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PREAMBULE

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thése ont été réalisés sous la direction du Docteur
Fabienne Rolling, dans le Laboratoire de Thérapie Génique INSERM UMR 649, qui est dirigé par le
Docteur Philippe Moullier.

L’UMR 649 a pour but la mise au point de protocoles de thérapie génique pour les maladies
génétiques orphelines affectant la vision, ainsi que les fonctions motrices et cognitives. La

thérapie génique consiste en [’utilisation de génes médicaments pour corriger les
disfonctionnements cellulaires a I’origine de ces maladies, et idéalement restaurer complétement les
fonctions physiologiques affectées chez les patients. Afin de transporter ces genes médicaments dans
les cellules malades des patients, les chercheurs de I'UMR 649 utilisent des vecteurs viraux
recombinants, c’est-a-dire des virus produits en laboratoire, porteurs de genes médicaments, mais qui
sont désarmeés de leur pouvoir pathogene naturel. L’objectif final est de transposer en clinique ces
protocoles de thérapie génique apres avoir validé expérimentalement leur efficacité et leur innocuité

dans différents modeles animaux.

L’equipe de recherche dirigée par le Dr. Rolling, s’intéresse au traitement des maladies
héréditaires de la rétine qui induisent des cécités totales ou partielles, et en particulier aux rétinites
pigmentaires (RP). Celles-ci affectent environ 1 individu sur 4000(Berson, 1993; Hartong et al.,
2006), et induisent la dégénérescence de la rétine qui est le tissu sensoriel au centre de la fonction
visuelle. D’une part, nous évaluons le phénotype de nouveaux modeles animaux qui sont porteurs de
mutations sur des génes homologues a ceux impliqués dans les RP humaines. Ceci est réalise a I’aide
de différentes approches moléculaires, histologiques, ophtalmologiques, et comportementales.
D’autre part, nous évaluons différentes stratégies d’optimisation du transfert de gene dans la rétine a
I’aide de nouveaux vecteurs viraux dérivant des virus adéno-associés (AAVr). Finalement, nous
déterminons I’efficacité et I’innocuité de ces différentes stratégies pour le traitement des RP, dans
des modeles petits et gros animaux.

Les AAVTr constituent le vecteur de choix pour la thérapie génique dans de nombreux tissus,
dont la rétine. Les vecteurs AAVr dérivent de virus non pathogénes dont la biologie est relativement
bien connue. lls sont capables de transduire, une grande variété de types cellulaires. De plus, ceux-ci
n’induisent pas ou peu de toxicité in vivo, tout en permettant une expression stable et a long terme du
transgene. En outre, la découverte de nouveaux sérotypes d’AAVr et leur évaluation in vivo dans la
rétine ont mis en évidence leur capacité a cibler spécifiguement un ou plusieurs types cellulaires

rétiniens. Récemment, plusieurs laboratoires ont montré en clinique humaine, I’innocuité et le
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bénéfice thérapeutique de telles approches pour le traitement de la RP associée a la mutation RPE65
(MacLaren, 2009). De ce fait, les vecteurs AAVr ont émergé depuis deux décennies comme des

outils de choix pour le traitement des pathologies rétiniennes d’origine génétique.

Cependant, le succes de ces stratégies dépend de fagon cruciale de leur capacité a induire un niveau
d’expression adéquat du transgene thérapeutique, dans I’ensemble des tissus et cellules affectés. Ce
parametre a été montré comme crucial au cours de nombreuses études de thérapie génique conduites
en particulier chez le petit et le gros animal, ainsi que chez I’humain. Or, le niveau d’expression du
transgéne dans les cellules ciblées est conditionné par 2 facteurs : (1) la capacité des vecteurs viraux
tel que I’AAVr a transduire les cellules ciblées, c'est-a-dire a y entrer pour transporter le transgéne
thérapeutique dans leur noyaux, et (2) la capacité de la cassette d’expression portant le transgene
thérapeutique a induire son expression de facon stable et a un niveau suffisant pour avoir un effet

thérapeutique.

Il semble crucial, afin d’améliorer I’effet thérapeutique des protocoles actuels de thérapie génique,
d’optimiser ces protocoles sur plusieurs points. (1) Le mode d’administration des vecteurs AAVT,
afin de favoriser la distribution du vecteur dans tous les tissus d’intérét. (2) La specificité du
tropisme des AAVT, pour limiter sa biodispersion et restreindre la transduction aux seules cellules
d’intérét. (3) L’efficacité des vecteurs AAVr a transduire les cellules d’intérét, éventuellement a
I’aide de nouveaux sérotypes d’AAVr plus performants. (4) L’optimisation de I’efficacité des
cassettes d’expression, et en particulier de leur promoteur qui conditionne I’expression du transgéene

thérapeutique.

Le travail de cette thése a porté sur I’étude et I’optimisation du transfert de géne dans la
rétine, a I’aide de vecteurs AAV recombinants. Nous nous sommes particulierement intéressés au
transfert de gene dans les cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) et dans les
photorécepteurs. Ces 2 types cellulaires forment dans la rétine une unité fonctionnelle indissociable,
qui est impliquée dans la détection de la lumiére et sa conversion en message nerveux. Les cellules
de I’EPR et les photorécepteurs sont la cible de nombreuses pathologies dégénératives, entre autres
d’origine génétiques, et représentent donc des cibles importantes pour le développement de nouvelles

approches thérapeutique, et en particulier par transfert de géne in vivo.

