl. 

Analyses of transcripts were performed with a ViiA7 sequence detection system 

(Lifetechnology, Carlsbad, CA) using Power SYBR® Green PCR Master Mix (Lifetechnology, 

Carlsbad, CA). Primers sequences are merged into Table S1. The PCR method and the analysis 

of relative gene expression data using the 2
-Ct 

quantification method, after normalization to 

GAPDH values, was performed as previously described 
52

. The mRNA expression level is 

defined as the fold change in mRNA levels in a given sample relative to levels in a calibrator 

(CB). The mRNA expression level is calculated as follows: mRNA expression level = 2
-Ct

 

where Ct
 
= (CtTarget - CtHPRT)sample - (CtTarget - CtHPRT)CB. Specific amplifications were checked 

by amplicon melting curves.  

 

On-target SMRT analysis  

cDNA were synthesized as described for RT-qPCR. Exon-spanning primers were designed to 

ensure specific amplification from cDNA only. Primers sequences are merged into Table S1.  

The obtained PCR product contains both the ZFNs target site and the expected 1G deletion or the 

repaired site. PCR and SMRT sequencing analysis of on target events was performed exactly as 

previously described on liver gDNA from Wistar, heterozygous and homozygous Gunn rats and 

from experimental cohorts 
42

. Briefly, AccuPrime Taq Hi-Fidelity polymerase (Life 

Technologies, Carlsbad, CA) was used to amplify the sites, then samples were purified using 

MagBind EZ-Pure (Omega Biotek, Norcross, GA), pooled in roughly equimolar ratios, and 

sequenced on the PacBio RS using C2/C2 chemistry and consensus sequencing mode (Pacific 

Biosciences, Menlo Park, CA). Simultaneous measurement of the rates of NHEJ and HR 

occurring in the transcripts was conducted using the sequence analysis pipeline described by 

Hendel et al. (manuscript submitted). Additionally, due to the corrective template introducing 
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only a single SNP to repair the allele, a more stringent sequence quality filter was applied in 

order to reduce background noise (minimum Phred score of 60 in the +/- 2 bp region flanking the 

site of the SNP). 

Statistical analysis  

All data set shown as bar graphs represent the average of two or three independent 

experiments. Values are expressed as mean +/- SEM or SD. P<0,05 was considered significant. 

Graph-Pad Prism Software was used for statistical analysis using Student‘s t test and Mann 

Whitney test. 
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Tables 

 

Time after 

injection AAV-ZFNs group (n=6)  

AAV-ZFNs:AAV-Donor, ratio 1:5 long-term group 

(n=7) 

week 6 103.8 +/- 16.2 63.4+/-8.3* 

week 8 86.9 +/- 26.9 50.9 +/- 9.9* 

week 12 110.2 +/- 7.8 85.1 +/- 13.5* 

week 15 106.5 +/- 18.9 96.6 +/-24.8 

week 18 106.5 +/-16.7 87 +/-17.7 

week 20 108.6+/-36.5 105.1+/-26.3 

week 27 93.6+/-19.1 110+/-33 

 

Table 1. Bilirubinemia follow-up in the long-term 1:5 ratio cohort. Bilirubinemia is indicated in 

µmol/L. * p<0.05 

 

  



 - 177 - 

Legends 

 

Figure 1. Zinc Finger Nucleases and donor constructs design and functionality for rat 

UGT1A1 gene repair. (a) ZFNs target site and AAV-ZFNs. (a1) ZFNs binding site on rat 

UGT1A1 exon 4, bold letters indicate Left and Right ZFN targets. Primers pair used for T7 

endonuclease I assay are indicated with arrows (T7UGT1A1-F and T7UGT1A1-R). (a2) ZFNs 

encoding AAV (b) Strategy of rat UGT1A1 exon 4 repair. A pair of ZFNs targeting UGT1A1 rat 

exon 4 was used concomitantly with an exogenous donor carrying wild-type exon 4 flanked by 

1-kb homology arms to perform homologous recombination mediated gene repair of the Gunn 1-

G deletion (c) Functionality of the AAV-ZFN plasmid. Rat C6 cells were transfected with an 

AAV plasmid encoding UGT1A1-ZFNs. Non-transfected cells served as negative control (NT). 

Three days after transfection, genomic DNA was isolated and subjected to T7 endonucleaseI 

assay to detect gene modification at the targeted UGT1A locus. (c1) The products were separated 

on 2%-agarose gel. * indicates about 296bp-long uncleaved products and arrows indicate both 

about 182 and 114bp-long cleaved products. (c1) and (c2) Gene modification frequency was 

calculated according to the ratio of cleaved to uncleaved DNA products from 3 independent 

experiments. Y-axis shows gene modification frequency. Bars indicate mean ± SEM  

 

Figure 2: Liver tolerance to the AAV injection. Gunn newborns were injected 

intraperitoneally with alone AAV-ZFNs (10
13

vg/kg, n=5), or with AAV-ZFNs (10
13

vg/kg) and 

AAV-donor (10
13

vg/kg or 5.10
13

vg/kg for the 1:1 ratio (n=5) and for the 1:5 ratio (n=14), 

respectively). Alanine aminotransferases were monitored at different time points of the survey, 

up to 90 days after injection. Animals injected with PBS served as control groups. Each plotted 

value represents the mean + SED.  
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Figure 3. Bilirubinemia follow-up. Gunn newborns were injected intraperitoneally with 

AAV-ZFNs (10
13

vg/kg) and AAV-donor (10
13

vg/kg or 5.10
13

vg/kg for the 1:1 (n=5) and the 1:5 

ratio (n=7), respectively). Animals injected with AAV- ZFNs (10
13

vg/kg, n=5) alone or AAV-

RSV-GFP (10
13

vg/kg) and AAV-donor (5.10
13

vg/kg) (n=4) served as control groups. Each 

plotted value represents the mean + SED. *p<0,05 for 1:5 VS ZFNs alone, # p<0,05 for 1:1 VS 

ZFNs alone.  

 

Figure 4. HPLC analysis of Gunn rat bile. Gunn newborns were injected intraperitoneally 

with AAV- ZFNs (10
13

vg/kg) and AAV-donor (5.10
13

vg/kg) (n=7). 3 months after the injection, 

rats were sacrificed and bile samples were successfully taken from 6 out of 7 animals. (a) 

Proportions of biliary non conjugated (grey) bilirubin and mono- (white) and di-glucuronides 

(black) determined by HPLC. NT: non treated homozygous Gunn rat, WT: heterozygous Gunn 

rat. Rat #41 to #47: individual treated rats. (b) Representative results of bile pigments analysis by 

HPLC of a heterozygous Gunn rat, (c) a homozygous Gunn rat, and (c) of treated rat #44.  

 

Figure 5. Relative ZFNs mRNA levels in the liver of Gunn rats at the time of killing 10 

and 105 days after vector injection. Gunn newborns were injected intraperitoneally with AAV-

ZFNs alone and sacrificed 10 days after injection (D10) (n=5) or co-injected with AAV-ZFNs 

and AAV-donor at the 1:5 ratio (10
13

vg/kg and 5.10
13

vg/kg, respectively) and sacrificed 105 

days after injection (D105) (n=7). Analysis of transcripts were performed via RTqPCR using 

AAV-ZFNs specific primers. The 2
-Ct 

quantification method was used after normalization to 

GAPDH transcripts amplification. Whenever possible, three samples from different lobes were 

analyzed for each animal. Y-axis shows relative ZFNs UGT1A1 mRNA level. Bars indicate 

mean ± SEM.  
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Figure 6. Gene editing efficiency. SMRT sequencing was performed on cDNA to detect (a) 

UGT1A1 gene repair events and (b) indels at the ZFN target site in the liver of animals injected 

with AAV-ZFNs and AAV-Donor at the 1:5 ratio and sacrificed at week 15 (short-term, n=7) 

and week 27 (long-term, n=7) after injection. Animals injected with AAV-GFP and AAV-donor 

at the ratio 1:5 (GFP:Donor, n=3) served as control.* p<0.05. 
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Supplementary materials 

 

 

Figure S1. Vector copy number in the liver of Gunn rats at the time of killing 10 days after 

vector injection. Bars represent average +SEM. There was no significant difference between both 

doses of 1 (n=5) and 4.10
13

vg/kg (n=5) (p>0.05). 