D’une part, nous avons évalué un nouveau mode d’administration in vivo des vecteurs AAVr afin de
transduire la rétine, et en particulier les cellules de I’EPR et les photorécepteurs. Ce mode
d’administration se distingue par I’injection intraveineuse des vecteurs AAVT, a I’inverse des modes
d’injection traditionnels qui consistent a injecter ces vecteurs localement et directement dans I’ceil.

L’objectif de cette étude est d’évaluer pour différents sérotypes de vecteurs AAVr double brin, leur
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capacité et leur efficacité a transduire la rétine aprés administration intraveineuse, que ce soit a la
naissance ou a I’age adulte, et dans différents modéles petits et gros animaux. Nous avons évalué
I’efficacité de ce transfert de géne a plusieurs niveaux : (1) la capacité a transduire la rétine dans les 2
yeux simultanément aprés une seule injection intraveineuse, (2) la capacité a transduire les cellules
de I’EPR et les photorécepteurs, et (3) la capacité a transduire la rétine de facon étendue, c'est-a-dire
sur une grande partie de sa surface totale. Nous avons comparé I’efficacité de ces différents sérotypes
chez le rat, le chien et le chat, afin de prendre en compte les variations de tropisme découlant des
variations anatomiques et developpementales inter-especes. Cette approche nous semble
particulierement intéressante, car elle permettrait, aprés une seule injection intraveineuse, de réaliser
un transfert de gene thérapeutique dans différents organes simultanément (rétine, systeme nerveux
centrale, muscles, cceur...), qui sont affectés par de nombreuses maladies génétiques dégénératives

syndromiques (maladies métaboliques...).

D’autre part, nous avons étudié I’influence de la lumiére environnementale sur I’expression
de plusieurs génes rapporteurs dans la rétine, aprés transfert de géne a I’aide de vecteurs AAVr
simple brin (sSAAV). La pertinence de cette étude réside dans le fait que le succeés des stratégies de
thérapie génique, que ce soit dans la rétine ou dans d’autre organe, est conditionnée par I’expression
stable du transgéene thérapeutique dans les cellules ciblées, et a un niveau ni trop faible, pour
permettre un effet thérapeutique, ni trop fort, pour éviter une éventuelle toxicité. Or, I’activité
physiologique et transcriptionnelle des photorécepteurs et des cellules de I’EPR a été montrée
comme fortement régulée par les variations de la lumiere environnementale, via I’activation et
I’inactivation de la cascade de phototransduction et des voies de signalisation cellulaires associées.
Dans notre étude, nous avons évalué I’impact d’une exposition prolongée a la lumiere, sur
I’expression de ces genes rapporteurs dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs, lorsque ces
transgénes sont sous le contrdle de différents promoteurs. Notre étude s’est focalisee sur 3
promoteurs recombinants utilisés couramment en transfert de gene dans la rétine : le promoteur
recombinant CMV (cytomégalovirus), qui est ubiquitaire et d’origine virale, et les promoteurs
rhodopsine et rhodopsine kinase qui sont tissu specifique et d’origine mammifére. Cette étude a porté
plus particulierement sur le promoteur CMV dont I’activation et I’inactivation ont été décrites dans
d’autres contextes expérimentaux, comme régulées par des voies de signalisation cellulaires

similaires ou identiques a celles modulées par la lumiere dans les photorécepteurs.
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INTRODUCTION

L’introduction de ce manuscrit a pour objectif de présenter les avancées et les limites du transfert
de géne dans la rétine a I’aide des vecteurs viraux, et plus particulierement des vecteurs AAVr. Ces
vecteurs seront principalement présentés dans le contexte de la thérapie génique et des maladies
dégénératives héréditaires de la rétine. De ce fait, I’introduction est découpee en trois parties. (1) La
présentation de la physiologie de I’eil et de la rétine, ainsi que des principales pathologies
génetiques responsables des dégénérescences de la rétine qui pourraient bénéficier de la thérapie
génique. (2) Une présentation générale de la thérapie genique, ainsi qu’une description des
principaux vecteurs viraux utilisés pour réaliser le transfert de gene dans la rétine. Les principales
stratégies expérimentales d’optimisation de ce transfert de géne seront ensuite abordées. (3) Une
présentation des principales études de thérapies géniques portant sur les maladies dégénératives de la
rétine, qu’elles soient restreintes a la rétine et donc de type non-syndromique, ou qu’elles affectent

d’autres organes en paralléle et donc de type syndromique.

1. Anatomie, physiologie et pathologies de I’®il et de la rétine

1.1. Anatomie et physiologie de I’ceil

L’ceil est I’organe spécialisé dans la détection de la lumiére. Il est au centre de la fonction
visuelle. Son organisation fonctionnelle et histologique est tres conservée parmi les mammiféres
(figure 1).

L’ceil est enveloppé par deux tuniques. La sclere lui donne sa couleur blanche et sa rigidité.
L’uvee est le manteau intermeédiaire qui contient entres autres la choroide. Intérieurement, I’ceil
s’organise anatomiquement en 2 compartiments delimités par le cristallin. Le segment antérieur de
I’eil a pour role de guider et de réguler I’entrée de la lumiere dans I’eil. Le segment postérieur,
quant a lui, a pour réle de détecter les photons et de les convertir en message nerveux pour qu’ils

soient adressés au cerveau.
1.1.1. Le segment antérieur

La cornée est un tissu conjonctif transparent. Elle délimite la partie antérieure de I’eil et constitue le

premier élément réfractif de I’ceil.
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Figure 1. Structure schématique de I’ceil humain en coupe sagittale.