 

 

Supplementary table 1. Primers used in the study. 
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Supplementary Materials and methods  

qPCR 

QPCR was performed on genomic DNA isolated from rat liver using Blood and Tissue Kit 

following manufacturer‘s instructions (Qiagen, Valencia, Spain). The copy number of BGH pA 

was quantified with a standard curve generated with a pssAAV2-LP1-ZFNL-p2A-ZFNR-

BGHpA plasmid serial dilution in pooled genomic DNA from untreated Gunn rats, from 100 to 

0.01 copy/haploid genome. Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG w/ROX 

(Lifetechnologies, Carlsbad, CA) was use as qPCR mix. Each reaction was performed in 

duplicate on 50ng of gDNA. Primers sequences are merged into Table S1. The Q-PCR reactions 

were performed on 7900HT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA ), as follows: 50°C for 2, 

minutes 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 

minute before a step at 95°C for 15 seconds, 60°C for 15 seconds and 95°C for 15 seconds. All 

samples were normalized using rat β –actin amplification.  
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VI- Discussion et perspectives 

  

La thérapie génique ciblée bénéficie des connaissances acquises à travers les approches 

d‘addition ou de modulation de l‘expression génique. Néanmoins, l‘apparition de nouveaux 

outils nécessite des mises au point pour choisir les méthodes de vectorisation des nucléases et 

des donneurs, la voie d‘injection, la cinétique d‘expression et le contexte de RH les plus adaptés, 

et pour réaliser des études de toxicité et de RI.  

 

Préalablement à notre étude, des équipes ont démontré la faisabilité d‘un ciblage génétique 

dans des lignées d‘hépatomes ou dans le foie in vivo. 

Les premières études de modification de gènes in situ pour la thérapie génique du foie in vivo ont 

été réalisées par l‘équipe de K. High (Anguela et al., 2013; H. Li et al., 2011). Des ZFNs et un 

donneur vectorisés dans des AAVr ont été utilisés pour insérer un ADNc du hFIX dans un 

modèle murin transgénique d‘hémophilie B contenant un minigène du hFIX. Ces travaux 

représentent la première correction complète d‘une maladie in vivo grâce à des endonucléases 

artificielles chez des souris nouveau-nés et adultes. Dans cette stratégie, les voies de RH et de 

NHEJ peuvent conduire à un effet thérapeutique. 

Dans ce projet de thèse, nous avons développé une nouvelle méthode de vectorisation des 

nucléases dans un vecteur lentiviral. Nous avons ensuite mis au point une stratégie de réparation 

génique in vivo par édition de gène avec des ZFNs vectorisées dans des AAVr dans la souche du 

rat Gunn, modèle de la maladie de CNI. Le caractère innovant de notre approche repose sur 

l‘utilisation d‘un modèle animal spontané dans lequel nous ciblons un locus endogène.  

 

En traitant des rats Gunn nouveau-nés avec des AAVr codant des ZFNs ciblant l‘exon 4 muté 

de l‘UGT1A1 et vectorisant un donneur composé de l‘exon 4 sauvage entouré de bras 

d‘homologie d‘un kb, il a été possible d‘obtenir une réparation génique au locus ciblé. Une 

diminution de la bilirubinémie, la présence de bilirubine mono et diconjugée dans la bile et la 

détection d‘ARNm réparé par séquençage pendant les six mois de suivi après l‘injection, sont la 

preuve de cette correction. Nous avons donc démontré la faisabilité d‘une approche de réparation 

génique in vivo dans un modèle de maladie métabolique du foie en utilisant des ZFNs et la RH. 

De plus, le suivi de l‘activité des transaminases hépatiques prouve que cette procédure est bien 

tolérée au niveau du foie. 
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Cependant, le niveau de correction obtenu dans ce projet reste faible. En effet, un maximum 

de 0,2 % d‘ARNm corrigé a été détecté et le niveau minimal de bilirubinémie atteint était 

supérieur au seuil thérapeutique de 30 µM.  

Le taux de correction des ARNm persiste dans le temps d‘après les niveaux observés sur les 

animaux suivis jusqu‘à six mois après l‘injection. Etant donné que les génomes et l‘expression 

des AAV-ZFNs ne sont pas détectables à long terme, ces modifications seraient essentiellement 

dues à l‘expression des ZFNs pendant une courte fenêtre thérapeutique avant dilution des 

épisomes d‘AAVr. En effet, aucune réparation génique n‘a été mise en évidence chez les 

animaux injectés avec l‘AAV-donneur et un AAVr codant la GFP pour remplacer l‘AAV-ZFNs. 

L‘étude moléculaire de la réparation génique a été réalisée sur l‘ARNm afin d‘obtenir une 

information la plus en aval de l‘expression génique et de s‘affranchir d‘une potentielle 

contamination par de l‘ADN d‘AAVr donneurs résiduels. Le faible taux de modification de la 

cible par NHEJ, de 0,2 % à environ 100 pb de la mutation à réparer, est cohérent avec le faible 

taux de réparation. Cependant, il pourrait y avoir une plus forte modification de l‘ADN au niveau 

de la cible des ZFNs ou de la mutation sans que cela ne se répercute sur les transcrits. Par 

exemple, il y a pu avoir des évènements de capture des AAV-donneurs entiers au site de 

coupure. Cela empêcherait un effet thérapeutique et pourrait également empêcher la 

transcription.  

Notre projet préclinique a été développé dans le modèle du rat Gunn. Ce modèle animal a été 

essentiel au développement de nombreuses approches pour le traitement des maladies 

métaboliques du foie. Il a notamment permis l‘avancée de projets de thérapie génique d‘addition, 

ce qui a conduit à la mise en place d‘un essai clinique.  

Lors de stratégies d‘addition, il est possible de suivre la bilirubinémie, l‘activité de l‘UGT1A1, 

l‘expression de l‘UGT1A1 humaine en histologie ou la détection des formes conjuguées de la 

bile. De plus, une faible correction peut facilement être mise en évidence dans ce modèle. Ainsi, 

pour une preuve de principe de la faisabilité de nouvelles approches, le rat Gunn semble adapté 

car il n‘est pas indispensable d‘obtenir une forte correction.  

Dans notre projet, la réparation génique consistait à rajouter une guanine. Tant par nature de la 

séquence restaurée que par la faible longueur de la modification induite et le faible niveau de 

mutation, la détection de la réparation génique a été techniquement complexe.  

Parmi les techniques de détection que nous avons criblées, une PCR suivie de l'obtention d'une 

courbe de fusion à haute résolution (High Resolution Melting curve, HRM – en collaboration 

avec J.-C. Pagès et C. Collin, Inserm U966, Tours), une qPCR avec des amorces allèle-

spécifiques, la recherche de polymorphisme de longueur de fragments de restriction (Restriction 
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Fragments Lenght Polymorphism, RFLP) et le séquençage en temps réel sur molécule isolée 

(Single Molecule Real Time sequencing, SMRT – en collaboration avec E.J. Fine, T.J. Cradick et 

G. Bao, Georgia Institute of Technology and Emory University) ont permis de détecter la 

présence des allèles sauvage et mutés dans des gammes lors d‘étapes de mise au point. 

Néanmoins, la sensibilité des techniques varie et seul le séquençage par SMRT a été efficace 

pour détecter le faible niveau d‘édition de gène obtenu in vivo. En revanche, pour des taux de 

mutation plus élevés, les autres techniques criblées pourraient aussi être employées. D‘autres 

études ont également montré qu‘il est essentiel d‘avoir des techniques de détection de mutations 

suffisamment sensibles en l‘absence d‘avantage sélectif. Le séquençage haut débit, par Illumina 

par exemple ou par SMRT dans notre cas, permet d‘atteindre les niveaux de sensibilité requis 

(Herrmann et al., 2011; Rousseau et al., 2011). 

Pour le développement de stratégies de thérapie génique ciblée, en raison de la nécessité 

d‘analyse à l‘échelle moléculaire, il aurait donc été préférable de travailler dans un premier 

temps avec un modèle dans lequel la réparation induit une plus forte différence entre les 

séquences mutée et réparée, d'atteindre un plus fort niveau de correction, ou de disposer d'une 

technique de sélection des cellules corrigées. Par exemple, il est possible que la souris soit une 

espèce pour laquelle la fréquence de RH atteint des niveaux plus élevés que le rat. En effet, en 

transgénèse, il semble plus facile d‘obtenir des évènements de RH chez la souris que chez le rat. 

Ainsi, il serait plus simple de réaliser des premières études de faisabilité d‘approches de thérapie 

génique ciblée dans des modèles murins.  

 

Pour atteindre un niveau thérapeutique pour la maladie de CNI et envisager l‘application 

d‘approches de thérapie génique ciblée à d‘autres maladies, il est nécessaire d‘augmenter le 

niveau de correction. En effet, malgré la preuve de principe de la faisabilité de la réparation 

génique in vivo, seule une correction subthérapeutique a été obtenue. 

La dose de nucléases injectée a été choisie sur la base de la quantification des copies du 

vecteur par qPCR dans le foie. En l‘absence de différence entre les doses de 10
13

 et 4.10
13

vg/kg, 

la plus faible dose a été choisie comme référence. En revanche, le niveau d‘expression était plus 

élevé pour la forte dose, mais la quantité de vecteurs donneur et ZFNs à injecter en utilisant cette 

référence aurait été trop élevée. 

En comparant les injections par voies ip et iv, un plus grand nombre de copies détecté après 

injection iv a permis d‘envisager d‘autres techniques d‘injection. Pour optimiser le niveau de 

réparation, nous avons utilisé trois techniques : (1) la co-injection d‘un vecteur AAVr-ZFNs et 

d‘un vecteur AAVr-donneur aux ratio 1:1 et 1:5 par voie ip chez des animaux de deux jours, (2) 



 - 189 - 

la co-injection de ces vecteurs par voie ip chez des rats de deux jours puis une seconde injection 

iv intra-portale à quatorze jours, (3) l‘injection iv d‘un vecteur 3-en-1 chez des rats de deux 

jours, en conservant une dose de 10
13

vg/kg. Le ratio 1:5 a été choisi comme référence car la 

correction était plus importante qu‘au ratio 1:1. Le ratio entre les molécules de donneur et de 

nucléases est donc à prendre en compte pour ce type de stratégie.  

Le changement de technique d‘injection n‘a pas permis d‘augmenter l‘efficacité de ce traitement. 

De plus, l‘expression des ZFNs après injection iv était plus faible que lors d‘une injection en ip. 

Le transfert de la cassette d‘expression des ZFNs et du donneur dans un vecteur AAV « 3-en-1 », 

à la dose de 10
13

vg/kg pour conserver la dose de ZFNs de référence, n‘a pas permis d‘augmenter 

le niveau de réparation (Ellis et al., 2012). 

Il est possible que la présence du site de coupure des ZFNs dans le donneur ait limité 

l‘efficacité de notre approche. En effet, le donneur et la version réparée du gène sont susceptibles 

d‘être coupés pendant la durée de l‘expression des ZFNs. Les molécules extra-chromosomiques 

étant plus accessibles, il est probable que l‘AAV-donneur soit plus coupé que les séquences 

réparées. Pour éviter ces coupures délétères, nous avons récemment construit un plasmide AAV 

3-en-1 après avoir introduit des mutations silencieuses au niveau de la cible des ZFNs. Il sera 

donc possible de l‘utiliser in vivo pour combiner l‘avantage d‘un vecteur 3-en-1 et du blocage de 

la coupure du donneur ou des séquences réparées. 

Puisque la réparation génique vise la restauration d‘une séquence sauvage d‘un gène, cette 

dernière devrait être à nouveau sensible aux éléments de régulations endogènes. Ainsi, 

l‘utilisation de phénobarbital chez des animaux traités pourrait à la fois valider la fiabilité de la 

réparation ainsi qu‘augmenter ses conséquences phénotypiques et améliorer la correction 

obtenue en terme d‘activité enzymatique. Un groupe de rats injecté avec le ratio 1:5 a ainsi 

récemment été traité pendant cinq jour avec du phénobarbital. L‘analyse des échantillons 

prélevés sur ces animaux est en cours. Ces animaux sont traités avec une dose de 80mg/kg/j, 

supérieure aux doses de moins de 10mg/kg/j utilisées chez les patients (Younossi and Foroozan, 

1995; Ertel and Newton, 1969). 

L‘utilisation d‘autres familles de nucléases pourrait permettre d‘augmenter le taux de 

réparation génique en conservant une faible toxicité. 

Des étapes préliminaires in vitro nous ont permis de comparer des ZFNs et des TALE nucléases 

ciblant le même locus du gène UGT1A1 avec un recouvrement partiel des cibles des deux 

nucléases. Cette seconde paire de nucléases a été obtenue grâce à une collaboraton avec T. 

Cathomen et C. Mussolino (Center for Chronic Immunodeficiency, Fribourg, Allemagne). Ces 

TALE nucléases, bien que comportant la version sans homodimérisation forcée de FokI, 
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permettent également le ciblage de l'UGT1A1 de rat et sont moins toxiques que les ZFNs. 

L‘utilisation de cette autre famille de nucléases pourrait donc permettre d‘améliorer l‘efficacité 

de la réparation génique. Cependant, aucune étude n‘a démontré la vectorisation d‘une paire de 

TALE nucléases dans un seul vecteur utilisable in vivo, ni leur utilisation in vivo autrement que 

pour une application de transgénèse. La question de la vectorisation de ces nucléases pour la 

thérapie génique in vivo demeure donc entière. Il est par exemple possible de vectoriser une paire 

de TALE nucléases en séparant les monomères sur deux vecteurs adénoviraux pour des étapes 

précliniques (Holkers et al., 2013). En revanche, l‘utilisation de ces vecteurs pour la thérapie 

génique des maladies monogéniques in vivo chez l‘homme demeure controversée. 

Il est également possible d‘utiliser des nucléases du système CRISPR/Cas9 qui seraient plus 

efficaces pour l‘induction de CDB, offrant ainsi une possibilité d‘augmenter le niveau de 

réparation génique. Cependant, le niveau de CDB off-target décrit dans les études in vitro fait 

craindre une toxicité plus marquée avec parfois plus de CDB en dehors de la cible canonique. 

L‘optimisation de ce système a permis de développer des nickases : cela devrait permettre de 

limiter les risques de coupures off-target et favoriser la RH au niveau de la cible (Ran et al., 

2013; Mali et al., 2013b; Cong et al., 2013b). 

Une stratégie complémentaire consiste à augmenter la RH et/ou à inhiber la NHEJ pendant la 

fenêtre thérapeutique pendant laquelle la réparation peut avoir lieu. Cela est envisageable au 

niveau du foie, comme décrit en II-4.3, en utilisant des inhibiteurs de la NHEJ telles que la 

vanilline, ou en surexprimant des facteurs impliqués dans la RH par exemple.  

Des expériences préliminaires réalisées lors d‘un stage de collaboration avec l‘équipe de B. 

Lopez (A. Grabartz, B. Lopez, Laboratoire d'étude des mécanismes de la régulation et de la 

recombinaison génétique (LMR), C.E.A., Fontenay-aux-roses) permettent d‘envisager la 

possibilité de favoriser la RH en surexprimant des facteurs tels que la Mre11, la CtiP ou la 

BRCA1. 

L‘inhibition de gènes essentiels à la NHEJ tels que 53BP, BLM et KU par des siRNA pourrait 

aussi permettre d‘orienter la réparation vers la RH plutôt que vers la NHEJ. 

Il serait également possible de faire entrer les hépatocytes dans le cycle cellulaire par priming, 

voire de les bloquer en phase G2 pendant un intervalle de temps suffisant pour permettre la 

réparation par RH. Le priming a été défini par l‘équipe de N. Fausto comme un état spécifique et 

réversible des hépatocytes soumis à des facteurs de croissance ou à des cytokines stimulant 

l‘entrée dans le cycle cellulaire (Webber et al., 1994). Le phénobarbital a ainsi été utilisé pour le 

priming d‘hépatocytes murins in vivo : sa capacité à induire l‘entrée dans le cycle cellulaire et à 

augmenter l‘index mitotique pourrait contribuer à favoriser le passage des hépatocytes dans des 
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phases compatibles avec la RH (Pichard et al., 2011). Une hépatectomie favoriserait également 

des phases du cycle cellulaire adaptées à la RH. La cyclophiline A pourrait être utilisée pour un 

blocage en phase G2 (Zhang et al., 2006). De même, des triterpènes de G. lucidum ont permis de 

rallonger la phase G2 sur des cellules de la lignée d'hépatome Huh7 (Lin et al., 2003).  