L’ceil est I’organe sensoriel central dans la fonction visuelle. Il est composé de structures optiquement actives, la
cornée et le cristallin, qui permettent la convergence des rayon lumineux sur la rétine.

La rétine est un tissu trés fin, plagué sur la face interne et postérieure de I’eil. La rétine permet la conversion de
I’information lumineuse en signaux électriques. Ces signaux électriques sont ensuite transportés vers le tractus
optique, via le nerf optique.

L’ceil est composé de plusieurs compartiments liquidiens. La chambre antérieure est un compartiment contenant
I’humeur aqueuse. La chambre antérieure est délimitée en avant par la cornée, et en arriere par I’iris. La
chambre postérieure contient aussi I’humeur aqueuse, et elle est délimitée par I’iris en avant et par le cristallin
an arriére. Le vitré est localisé dans le segment postérieur de I’ceil, et occupe la majorité du volume de I’eil.

La vascularisation de I’ceil et de la rétine est assurée par deux réseaux vasculaires : la vascularisation intra-
rétinienne et la vascularisation choroidienne.

Illustrations issues de Webvision, Université de I’Utah aux USA (http://webvision.med.utah.edu/).
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L’iris est un diaphragme pigmenté, il est compose de cellules épithéliales et de fibres musculaires
lisses. L’iris est perforé centralement par la pupille dont I’ouverture varie pour moduler la quantité de

lumiere qui pénétre dans I’ceil.

Le cristallin est une lentille biconvexe. Les muscles ciliaires permettent sa déformation et donc de

faire varier sa force de convergence.

Les corps ciliaires sont une extension de la choroide, et forment un tissu circonférentiel en arriére de
I’iris. 1ls sont composes des muscles ciliaires et des processus qui sécrétent I’humeur aqueuse dans

I’ceil.
La chambre antérieure de I’eil correspond a I’espace situé entre la cornée et I’iris.
La chambre postérieure de I’ceil correspond a I’espace entre I’iris et le cristallin.

Les chambres antérieures et postérieures de I’ceil sont remplies par I’humeur aqueuse. Celle-ci est
sécrétée par les corps ciliaires. L’humeur aqueuse est résorbée soit via la voie uvéo-sclérale, soit via

le trabéculum et le canal de Schlemm (figure 1).

Les chambres antérieures et postérieures de I’ceil sont en communication avec le vitrée, permettant

ainsi la diffusion des facteurs solubles d’un compartiment a I’autre.
1.1.2. Le segment postérieur

Le vitrée est un gel trés hydraté transparent qui occupe 80% du volume de I’ceil. C’est la principale
matrice extracellulaire de I’ceil, le vitré lui donne sa forme et son volume. C’est un compartiment
acellulaire, a I’exception des cellules hyalocyte de type macrophagique. Le vitré est composé

essentiellement d’eau, ainsi que de fibrilles de collagene (Le Goff and Bishop, 2008).

La rétine est une fine membrane pigmentée qui tapisse I’arriére de I’ceil et recouvre les trois quarts
de la surface interne du globe oculaire. Son épaisseur varie de 100 a 200um selon I’espéce (Masland,
1986). C’est une structure neurosensorielle, qui détecte la lumiére puis la converti en message
nerveux dans les photorécepteurs, par le phénomene de phototransduction. Avant d’envoyer ce
message nerveux au cortex visuel, la rétine assure la filtration et le traitement préliminaire de

I’information visuelle (cf 1.2.2).

La choroide est une structure conjonctive hautement vascularisée sous la rétine, et localisée entre
cette derniere et la sclere (figures 2 et 3). Son épaisseur varie entre 50 a 200um selon I’espéce, I’age
et la localisation dans I’ceil (Nickla and Wallman, 2010). Elle recouvre la totalité de la rétine a

I’exception du nerf optique. La choroide se prolonge dans le segment antérieur de I’ceil par les corps
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ciliaires. La choroide assure 90% de I’oxygénation et de I’apport en nutriments de la rétine (Nickla

and Wallman, 2010). Chez I’homme, elle est pigmentée afin d’absorber les photons résiduels non

retenus par la rétine.

Histologiquement, elle s’organise en quatre a cing structures superposées (figure 3) : la membrane

de Bruch qui est en contact avec I’EPR, le choriocapillaris, les couches vasculaires a vaisseaux de

moyennes et grandes tailles, et finalement la suprachoroide qui est en contact avec la sclere.

>

La membrane de Bruch est une structure conjonctive de faible épaisseur séparant les cellules
EPR du reste de la choroide. La membrane de Bruch est formée de trois couches de fibres
conjonctives superposées, délimitées par les membranes basales associées aux cellules EPR et

aux cellules endothéliales du choriocapillaris (Booij et al., 2010a).

Le choriocapillaris est une couche fine de vaisseaux sanguins organisés en réseaux hautement
anastomosés. Les parois de ces capillaires sont fenétrées, avec des pores positionnés
exclusivement face a I’EPR (figure 3) (Bill et al., 1983; McLeod et al., 2009). La permeabilité
importante du choriocapillaris permet le passage de protéines et de fluides entre I’EPR et le
choriocapillaris, ainsi que la création d’un gradient de pression oncotique favorisant ces échanges

suite a I’accumulation de protéines sous I’EPR.

Les couches vasculaires de moyenne et grande taille, dites respectivement de Sattler et Haller,

sont occupées essentiellement par des vaisseaux et de nombreuses cellules immunocompétentes.

La suprachoroide est une structure conjonctive dans laquelle sont présentes des structures
lymphatiques qui sont appelées « les lacunes » (De Stefano and Mugnaini, 1997; Poukens et al.,
1998).

Le tapis est une structure réfléchissante présente en arriere de la rétine chez certains vertébrés,
tel que le chat ou le chien (Ollivier et al., 2004), mais absente chez I’humain, la souris et chez le
rat (Nakaizumi, 1964a). Son role est de renvoyer vers la rétine la lumiére non absorbée par celle-

ci afin d’augmenter sa capacite de détection.
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Figure 2. Structure de la rétine en coupe transversale.
Structure schématique de la rétine (droite) et coupe histologique transversale d’une rétine humaine (gauche).

La rétine est organisée en plusieurs couches cellulaires et synaptiques, qui forment des structures paralleles. La
couche des cellules ganglionnaires (CG) est située dans la partie inférieure de ces illustrations. Les axones des
cellules ganglionnaires forment le nerf optique, tandis que leurs dendrites forment des synapses avec les cellules
bipolaires et amacrines dans la couche plexiforme interne (CPI). Les cellules bipolaires, amacrines et
horizontales forment la couche nucléaire interne (CNI). Ces cellules forment a leur tour des synapses avec les
photorécepteurs, au niveau de la couche plexiforme externe (CPE). Les photorécepteurs sont eux-méme situés
dans la couche nucléaire externe (CNE). Les cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) sont
directement en contact avec les photorécepteurs dont les segments externes sont invaginés dans les
microvillosités apicales des cellules de I’EPR. Sur la face externe de la rétine, on trouve directement la choroide
puis la sclere.

Illustrations issues de Webvision, Université de I’Utah aux USA (http://webvision.med.utah.edu/).
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Figure 3. Schéma de la choroide en coupe transversale.

La choroide est une structure tres vascularisée, située en arriere de la rétine, entre I’épithélium pigmentaire
rétinien (EPR) et la sclére. La choroide est composée d’une structure conjonctive (la membrane de Bruch), et de
nombreuses structures vasculaires et lymphatiques (choriocapillaris, couches des vaisseaux moyens et larges, la
suprachoroide).

Illustrations issues de Nickla and Wallman 2010 Progress in Retinal and Eye Research.
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1.2 Anatomie et physiologie de la rétine

La rétine est constituée de la neurorétine - qui est une composante nerveuse - et de I’épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) - qui est une composante épithéliale (figure 3). La neurorétine est
constituée de plus de 50 types de neurones, plus ou moins différents anatomiquement,
physiologiquement ou fonctionnellement, tandis que I’EPR est constitué d’un type unique cellulaire
épithélial. Ces deux structures trés spécialisées ont des roles différents, mais elles sont
fonctionnellement indissociables. L’organisation anatomique et fonctionnelle de la rétine est tres

conservée parmi les vertébrés (Yau and Hardie, 2009) (figure 2).
1.2.1 L’organisation histologique de la rétine

Histologiquement, la rétine est une structure laminaire organisee en 7 couches nucléaires et
synaptiques (figure 2) (Masland, 2001a; Sanes and Zipursky, 2010). Depuis la partie externe de la
rétine qui fait face a la choroide, vers la face interne qui fait face a la choroide, on trouve

successivement :

> La couche de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR). L’EPR est un épithélium uni-stratifié
composé de cellules hexagonales, pigmentées par des vésicules de mélanine. Celles-ci sont
compactées jointivement par des jonctions serrées qui forment collectivement une zonula
occludens continue au niveau de I’EPR. Les cellules de I’EPR sont organisées en domaines
apicaux et basaux morphologiquement et fonctionnellement distincts. Au niveau apical, les
cellules de I’EPR forment des microvillosités dans lesquelles viennent s’emboiter les segments
externes des photorécepteurs. Au niveau basal, les cellules de I’EPR sont en contact avec la
choroide, et plus précisément avec la membrane de Bruch. Cette organisation anatomique est
essentielle a leurs fonctions de transports bidirectionnels de métabolites entre la choroide et la

neurorétine.