Dans la présente étude, les animaux injectés ont un foie en prolifération. Cela est donc favorable 

à la RH. Malgré cela, le niveau de correction atteint est limité. Le fait que la RH puisse avoir lieu 

apparait donc comme un élément nécessaire mais non suffisant pour favoriser la réparation 

génique.  

 

Il est possible que l‘état de la chromatine lors de l‘arrivée des nucléases dans le noyau soit 

défavorable à l‘accessibilité du locus ciblé. Il serait par exemple intéressant d‘étudier le niveau 

de méthylation des ilôts CpG de la région ciblée. Si la méthylation est importante, il est possible 

d‘utiliser des agents déméthylants, ou d‘envisager le ciblage d‘une autre région plus accessible 

du même gène. Ces études sont d‘autant plus importantes que pour le traitement de certaines 

maladies il est nécessaire de cibler des gènes non exprimés comme le gène XPC dans le 

xeroderma pigmentosum. 

 

Nos résultats prouvent la faisabilité d‘une approche de réparation génique pour le traitement 

in vivo de la maladie de CNI. Bien que l‘efficacité de ces approches dépende des nucléases 

utilisées et du donneur, ces résultats sont prometteurs pour la thérapie génique ciblée des 

maladies métaboliques du foie. Cela est d‘autant plus vrai pour les maladies pour lesquelles seule 

une faible correction suffit à obtenir un effet thérapeutique comme c‘est le cas pour la maladie de 

CNI ou les hémophilies A et B. Cela pourrait même être appliqué à des maladies monogéniques 

d‘autres organes dès lors que la RH peut y avoir lieu, avec ou sans traitement complémentaire.  

Le niveau de correction obtenu ici peut être suffisant pour des maladies dans lesquelles les 

cellules corrigées présentent un avantage sélectif. Ainsi, il serait possible d‘envisager ces 

techniques pour traiter le déficit en FAH ou la maladie de Wilson. En effet, il semblerait que des 

hépatocytes corrigés dans la maladie de Wilson puissent avoir un avantage sélectif car ils ne 

seraient plus soumis au risque d'hépatite.  

Le faible niveau de correction peut aussi être considéré comme un avantage dès lors qu‘il est 

suffisant pour obtenir un bénéfice thérapeutique. En effet, la fréquence des coupures off-target 

augmente avec celle des coupures de la cible. Il est donc nécessaire de mettre en place une 

activité de coupure équilibrant la modification de la cible en limitant le risque d‘effet off-target. 
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Les techniques de modification de gènes in situ développées dans ce manuscrit peuvent 

également être utilisées pour d‘autres applications biomédicales. Il est ainsi possible de les 

utiliser pour créer de nouveaux modèles cellulaires ou de nouveaux modèles d‘animaux 

transgéniques. Cela peut ensuite servir à des études de génétique, de physiopathologie ou de 

pharmacologie. En ce sens, nous développons actuellement un nouveau modèle de rat 

transgénique KO pour l‘UGT1A1 dans notre équipe en utilisant le système CRISPR/Cas9 pour 

cibler l‘exon 1, spécifique de cette isoforme. 

 

Le transfert de gène pour la modification de gènes in situ avec des nucléases comporte 

généralement plus d‘éléments que des stratégies plus classiques. En effet, il est nécessaire de 

vectoriser des nucléases, soit une ou plusieurs protéines, associées ou non à des oligonucléotides. 

Cela représente d‘emblée plusieurs éléments susceptibles de correspondre à de longues 

séquences pouvant contenir des régions répétées et nécessitant l‘utilisation de plusieurs 

promoteurs, voire d‘IRES ou de peptides 2A. Il est également nécessaire de vectoriser le donneur 

dont la séquence peut être plus ou moins longue et complexe.  

Ce type de transfert de gène pourrait donc être associé à des RI contre le vecteur, les produits 

du transgène, les peptides 2A voire les ARN ou ADN transférés ou obtenus après transcription 

des gènes thérapeutiques. En effet, les domaines TALE, FokI et la Cas9 sont d‘origine 

bactérienne, de même qu‘une partie des ARN impliqués dans le système CRISPR/Cas9. Enfin, 

les séquences 2A et les peptides qui en sont issus ont une origine virale : il y a donc un risque de 

mise en place d‘une RI adaptative, voire innée en raison de l‘origine pathogénique de ces 

éléments.  

A ce jour, aucun résultat concernant l‘étude de la RI dans ce type de système n'a été publié. En 

effet, il manque des outils pour sa caractérisation. Néanmoins, l‘efficacité thérapeutique à long 

terme chez les souris adultes et nouveau-nés d'un modèle d‘hémophilie B font supposer que si 

une RI se développe, elle est suffisamment limitée pour ne pas empêcher l‘efficacité 

thérapeutique du système (Anguela et al., 2013; H. Li et al., 2011).  

Dans notre projet, la détection d‘un niveau constant de correction des ARNm trois et six mois 

après l'injection laisse envisager le même type de situation. Cependant, cela reste à confirmer par 

l‘étude des RI in vivo en recherchant la présence d‘anticorps ou de cellules immunitaires dirigés 

contre les cellules transduites, les transgènes, les produits des transgènes ou l‘UGT1A1 sauvage. 

Dans ce système de transfert de gène, les seuls antigènes disponibles pour des expériences sont 

l‘enzyme FokI telle qu‘elle est commercialisée pour une utilisation en biologie moléculaire et 

l‘UGT1A1 sauvage contenue dans des microsomes de foie de rat. En utilisant ces antigènes, 
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nous n‘avons pas réussi à mettre en place de test de détection de la réponse cytotoxique en raison 

d‘un manque de spécificité de la technique de stimulation de splénocytes. Nous avons effectué 

les premières étapes de mise au point de la recherche d‘anticorps dirigés contre ces antigènes par 

ELISA. Nous utiliserons prochainement cette technique pour la recherche d‘anticorps anti-FokI 

et anti-UGT1A1 sauvage dans le sérum des animaux injectés. 

 

Chez les animaux suivis, la bilirubinémie tend à augmenter au cours du temps. La faible 

probabilité d‘une RI dans la stratégie que nous avons utilisée d‘après la persistance de la 

correction, l‘âge des animaux traités et l‘emploi de vecteurs AAV dans le foie, ne suffirait pas à 

expliquer ces variations. De plus, cette évolution est également observée chez les groupes non 

traités. Cela pourrait être dû à une baisse du rendement de l‘activité de conjugaison de 

l‘UGT1A1 à cause de l‘augmentation de la quantité de substrat par une augmentation du 

renouvellement des érythrocytes ou d‘une baisse de l‘activité de l‘enzyme. Ces variations étant 

observées dans les différents groupes, injectés ou non, elles ne sont pas inhérentes à la stratégie 

de réparation génique. Néanmoins, cela s‘oppose à long terme à l‘efficacité thérapeutique et 

souligne l‘intérêt de l‘optimisation de ces approches pour garantir la persistance des effets 

obtenus.  

 

Pour optimiser l‘efficacité de ces stratégies en permettant un apport suffisant en nucléases, 

spécifiques des cellules cibles, en favorisant la persistance des corrections obtenues et en limitant 

les RI, les systèmes de vectorisation doivent être adaptés à ces nouveaux transgènes. 

Ainsi, nous avons vectorisé une paire de ZFNs dans des vecteurs LV et IDLV. Cela a été 

possible après optimisation de codons, par codon swapping, pour obtenir une paire de ZFNs 

fonctionnelle. En effet, en l‘absence d‘optimisation, les séquences sauvages codant les ZFNs 

contiennent de nombreuses régions répétées intra et inter-nucléases à l‘origine de recombinaison 

lors de la rétrotranscription. Le codon swapping permet donc de transduire l‘éventail des types 

cellulaires pouvant être transduits in vitro et in vivo par des vecteurs lentiviraux codant des ZFNs 

fonctionnelles.  

Dans notre étude, nous avons ainsi pu cibler le gène de l‘UGT1A1 dans des lignées de 

gliome, d‘hépatome et des hépatocytes primaires de rats, et dans le foie de rats nouveau-nés 

après injection iv. La détection d'évènements de NHEJ a confirmé que cette stratégie a permis de 

cibler le gène de l‘UGT1A1 dans ces différents modèles. 
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Ces vecteurs lentiviraux étant peu immunogènes, leur utilisation limiterait le risque de mise en 

place d‘une RI. De plus, les AAVr ne transduisent pas aussi efficacement le foie de rat que le 

foie de souris.  

Pour d‘autres étapes d‘établissement de preuve de principe, il peut être préférable d‘utiliser des 

vecteurs dont on estime qu‘ils puissent transduire un plus grand nombre de cellules cibles dans le 

modèle animal choisi. Les vecteurs lentiviraux optimisés pourraient permettre de transduire 

d‘emblée plus d‘hépatocytes et permettre une réparation génique dans plus de cellules cibles sans 

provoquer de RI.  

 

Pour rechercher les sites off-target des ZFNs utilisées, l‘algorithme PROGNOS a permis de 

prédire in silico une liste de sites off-target potentiels (Fine et al., 2013). La liste des vingt-deux 

sites off-target les plus probables pour les ZFNs a été utilisée pour une validation de ces 

prédictions in vitro sur des cellules C6 transduites avec le vecteur lentiviral optimisé par SMRT. 

Ce travail représente la première caractérisation de sites off-target de ZFNs contenant cinq 

domaines à ZF. Dans cette étude, 64 % de NHEJ sont détectés au niveau de la cible. Deux sites 

avec un même niveau d‘homologie, le plus élevé parmi les sites testés, présentent un niveau de 

coupure de 10,5 et 1,3 % pour Tarsl2 et Gbas, respectivement. Une CDB off-target de 10,5 % 

représente un niveau très élevé de toxicité potentielle. Cependant, le niveau de coupure atteint un 

maximum lorsque l‘on augmente la quantité de nucléases. Lorsque celui-ci est atteint, 

l‘augmentation de la quantité de nucléases se répercute par l‘amplification des coupures off-

target comme cela a probablement été le cas dans cette analyse. Ces sites devraient également 

être étudiés in vivo car leur coupure in vitro n‘est pas forcément suffisamment prédictive. 

Néanmoins, ces étapes sont nécessaires au choix d‘une paire de nucléases et à l‘évaluation des 

risques potentiels de son utilisation in vivo. Mis à part un contexte de développement clonal 

d‘une sous-population de cellules transduites, il est peu probable d‘atteindre de tels niveaux de 

coupure de sites off-target par des ZFNs in vivo.  

Pour évaluer les conséquences de tels évènements délétères, les fonctions des gènes susceptibles 

d‘être coupés doivent être replacées dans le contexte de l‘organe ciblé. Si un gène n‘ayant pas de 

fonction essentielle dans le foie, ni de rôle d‘oncogène est coupé en tant que site off-target, les 

conséquences de sa coupure seraient limitées. La coupure d‘un gène essentiel ou de régions 

régulatrices aurait des répercussions en fonction du niveau de coupure ou de la conséquence de 

celle-ci. Par exemple, une coupure d‘un anti-oncogène pourrait favoriser la transformation des 

cellules concernées. L‘insertion d‘ADN exogène dans un site off-target peut avoir le même type 

de conséquences. 
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Lors du suivi réalisé dans notre étude, l‘expression des ZFNs a été bien tolérée au niveau du foie 

et aucune toxicité n‘a été mise en évidence lors de l‘observation macroscopique des différents 

organes réalisée au moment du sacrifice. Un suivi prolongé au-delà de six mois permettrait de 

compléter ces observations. 

 

Ce travail de thèse représente une contribution aux études précliniques des stratégies 

d‘édition thérapeutique du génome. Nous n‘en sommes qu‘aux prémices de leur application en 

thérapie génique. Les techniques de vectorisation, de réduction de la RI et de ciblage restent à 

optimiser pour cette application. Néanmoins, il est possible d‘imaginer que les progrès sur les 

nucléases permettront d‘avancer vers des perspectives cliniques.  

Par exemple, alors qu‘il était compliqué et cher d‘obtenir de nouvelles nucléases il y a quelques 

années, des plateformes ont permis de les rendre beaucoup plus abordables et plus rapides à 

obtenir.  

Comme le suggèrent les premières étapes cliniques pour d‘autres stratégies de thérapie génique, 

il est probable que les premiers essais concernent des approches ex vivo notamment pour des 

raisons de ciblage des cellules à traiter. De plus, des maladies pour lesquelles un avantage 

sélectif des cellules corrigées est connu seront certainement favorisées. 

Ce type d‘approche de thérapie génique ciblée pourrait correspondre à la vision idéale d‘une 

médecine adaptée à chaque patient. En ce cas, il est possible d‘imaginer ―une approche pour une 

mutation ‖. La complexité du développement d‘autant de produits de thérapie génique in vivo 

rend cette vision utopique. Dans le cas de l‘utilisation de nucléases, il sera nécessaire d‘orienter 

les priorités vers une réparation génique précise d‘une mutation, vers l‘insertion ciblée d‘un 

ADNc ou celle d‘une cassette d‘expression complète dans un locus donné, muté ou non.  

Pour la réparation génique, il est possible de cibler la ou les mutations majoritaires responsables 

d‘une maladie. Comme une réparation par RH peut être envisagée dans une région de quelques 

centaines de pb de part et d‘autre de la CDB, une même paire de nucléases peut être utilisée pour 

le ciblage de plusieurs mutations voisines. 

De même, l‘utilisation d‘un donneur long peut être compatible avec plusieurs mutations et être 

utilisé pour un grand nombre de patients pour la réparation génique ou pour un KI ciblé. Ainsi, 

un KI peut servir à insérer un ADNc contenant la version sauvage de plusieurs exons 

susceptibles d‘être mutés. Ce type de stratégie pourrait également être développée chez le rat 

Gunn. 

Des stratégies où les évènements de RH et de NHEJ sont mutuellement compatibles avec une 

efficacité thérapeutique seraient aussi plus accessibles et il est plus facile d‘envisager leur 
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transposition chez l‘adulte (Anguela et al., 2013; H. Li et al., 2011), communication ESGCT 

2013). Ainsi, l‘utilisation d‘une cassette d‘expression de l‘UGT1A1, sous contrôle d‘un 

promoteur suffisamment fort pour obtenir un effet thérapeutique, entourée de bras d‘homologie 

pourrait permettre d‘atteindre un meilleur niveau de correction chez le rat Gunn. Dans une telle 

approche, la capture du vecteur par NHEJ peut également conduire à une correction. Un KI 

d‘une cassette d‘expression pourrait donc conduire à une plus forte correction phénotypique que 

la réparation génique, applicable chez le jeune et chez l‘adulte. 

D‘un point de vue règlementaire, le développement de produits pour la thérapie génique ciblée 

est compatible avec les textes règlementaires de l‘EMA et de la Food and Drug Administration 

(FDA), autorité équivalente aux USA. 

En parallèle des aspects règlementaires, il existe des questions d‘Ethique spécifiques des 

approches ciblées. Dans quelle mesure pouvons-nous modifier un locus précisément et de façon 

volontaire ? Quelles sont les modifications qui peuvent y être apportées ? Il est par exemple 

essentiel de repréciser la finalité exclusivement thérapeutique d‘une telle manipulation volontaire 

du génome et la seule manipulation possible des cellules somatiques. Ainsi, il sera nécessaire de 

vérifier l‘absence de modification des cellules germinales lors d‘édition de gène afin d‘en éviter 

la transmission à la descendance. 

Les essais cliniques en cours pour le traitement du sida et du glioblastome multiforme 

apporteront des premiers éléments de réponse qui permettront d‘envisager plus précisément les 

prochaines étapes du développement des stratégies de thérapie génique ciblée. 
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VII- Conclusion générale 

 

Ce travail de thèse nous a permis de mettre au point une méthode d‘optimisation de codons 

des séquences codant une paire de ZFNs pour permettre sa vectorisation par des vecteurs 

lentiviraux intégratifs et déficients pour l‘intégration. Ces outils sont utilisables pour des 

applications thérapeutiques et biotechnologiques : ils permettent d‘associer les avantages des 

ZFNs et des vecteurs lentiviraux. 