» La couche des segments externes et internes des photorécepteurs (SE/SI). Les SE constituent
le domaine cellulaire des photorécepteurs spécialisés dans la détection de la lumiére. lls sont
organisés en repliements membranaires empilés de facon compacte, dans lesquels sont ancrés les
differents facteurs cellulaires nécessaires a la détection de la lumiére. Les Sl constituent le
domaine cellulaire dans lequel sont concentrés de nombreuses mitochondries et ribosomes
nécessaires a la formation et a la fonction des SE. En outre, les S| sont solidarisés jointivement
entre eux et avec les cellules de Miller, par des jonctions serrées pour former une Zonula

Adherens continue sur toute la surface d la rétine, c’est la membrane limitante externe (MLE).
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La couche nucléaire externe (CNE). La CNE est constituée du corps cellulaire des
photorécepteurs. Les corps cellulaires des photorécepteurs de type batonnets sont localisés dans
la partie externe de la CNE, proche des SE/SI. Les corps cellulaires des photorécepteurs de type
cones sont a I’inverse, localisés dans la partie interne de la CNE, au contact de la couche
plexiforme externe. Les photorécepteurs sont au nombre d’environ 100 millions dans la rétine
humaine (Curcio et al., 1990). Parmi ceux-ci 95% sont de type batonnet, alors que seulement 5%
sont de type cone (Curcio et al., 1987; Curcio et al., 1990). En outre, I’épaisseur de la CNE est
décroissante depuis le centre de la rétine vers la périphérie. La densité cellulaire des

photorécepteurs de type cone est forte au centre de la rétine, et faible dans le reste de la rétine.

La couche plexiforme externe (CPE). La CPE est formée de neurites et de synapses, et
correspond a la projection des axones des photorécepteurs sur les dendrites des cellules bipolaires
et horizontales.

La couche nucléaire interne (CNI). La CNI est essentiellement constituée du corps cellulaires
des cellules bipolaires, amacrines et horizontales. On y trouve aussi le corps cellulaire des
cellules de Muiller dont les processus cellulaires enveloppent les neurites et le corps cellulaire des

neurones et des photorecepteurs.

La couche plexiforme interne (CPI). La CPI est constituée des neurites et des synapses entre les

cellules amacrines, bipolaires et ganglionnaire.

La couche des cellules ganglionnaires (CG). La CG est constituée du noyau des cellules
ganglionnaires, dont les axones courent a la surface interne de la rétine pour former le nerf
optique. Au-dessus de la CG, on trouve les axones des cellules ganglionnaires, puis la membrane
limitante interne (MLI) qui isole la rétine du vitré. La MLI est formée par une membrane basale
de plusieurs centaines de nanomeétres d’épaisseur et la projection des podocytes des cellules de
Maller.

122 L’organisation fonctionnelle de la rétine

Fonctionnellement, on distingue plusieurs régions fonctionnellement différentes dans la rétine.

(1) La papille optique par laquelle les axones des cellules ganglionnaires sortent de I’ceil pour former

le nerf optique, et par laguelle passent les vaisseaux intra rétiniens. (2) La macula et la fovea forment

une petite région de la rétine localisée dans le prolongement de I’axe optique de I’eil, et localisé

environ centralement dans la rétine. La densité des photorécepteurs, et en particulier cellules de types

cone, y est trés importante chez le primate. La fovéa est la région centrale de la macula et elle est

avasculaire. La fovéa est constituée exclusivement de cones, et elle permet la vision de forte acuité et
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des couleurs. (3) La rétine périphérique se définit par exclusion de la macula et de la fovéa. Elle est
beaucoup moins dense en photorécepteurs, et elle assure la vision périphérique de faible acuité. On
remarquera que les primates non humains disposent d’une fovéa, contrairement aux chiens et chats
chez qui on retrouve une région homologue, dense en cones, appelée area centralis (Ahnelt and
Kolb, 2000; Mowat et al., 2008). Chez la souris et le rat, il n’existe pas a proprement parlé de macula

et de fovéa.

De fagon schématique, la rétine fonctionne de la fagon suivante. Les photorécepteurs détectent la
lumiére et la convertissent en signal électrique. Ce signal électrique est ensuite séquentiellement
transmis vers les cellules bipolaires, éventuellement vers les cellules amacrines, et finalement vers
les cellules ganglionnaires dont les axones forment le nerf optique. Le message nerveux est
transporté le long du tractus optique vers le noyau géniculé latéral dans I’hémisphere cérébral
controlatéral. Les cellules horizontales et les cellules amacrines participent, en qualité
d’interneurones, aux mécanismes d’inhibition latérale et de renforcement des contrastes spatiaux et
temporels. Ces mécanismes permettent la seégrégation et la filtration de I’information visuelle
(couleurs, forme, mouvement...). Ces mécanismes d’inhibitions latérales sont permis par I’activation
de synapses inhibitrices, entre les cellules horizontales et amacrines, et les cellules photoréceptrices

et bipolaires.
1.2.21 L’épithélium pigmentaire rétinien

L’EPR participe activement au maintien de la fonction des photorécepteurs d’une part via le
recyclage des photopigments a travers le cycle des rétinoides (figure 4), et d’autre part via la
phagocytose des segments externes des photorécepteurs. L’EPR contribue aussi a la formation de la

barriere hémato-rétinienne (BHR) et au statut immunoprivilégié de I’ceil.

Le cycle des rétinoides permet le recyclage des photopigments (Smith et al., 2009) (figure 4). Les
photopigments sont constitués d’un chromophore et de la molécule 11-cis-rétinal. La capture d’un
photon par les photopigments induit la séparation du chromophore et du 11-cis-rétinal, qui est
isomérisé en all-trans-retinal. Le cycle des rétinoides permet la transformation du all-trans-retinal en
11-cis-retinal, par une série de réaction enzymatique qui ont lieu dans les photorécepteurs et surtout
dans I’EPR. L’enzyme RPEG5 est essentielle au cycle des rétinoide et a la production en continue de
photopigment. La mutation du gene RPEG5 est une cause de dégénérescence héréditaire de la rétine,
et se traduit par un blocage de la fonction des photorécepteurs, la perte progressive de la fonction

visuelle, et la dégenérescence de la rétine (cf. 1.4.1).
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Figure 4. Schéma du cycle des rétinoides.

Le cycle des rétinoides correspond a une série de réactions biochimiques qui permettent le recyclage des
photopigments activés a la lumiere. Il a pour but de transformer le all-trans-rétinal (ATRA) non fonctionnel
dans les photopigments, en 11-cis-retinal fonctionnel. Ceci est réalisé par une série de réactions biochimiques
qui ont lieu principalement dans les cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR).

Les photopigments sont constitués d’un chromophore, I’opsine, et d’un dérivé de la vitamine A, le 11-cis-
rétinal. L’excitation des photopigments par la lumiere induit I’isomérisation de 11-cis-rétinal en ATRA, et sa
dissociation d’avec I’opsine. La molécule ATRA est ensuite transformée séquentiellement en différents
intermédiaires métaboliques par des enzymes exprimées dans les photorécepteurs et dans les cellules de I’EPR.
Le cycle des rétinoide a ainsi lieu dans les photorécepteur et les cellules de I’EPR, ou les dérivés de la
vitamine A sont successivement transportés.

Ilustration issue de Smith 2009 Trends in Genetics.
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1.2.1.1 La neurorétine

La neurorétine est organisée en réseaux neuronaux complexes. Ces réseaux neuronaux sont de type
convergeant entre les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires (Masland, 2001b). Cette
organisation complexe permet a la rétine d’assurer ses fonctions complexes de détection et de
traitement préliminaire de I’information lumineuse (Gollisch and Meister). Les différentes fonctions
de la neurorétine sont : (1) La détection de la lumiére et son codage en message nerveux. (2) La
séparation du signal nerveux en deux circuits nerveux fonctionnels distincts dit « ON » et « OFF »
qui vont respectivement aboutir & une dépolarisation ou a une hyperpolarisation des cellules
ganglionnaires en réponse a la lumiére. (3) La ségrégation de I’information chromatique en 3 canaux
nerveux correspondant aux couleurs rouge, vert et bleu. (4) L’amplification de I’information de
contraste présent dans le champ visuel, pour permettre son interprétation. (5) La détection de certains
éléments ou évenements particuliers dans le champ visuel, tel que le mouvement d’un objet
lumineux dans wune direction précise. (6) L’adaptation aux variations de luminosité
environnementale. (7) La synchronisation du cycle circadien avec les variations de lumiére entre le

jour et la nuit.
1.2.1.1.1 Les photorécepteurs

Les photorécepteurs sont au nombre d’environ 100 millions dans la rétine humaine (Curcio et
al., 1990). Parmi ceux-ci 95% sont de type batonnets, alors que seulement 5% sont de type cone
(Curcio et al., 1987; Curcio et al., 1990). Les photorécepteurs sont les seules cellules photosensibles
de la rétine avec les cellules ganglionnaires a mélanopsine. Cependant, les photorécepteurs sont de
tres loin les cellules les plus nombreuses, et les seuls a étre capable de réaliser le phénomeéne de la
phototransduction. Ce mécanisme permet la conversion des photons en influx nerveux via une série
d’événements biochimiques et éléctrophysiologiques qui ont lieu dans le segment externe des

photorécepteurs.
Les photorécepteurs sont organisés en sous-domaines cellulaires hautement spécialisés (figure 5).

> Le segment externe posséde tous les facteurs cellulaires nécessaires au phénomene de
phototransduction. Les photopigments ont pour réle de capter les photons de facon individuelle,
et d’activer en réponse la cascade de phototransduction. Le phénoméne de phototransduction
permet de convertir de fagcon proportionnelle et adaptative, les variations de luminosité en
variations de potentiels électriques membranaires (Fain et al., 2001). La cascade de

phototransduction est présentée dans le sous chapitre 1.2.2.2.1.2.
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Figure 5. Schéma de la structure
d’un  photorécepteur de type
batonnet.

Les photorécepteurs sont les cellules de la
rétine spécialisées dans la détection de la
lumiére et sa conversion en message nerveux
via la phototransduction.

Les photorécepteurs sont organisés en 4
domaines cellulaires spécialisés
fonctionnellement : les segments externes et
internes, le corps cellulaire, et la terminaison
pré-synaptique

Le segment externe correspond a un
empilement de disques membranaires dans
lesquelles sont ancrés les photopigments. Le
segment interne contient de nombreuses
mitochondries et ribosomes. Le cil connecteur
relie les segments internes et externes, et
permet le transport d’une grande variété de
facteurs cellulaires. Le corps cellulaire
contient le noyau. L’axone est une structure
spécialisée permettant la conduction des
variations de potentiel membranaire vers la
synapse. La synapse permet de transmettre
I’information nerveuse au cellules bipolaires
et horizontales via la libération de glutamate.

Illustration issue de Retina 4éme édition,
2005, Elsevier Moshy.
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> Le segment interne et le corps cellulaire assurent le métabolisme énergétique et les fonctions
de synthese nécessaires au maintien de I’activité spécialisée des photorécepteurs. Ils permettent

aussi la propagation des variations de potentiel membranaire vers I’axone et la synapse.

» L’axone permet la propagation des variations de potentiel membranaire entre le corps cellulaire

et la terminaison pré-synaptique.