En parallèle, nous avons développé une étude préclinique de réparation génique in vivo pour le 

traitement des maladies métaboliques du foie. L‘utilisation de ZFNs et d‘un donneur vectorisés 

par des AAVr injectés in vivo chez des rats Gunn nouveau-nés nous a permis de démontrer la 

faisabilité d‘une stratégie de thérapie génique ciblée avec la modification de gène in situ reposant 

sur l‘utilisation de nucléases et de la RH. Il est désormais nécessaire d‘optimiser cette stratégie 

pour pouvoir envisager des applications thérapeutiques non limitées à des maladies pour 

lesquelles les cellules corrigées présentent un avantage sélectif. 
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Annexes 
 

 

Annexe I - Tableau des maladies génétiques à transmission 
mendéliennes mentionnées dans ce manuscrit 

 

 

 

Nom de la maladie Numéro OMIM 

β-thalassémie OMIM#613985 

Adrénoleucodystrophie liée à l‘X OMIM#300100 

Amaurose congénitale de Leber OMIM#204100 

Déficit en Adénosine Désaminase OMIM#102700 

Déficit en fumarylacétoacétate hydrolase OMIM#613871 

Déficit en lipoprotéine lipase OMIM#609708 

Déficit en ornithine-transcarbamylase OMIM#311250 

Déficit en α1-antitrypsine OMIM# 613490 

Déficit Immunitaire Combiné Sévère lié à 

l'X 

OMIM#300400 

Drépanocytose OMIM#603903 

Hémophilies A et B OMIM#306700 et OMIM#306900 

Hypercholestérolémie familiale de type Ia OMIM#143890 

Maladie de Crigler Najjar de type I et II OMIM#218800 et OMIM#606785 

Maladie de Gilbert 

 

OMIM#143500 

Maladie de Wiscott-Aldrich OMIM#301000 

Muccopolysaccharidose de type VII OMIM#253220 

Myopathie de Duchenne  OMIM#310200 

Trisomie 21, syndrome de Down OMIM#190685 

Xeroderma pigmentosum OMIM#278700 

 

http://www.omim.org/613490
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Annexe II - Surgical delivery of HDAd vectors improves correction of 
hyperbilirubinemia in Gunn rats  

 

Article soumis au journal Human Gene Therapy Methods le 23/12/2013 sous la forme d‘un Brief 

Report. 
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Abstract 

Helper-dependent adenoviral vectors (HDAd) are attractive vectors for liver-directed gene 

therapy because they can drive sustained high levels of transgene expression without chronic 

toxicity. However, high vector doses are required to achieve efficient hepatic transduction by 

systemic delivery due to a nonlinear dose response. Unfortunately, such high doses result in 

systemic vector dissemination and dose-dependent acute toxicity with potential lethal 

consequences. We previously demonstrated in nonhuman primates that delivery of HDAd in 

surgically isolated livers resulted in a significantly higher liver transduction with reduced 

systemic vector dissemination compared to intravenous delivery. This method resulted in a stable 

transgene expression for several years, but still required high doses of HDAd vector. Encouraged 

by these data, we have now employed a surgical vector delivery method in the Gunn rat, an 

animal model for Crigler-Najjar syndrome. Following vector delivery into the surgically-isolated 

liver, we showed phenotypic correction at the low and clinically relevant vector dose of 1x10
11

 

vp/kg. Hence, we obtained correction of hyperbilirubinemia and increased glucuronidation of 

bilirubin in bile for up to 1 year after vector administration. Surgical delivery of the vector was 

well tolerated without any sign of acute or chronic toxicity. This method of delivery could 

thereby be a safer alternative as compared to liver transplantation for long-term treatment of 

Crigler-Najjar syndrome type 1. 
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Introduction 

 

 Helper-dependent adenoviral (HDAd) vectors are very attractive for liver-directed gene 

therapy because they can drive long-term transgene expression from transduced hepatocytes. 

Following intravascular administration of Adenoviral (Ad) vectors, hepatocytes transduction 

follows a non-linear dose-response that can have important consequences on both safety and 

efficacy in rodent and nonhuman primates (Nunes et al., 1999; Morral et al., 2002). In mice, a 

dose of 1x10
11 

vp/kg resulted in barely detectable transgene expression whereas a dose of 1x10
12

 

vp/kg gave a disproportionately high level of transgene expression (Tao et al., 2001). 

Hydrodynamic injections of HDAd in mice allowed an improved liver transduction efficiency 

with reduced systemic toxicity (Brunetti-Pierri et al., 2005) and have been successfully 

recapitulated in rats (Dimmock et al., 2011). These results pave the way for HDAd-mediated 

liver gene therapy through hyperpressure delivery. Nevertheless, hydrodynamic injections as 

performed in rodents cannot be performed in humans for safety reasons. Hence, minimally 

invasive methods of liver occlusion have been successfully developed to mimic hydrodynamic 

injection of HDAd vector in non-human primates, allowing substantially high levels of 

hepatocytes transduction (Brunetti-Pierri et al., 2006). Moreover, these results indicated that 

higher liver transduction efficiency could be achieved with lower vector doses and with reduced 

systemic vector dissemination by delivering the vector into the surgically isolated liver. In 

addition, transgene expression has persisted for up to 7 years in nonhuman primates injected with 

HDAd vector by this delivery method without long-term adverse effects (Brunetti-Pierri et al., 

2013).Therefore, this surgical method may be attractive for severe inherited disorders 

particularly those in which invasive procedures, such as liver transplantation, remains the only 

therapeutic option available.  
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 Crigler-Najjar syndrome type 1 is a rare and severe inborn error of liver metabolism 

caused by total deficiency of uridine diphosphate glucuronosyltransferase isoform 1A1 

(UGT1A1), the enzyme responsible for the conjugation of bilirubin. As a result, affected patients 

present high serum levels of unconjugated bilirubin that cannot be excreted in the bile, thus 

accumulating in various organs, including the brain (Strauss et al., 2006). Jaundice is the clinical 

hallmark of the disease and results in elevated risks of irreversible, potentially lethal brain 

damage (referred to as kernicterus) that may occur at any time with serum bilirubin above 20 

mg/dl (342 mol/l). Patients are usually treated for extended hours with phototherapy that results 

in increased excretion of bilirubin. Phototherapy sessions are time-consuming (up to 14 

hours/day), thus significantly impairing the quality of life. Moreover, their efficacy decreases 

with aging. Although liver anatomy and histology are completely normal, patients with Crigler-

Najjar syndrome often undergo orthotopic liver transplantation to achieve correction of the 

enzyme deficiency. Therefore, alternative therapies are investigated to overcome the drawbacks 

related to shortage of donors, mortality and morbidity related with transplantation procedures, 

and risks of life-long immunosuppression. The small percentage of hepatocytes required for 

phenotypic correction (Fox et al., 1998), the availability of a spontaneous animal model (e.g. the 

Gunn rat), and the ease for biological assessment of therapeutic efficiency make Crigler-Najjar 

syndrome a paradigm for gene therapy of inherited liver diseases. Therefore, during the past two 

decades, several studies have documented the proof-of-principle of gene therapy for Crigler-

Najjar syndrome in the Gunn rat using various vectors, such as viral vectors based on retrovirus 

(Nguyen et al., 2007), lentivirus (van der Wegen et al., 2006; Schmitt et al., 2010), recombinant 

SV40 virus (Sauter et al., 2000), adenovirus (Askari et al., 1996; Toietta et al., 2005; Dimmock 

et al., 2011; Pastore et al., 2013), AAV (Seppen et al., 2006), and naked plasmid DNA (pDNA) 

(Danko et al., 2004; Jia and Danko, 2005). However, none of these approaches has clearly 

emerged for a long-term and complete cure of Crigler-Najjar syndrome type 1. 
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 In this study, we investigated the potential of surgical delivery of clinically-relevant low 

doses of HDAd vectors in the isolated liver to achieve long-term therapeutic correction of 

bilirubinemia in the Gunn rat model. Furthermore, to mimic hydrodynamic injections developed 

in rodents (Brunetti-Pierri et al., 2005; Dimmock et al., 2011), HDAd diluted in a high-volume 

of saline was delivered in surgically isolated livers. 
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Materials and Methods 

Animal studies 

 Animals were housed in the animal facilities of Nantes University Medical School 

(Nantes, France) and were maintained under a 12-hour light cycle, fed ad libitum, receiving 

human care according to the guidelines of the French Ministère de l'Agriculture. Male, 

homozygous (j/j) Gunn rats weighing 293 ± 30 g (age: 11-13 week-old) were used for the study. 