» La terminaison pré-synaptique permet la communication entre les photorécepteurs et les
cellules bipolaires et horizontales. La terminaison pré-synaptique a pour role de convertir les
variations de luminosité, et plus précisément les variations de potentiel membranaire, en

libération de bolus de neurotransmetteurs glutamate.
1.2.1.1.1.1  Les photorécepteurs de types batonnets et cones

Il existe quatre types de photorécepteurs chez I’homme : un type de photorécepteurs « batonnet »
majoritaire dans la rétine avec environ 95 millions de cellules chez I’homme, et trois types de
photorécepteurs « cone » qui représentent environ 5 millions de cellules dans la rétine humaine. La
vision trichromatique chez I’homme repose sur I’existence de ces trois types de cone (Osorio and
Vorobyev, 2008).

Les batonnets assurent la vision peu résolutive, non chromatique, et en condition de faible
luminosité. Leur photopigment unique, la rhodopsine, a un pic d’excitation a 495nm (Baylor et al.,
1984; Kraft et al., 1993).

Les cones permettent les visions de forte acuité, chromatiques, et en condition de forte luminosité.
Les trois types de cones expriment respectivement les photopigments « cones opsines » specialisés
dans la détection des couleurs bleu, vert et rouge. Ils expriment respectivement les photopigments
bleu, vert et rouge. Leur pic d’excitation respectif est 437nm, 533nm et 567nm (Baylor et al., 1984;
Schnapf et al., 1987).

1.2.1.1.1.2  La cascade de phototransduction

La cascade de phototransduction permet la conversion des photons en influx nerveux. Elle
correspond & une série d’événements biochimiques et éléctrophysiologiques qui ont lieu dans le
segment externe des photorécepteurs (Burns and Arshavsky, 2005). Les principaux événements de

I’activation de la cascade de phototransduction sont présentés ici brievement (figure 6).
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Figure 6. Schéma de la cascade de phototransduction dans les photorécepteurs

de type « batonnet ».
La cascade de phototransduction a lieu au niveau des segments externes des photorécepteurs. Elle permet de
convertir la lumiére en variations de potentiels membranaires.

A I’obscurité, la rhodopsine (R) est & I’état de repos. La cascade de phototransduction n’est pas activée. La
concentration cellulaire en GMPc (cGMP) est grande, et induit I’ouverture des canaux ioniques Ca2+/Na+
dépendants du GMPc. L’activation des ces canaux ioniques Ca2+/Na+ induit I’influx d’ions Ca2+ et Na+, et
la dépolarisation de la membrane des photorécepteurs. La dépolarisation des photorécepteurs induit la
libération de glutamate au niveau de la terminaison pré-synaptique.

A la lumiére, la rhodopsine est activée et isomérisée (R*). R* induit I’activation de la cascade de
phototransduction, et plus précisément I’activation de la transducine (GaGBGy). L’activation de la tansducine
se traduit par la dissociation de I’unité catalytique Ga, des unités Gp et G y. Ga active la phosphodiéstérase 6
(PDES6). PDEG6 hydrolyse le GMPc et induit la fermeture des canaux ioniques dépendants du GMPc. La
diminution de I’influx d’ions Ca2+ et Na+ induit finalement I’hyperpolarisation de la membrane.
L’hyperpolarisation des photorécepteurs induit la diminution de la libération de glutamate, au niveau de la
terminaison pré-synaptique. 27
Illustration issue de Burns 2005 Neuron.



La cascade de phototransduction est initiée par I’absorption d’un photon par un photopigment. Ceci
induit I’isomérisation du photopigment et I’activation de la protéine G transducine. La protéine G
transducine active alors la phosphodiéstérase 6 (PDE6), qui est exprimé spécifiguement dans les
photorécepteurs. PDEG6 est une enzyme qui hydrolyse les molécules de guanosine mono-phosphate
cyclique (GMPc) présentes dans le cytosol des photorécepteurs, en guanosine non cyclique (GMP).
Ainsi a I’obscurité, la concentration en GMPc dans les photorécepteurs est importante dans les
segments externes, tandis qu’a la lumiére la concentration en GMPc chute du fait de son hydrolyse
par PDE6 (Newsome et al., 1980; Orr et al., 1976). Dans les photorécepteurs, le GMPc est synthétisé
par I’enzyme guanylate cyclase que ce soit a I’obscurité ou a la lumiére. Les variations de GMPc
régulent directement I’ouverture des canaux ioniques GMPc dépendants présents dans les segments
externes. L’ouverture de ces canaux ioniques induit un influx intracellulaire d’ions Na+ et Ca2+, et
donc la dépolarisation de la membrane des photorécepteurs. Ainsi a I’obscurité, la membrane des
photorécepteurs est dépolarisée en continu, tandis qu’a la lumiere, la membrane des photorécepteurs

est hyperpolarisée proportionnellement a I’intensité de la lumiére qui les stimule.