 

HDAd vector 

 HDAd-UGT1A1 has been previously described (Dimmock et al., 2011) and bears a liver-

specific PEPCK-WL expression cassette (Palmer and Ng, 2003; Brunetti-Pierri et al., 2006), 

driving the expression of human UGT1A1 gene. HDAd was produced in 116 cells with the 

helper virus AdNG163 as described elsewhere (Palmer and Ng, 2003). Helper virus 

contamination was determined as described elsewhere (Palmer and Ng, 2003) and found to be 

<0.05%. DNA analyses of HDAd genomic structure was confirmed as described elsewhere 

(Palmer and Ng, 2003). 

 

Vector administrations 

 All procedures were performed under isoflurane general anesthesia (3% [v/v] in air). 

Homozygous (j/j) Gunn rats were injected with a vector dose of 1x10
11

 vp/kg. For portal vein 

injection (PV), 0.3 ml of vector solution was injected intraportally over 1 minute, using a 30-

gauge needle and hemostasis was obtained by gentle compression at the site of injection (n=6). 

High-volume injection of HDAd vector in the surgically isolated liver (HIL procedure) was 

performed as previously described (n=6) (Dariel et al., 2009; Schmitt et al., 2010). Briefly, the 

liver was totally excluded from the systemic blood flow by clamping the hepatic afferent and 
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efferent vessels. The vector was infused in a large volume (8.9 ml/kg body weight) in the inferior 

vena cava (IVC) through a 30 gauge needle over 1 minute. We have previously shown that this 

volume corresponds to an intrahepatic pressure of 10 cm H2O by connecting a graduated water 

column to the catheter ((Dariel et al., 2009). The normal hepatic pressure is below 1 cm H2O. 

After 10 minutes of liver occlusion, blood flow was restored by declamping the suprahepatic 

IVC, the hepatic artery and PV, and then the infrahepatic IVC. IVC hemostasis was achieved 

either by compression with Surgicel® (Ethicon, Issy Les Moulineaux, France) or by 10/0 

suturing of the vessel. Control animals did not receive any injection or surgical procedure (n=4). 

 

Serum bilirubin and bilirubin conjugates 

 Blood was collected by retro-orbital sampling. Serum total bilirubin was measured in the 

routine biochemistry department of Nantes University Hospital. Bile was collected by bile duct 

cannulation after laparotomy at the time of sacrifice. The presence of monoglucuronide and 

diglucuronide bilirubin conjugates was determined by alkaline methanolysis as previously 

described (Muraca and Blanckaert, 1983).  

 

Hepatic vector genome copy determination 

 Total DNA was extracted from tissue samples using phenol-chloroform extraction and 

quantified by measuring the absorbance at 260 nm. Quantitative real time PCR was performed 

using the LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche) in a total volume of 20 μl 

(10 μl master mix, 2 µl primer forward 10 µM, 2 µl primer reverse 10 μM, 6 μl H2O) with 100 

ng of template DNA using HDAd specific primers: Forward 5‘-

TCTGAATAATTTTGTGTTACTCATAGCGCG-3‘  

Reverse 5‘-CCCATAAGCTCCTTTTAACTTGTTAAAGTC-3‘. Cycling conditions consisted in 

heating at 95°C for 10 minutes followed by 45 cycles at 95° C for 10 seconds, 60° C for 7 
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seconds, and 72° C for 20 seconds. Serial dilutions (10
7
 to 10

1
 copies) of the plasmid pΔ21.7-

PWL-hUGT1A1 bearing the PCR target sequence were used as a control to determine the 

amounts of HDAd and results were analyzed with LightCycler software version 3.5 (Roche). 

 

Statistical analysis 

 Data are expressed as mean values ± standard deviations in the bar and line plots. 

Statistical analyses were made using the GraphPad Prim® 5.04 software for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical significance was assessed using the Wilcoxon 

matched-pairs signed rank test for quantitative values inside one group of animals, and the 

Mann-Whitney test for comparisons between groups. A p-value <0.05 was considered 

statistically significant. 

 

Results 

 The HIL and PV injection procedures were both well tolerated by the rats. None of the 

treated animals died and they all recovered from the surgical procedure within 24 hours. During 

the 1st year of observation after vector administration, none of the rats developed appreciable 

clinical signs of illnesses and there was no evidence of tumor formation on necropsy. Liver 

histology was normal at sacrifice. ALT increased slightly, albeit not significantly, at 48 hours 

and 7 days post-injection without reaching values above the normal range in rats undergoing 

either HIL or PV injection: mean ALT values rose from a pre-operative 0.68 +/- 0.06 kat/l to 

1.49 +/- 1.26 kat/l at day 7 in the HIL group (non statistically significant, NS), and from 0.63 

+/- 0.30 kat/l to 2.20 +/- 3.44 kat/l in the PV group. 

 To investigate the therapeutic efficacy of the injections, serum bilirubin levels were 

monitored over time. As shown in Fig. 1, there was a peak of bilirubin at 48 hours, that might 

result from the surgical procedure, in both the HIL group as well as in the PV group (201.8+/-

javascript:popRef('f3')
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29.9 mol/l versus 204.5 /- 77.14 mol/l respectively, NS). From day 7 up to the end of the 

study, there was a marked (over 90%) reduction of baseline bilirubin levels in the HIL group, 

reaching normal levels during the first two months. Thereafter, there was a sustained 70% 

reduction of baseline serum bilirubinemia at levels just above the threshold of the normal range. 

In this HIL group, all serum bilirubin measurements post-vector administration were 

significantly lower than the baseline values (p=0.03). Similarly, mean serum bilirubin values in 

the PV group decreased at day 7 post-injection but never fell below 50 mol/l (nadir set at 59.3 

+/- 14.2), which corresponded to a 53% reduction of baseline measurements. They were 

significantly lower than initial bilirubin values only during the first month post-injection. At the 

time of sacrifice, serum bilirubin in the HIL group was significantly lower than the PV group 

(p=0.026). In contrast to rats injected with the HDAd, serum bilirubin in the control group 

always remained elevated with values up to 150 mol/l. Hence, serum bilirubin levels in both 

HIL and PV groups were significantly lower than in the control group throughout the entire 

period of observation (p=0.024). We then looked for inter-individual disparities of serum 

bilirubin levels among the rats of the HIL group. The two rats with serum bilirubin values up to 

50 mol/l at day 360 (respectively 88 and 83 mol/l) failed to show a reduction below 20 mol/l 

at day 7 and ≤ 10 mol/l at day 14 or 28 post-injection. No correlation could be found between 

the increase of serum bilirubin levels and the growth of the rats or signs of liver damage: ALT 

levels at day 360 were not more elevated in these 2 rats than in others of the HIL group, nor 

different from the ones in the PV group. Taken together, these results suggest that the 

transduction efficiency was reduced in these two animals. 

 At the time of sacrifice at day 360 post-vector administration, bile was collected by bile 

duct cannulation and liver lobes were harvested for the evaluation of transduction efficiency. No 

significant difference of HDAd genome copies was detected by quantitative PCR between the 

liver lobes of injected rats and between the different methods of vector delivery (Fig. 2), These 

javascript:popRef('f5')
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results suggest that HIL procedure resulted in higher transduction of hepatocytes compared to 

PV injection. Bile samples were analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC) 

(Fig. 3A). Because Gunn rats are homozygous for a frameshift mutation in the UGT1A1 gene, 

they lack completely of bilirubin conjugation activity and no bilirubin conjugates ca be detected 

in their bile (Fig. 3). Bilirubin mono- and di-conjugates were present in the bile of both HIL and 

PV groups at a mean proportion of 70.7±36.7% and 36.5±37.1%, respectively (Fig. 3B). Both 

were significantly higher than control uninjected Gunn rats, but in contrast to the HIL group, 

bilirubin conjugates in the PV group remained significantly lower than the 95.4±0.8% level of 

the wild-type group (p=0.024). 
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Discussion 

 In the present study, we showed that HDAd delivery into surgically isolated livers 

resulted in an improved correction of hyperbilirubinemia compared to the injection of the same 

vector at the same dose in the PV. This proceeds from multiple factors. First, injection of HDAd 

vectors after vascular exclusion of the liver from the systemic circulation increases vector 

retention in the target organ. Second, increased intrahepatic pressure could force HDAd particles 

to cross the endothelial barrier (Brunetti-Pierri et al., 2005). Ad vector particles injected into the 

bloodstream must cross the liver endothelium through liver sinusoids fenestrations, before 

reaching the hepatocytes in the space of Disse. Liver fenestrations have been previously shown 

to play an important role in Ad-mediated liver transduction (Brunetti-Pierri et al., 2005; Vetrini 

et al., 2010). In rodents as in humans, the mean diameter of the fenestrations is about 100 nm, 

which is also the mean size of Ad particles (Lievens et al., 2004; Snoeys et al., 2007). Injection 

of HDAd into the liver after complete vascular exclusion results in an increase of intrahepatic 

pressure that mechanically forces viral particles through the fenestrations, resulting in a higher 

hepatocyte transduction (Brunetti-Pierri et al., 2005; Brunetti-Pierri et al., 2007).  

In the present study, vector injection performed in surgically occluded livers resulted in 

improved correction of hyperbilirubinemia in Gunn rats that was sustained for up to 1 year post-

vector administration. Our previous studies in nonhuman primates have showed that HDAd 

delivered by a similar surgical procedure resulted in transgene expression for several years 

following vector administration but at a higher dose of 1x10
12

 vp/kg (Brunetti-Pierri et al., 2006; 

Brunetti-Pierri et al., 2013). There is no model of Crigler-Najjar syndrome in nonhuman 

primates that could be used to assess the therapeutic efficiency of the procedure. In these 

previous studies, intrahepatic hyper pressure was first achieved before HDAd injection, while in 

our present method the intrahepatic pressure was directly obtained by injection of high volumes 
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of saline solution containing the HDAd. Hence, our present study supports the efficacy of 

HDAd-mediated gene therapy to achieve long-term expression of UGT1A1 that results in 

sustained correction of hyperbilirubinemia with low and clinically relevant doses of vector that 

fall below the dose of 6x10
11

 vp/kg which was found to be lethal in one human subject (Raper et 

al., 2003). Gunn rats tolerated well the HIL procedure. Nevertheless, liver toxicity is expected to 

be less invasive in humans in whom intra-hepatic vector delivery can be performed through 

endovascular interventions (van Etten et al., 2004). Thus, our results might pave the way to 

preclinical studies in nonhuman primates to evaluate liver toxicity of HIL approach with low 

HDAd dose of 1x10
11

 vp/kg.  

Taken together, these studies support the application of such a vector delivery method for 

Crigler-Najjar syndrome type I. This approach is still less invasive than liver transplantation and 

may lead to long-term therapeutic levels of transgene expression without chronic toxicity. 

Moreover, the procedure-related risk may be reduced by the use of a percutaneous occlusion 

balloon catheter placed in the IVC but this procedure is more difficult to investigate in the rat 

model (van Etten et al., 2004). Ultimately, this gene therapy approach of HDAd delivery in the 

occluded liver could find its application in the treatment of hereditary liver diseases not resulting 

in hepatocytes death.  

 In conclusion, we have described a simple surgical procedure to improve the therapeutic 

index of HDAd vectors for Crigler-Najjar syndrome type I gene therapy. Transient blood flow 

occlusion and increased intrahepatic pressure are both likely to contribute in increasing the 

efficiency of liver gene transfer.  
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Figure legends 

Figure 1: Serum bilirubin levels in injected Gunn rats. Rats received HDAd vectors encoding 

hUGT1A1 under the control of a liver-specific promoter at a dose of 1x10
11

 vp/kg. Vector 

solution was injected by the isolated liver surgical procedure (HIL injection, n=6) or portal vein 

injection (PV injection, n=6). A control group was composed by uninjected animals not 

undergoing any injection procedure (n=4). Each value plotted represents mean±SD. The spotted 

line represents the therapeutic threshold of bilirubinemia (30 μM). Significant disparities in 

bilirubin values between the HIL and the PV groups are represented by "*".  

 

Figure 2: Vector genome copy number in the liver determined by quantitative PCR at the time 

of sacrifice. Values are presented as mean ± SD. 

 

Figure 3: Analysis of bile derivatives at 1 year post-injection. (A) Representative results of bile 

pigments by HPLC analysis. (B) The graph represents the proportions of biliary non conjugated 

(NC) bilirubin and mono (MC) and diglucuronides (DC) determined by HPLC in the different 

groups of rats compared to controls. Values are expressed as mean ± SD. Control, untreated 

homozygous jaundiced Gunn rat; WT, wild-type rat; PV, Gunn rat after portal vein injection of 

HDAd ;  HIL, Gunn rat after HIL injection of HDAd. 
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Mise au point de stratégies d’édition de gène à l’aide d’endonucléases artificielles  

pour le traitement des hépatopathies héréditaires :  

application à la maladie de Crigler Najjar de type I 
 

 

La maladie de Crigler Najjar de type I est une maladie métabolique du foie due à un déficit total en 

UDP-glucuronosyl transférase A1 (UGT1A1). Chez les patients, Dans cette maladie, une mutation du 

gène codant l‘enzyme UGT1A1 entraîne une hyperbilirubinémie non conjuguée responsable d‘un 

ictère. Le traitement actuel repose sur une photothérapie, voire une transplantation hépatique. Cette 

maladie représente un paradigme pour la thérapie génique des maladies héréditaires du foie.  

Une guérison du modèle animal spontané de CNI, le rat Gunn, a été obtenue par thérapie génique 

d‘addition avec des vecteurs viraux. Cependant, ces approches présentent notamment le risque 

potentiel de mutagenèse insertionnelle. Ces inconvénients font apparaître l‘intérêt du développement 

de nouvelles approches de thérapie génique ciblée. Les nucléases à doigts de zinc (ZFNs) et les 

Transcription Activator-like Effectors Nucleases permettent la modification du génome à façon par 

correction génique notamment. La première partie de la thèse a consisté à développer un système de 

vectorisation virale de ZFNs avec des vecteurs lentiviraux et AAV. Dans un second temps, nous avons 

utilisé les outils développés pour mettre au point une stratégie de réparation génique in vivo de 

l‘UGT1A1 chez le rat Gunn. Cette stratégie a permis une correction subthérapeutique de la 

bilirubinémie. Ce projet a démontré la faisabilité d‘une stratégie de thérapie génique ciblée pour les 

maladies héréditaires du foie. Cela offre de nouvelles possibilités de thérapie génique avec une 

meilleure spécificité et une amélioration de la biosécurité.  
 

Mots-clés : thérapie génique, endonucléases artificielles, maladies métaboliques du foie, Zinc Finger 

Nucléases, Rat Gunn, Crigler Najjar, réparation génique, vecteur viral 

 

Development of gene editing strategies using artificial endonucleases 

for the treatment of liver inherited diseases: application to Crigler Najjar type I disease  
 

 

Crigler Najjar type 1 (CNI) disease is a liver metabolic inherited disease due to UDP-glucuronosyl 

transferase (UGT1A1) enzyme deficiency. The patients have a mutation into the UGT1A1 gene 

responsible for an unconjugated hyperbilirubinemia that lead to an icterus. They are treated with 

phototherapy and liver transplantation. CNI is a paradigm for liver inherited diseases. Gene therapy 

represents a new hope for the treatment of such diseases. Lifelong cure of the Gunn rat model of CNI 

has been obtained through gene therapy with viral vectors. However, there are still drawbacks, such as 

risks of insertional mutagenesis. Thus, it is important to develop strategies of targeted gene therapy. 

Zinc Finger Nucleases (ZFNs) and Transcription Activator-like Effectors Nucleases (TALENs) allow 

targeted genome editing, through gene repair for example. They induce a specific DNA double strand 

break that promotes the insertion of an exogenous custom DNA donor through homologous 

recombination. The first part of this thesis consisted in the development of lentiviral and AAV vectors 

to deliver a whole ZFNs pair. The second part consisted in using these tools for in vivo gene repair in 

the Gunn rat. We showed that the endogenous mutation of UGT1A1 gene in the Gunn rat can be 

repaired in vivo at a level sufficient to obtain a subtherapeutic effect. Such recent strategies may offer 

safer therapeutic options to treat inherited monogenic diseases. 

 

Keywords: gene therapy, artificial endonucléases, liver inherited diseases, Zinc Finger Nucleases, Gunn 

rat, Crigler Najjar, gene repair, viral vector 
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