Ces variations de potentiels membranaires se propagent le long du corps cellulaire des
photorécepteurs, puis dans I’axone ou elles modulent la libération du neurotransmetteur glutamate au
niveau de la synapse. La quantité de glutamate libérée par les photorécepteurs est directement
proportionnelle a I’amplitude de la dépolarisation membranaire, et donc inversement proportionnelle
a I’intensité de la lumiére incidente. A I’obscurité, la libération de glutamate est maximale, tandis
qu’a la lumiere celle-ci est diminuée, signalant ainsi aux cellules bipolaires et horizontales la
détection de lumiere. Le recyclage des photopigments isomérisés par la lumiere est permis par le

cycle des rétinoides qui a lieu dans les photorécepteurs et I’EPR (figure 4).
1.2.1.1.2 Les cellules horizontales

Les cellules horizontales sont des neurones inhibiteurs & GABA. Les cellules horizontales
sont en contact d’une part avec les photorécepteurs via leurs dendrites, et d’autre part avec les
cellules photoréceptrices et bipolaires avoisinantes via leur axone (figure 2). Leur réle est d’induire
un feedback négatif appelé inhibition latérale qui tend a bloquer la transmission d’influx nerveux
issue des photorécepteurs adjacents dont I’illumination est plus faible. Ce meécanisme permet
d’adapter la réponse de la rétine a différentes conditions d’intensité de lumiére, et d’augmenter

I’information de contraste.
1.2.1.1.3 Les cellules bipolaires

Les cellules bipolaires sont des neurones excitateurs a glutamate. Leur role est le filtrage et la
conduction de I’information nerveuse entre les photorécepteurs et les cellules amacrines (figures 2).
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Chez le primate, chaque cellule bipolaire est connectée en moyenne a 20 photorécepteurs dans la
rétine périphérique (Grunert and Martin, 1991), cela représente un des 2 points majeurs de la
convergence de I’information nerveuse dans la rétine. Cependant dans la fovéa, les cellules bipolaires
se connectent a 1 seul photorécepteur afin d’assurer une vision tres résolutive que ce soit pour les
couleurs ou I’acuité. Il existe deux grandes catégories de cellules bipolaires : les cellules bipolaires a
batonnets (CBB) et les cellules bipolaires a cones (CBC). Les CBC sont deux fois plus nombreuses
que les CBB, ce qui permet aux cbnes d’assurer leur fonction de vision a forte acuité. Cette
organisation est I’origine de la discrimination des voies de signalisation des batonnets et des cones,
de la vision chromatique, et de I’information de contraste (Bloomfield and Dacheux, 2001; Boycott
and Hopkins, 1991; Gollisch and Meister, 2010). En outre, on distingue plusieurs populations de
cellules bipolaires en fonction de leur activité électrique a la lumiére. Les cellules bipolaires ON qui
se dépolarisent a la lumiere et s’hyperpolarise, tandis que les cellules bipolaires OFF
s’hyperpolarisent, enfin les cellules bipolaires ON-OFF se dépolarisent au debut et a la fin d’un
stimulus lumineux. Ces cellules bipolaires contribuent a la formation et a la fonction des champs
récepteurs dans la rétine, et donc au traitement de I’information visuelle (Gollisch and Meister,
2010).

1.2.1.1.4 Les cellules amacrines

Il existe une grande diversité fonctionnelle de ces cellules amacrines. Elles participent de
facon complexe a différents circuits rétiniens qui sont a I’origine de nombreux phénomeénes
d’adaptation et de traitement de I’information visuelle, tels que I’adaptation de la rétine aux
variations d’intensité de la lumiere, ou au contr6le de la motricité oculaire (MacNeil and Masland,
1998; Yoshida et al., 2001). En outre, les cellules amacrines permettent le branchement terminal de
la voie visuelle des batonnets sur celle des cénes. Contrairement aux CBC, les CBB ne se projettent
pas directement sur les cellules ganglionnaires. Les CBB se projettent sur les cellules amacrines qui
se projettent a leur tour sur les CBC. De ce fait, la voie visuelle issue des batonnets se greffe sur la

voie visuelle issue des cones.
1.2.1.1.5 Les cellules ganglionnaires

Les cellules ganglionnaires (CG) sont essentiellement des neurones & glutamate. Leur axone
forme le nerf optique. Il en existe environ 15 a 20 types différents. Ces différents types de cellules
ganglionnaires sont caractérisés par la fonction des circuits neuronaux auxquels ils participent et par
la nature de la reponse éléctrophysiologique qu’ils génerent en réponse a la lumiére. En effet,
certaines cellules ganglionnaires sont stimulées exclusivement par une couleur donnée, par certaines

variations d’intensité de lumiére, ou encore par le déplacement d’un objet dans le champ visuel dans
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une direction bien précise (Barlow and Levick, 1965; Boycott and Hopkins, 1991; Dacey, 1993;
Gollisch and Meister, 2010; Levick, 1967; Oyster et al., 1972). En outre, les cellules ganglionnaires
photosensibles exprimant le photopigment mélanopsine sont impliquées dans la régulation des
rythmes circadiens et du réflexe pupillaire (Berson, 2003; Rollag et al., 2003).

1.2.1.1.6 Les cellules gliales de la neurorétine

Les trois principales cellules gliales rétiniennes sont les cellules de Mauller, les astrocytes, et les

cellules microgliales.
1.2.1.1.6.1  Les cellules de Muller

Les cellules de Miller ont un role essentiel dans le maintien de I’homéostasie de la rétine
(Bringmann et al., 2006; Jadhav et al., 2009). Elles participent (1) au recyclage des
neurotransmetteurs et des photopigments, (2) a I’homéostasie aqueuse, ionique et du pH du milieu
extracellulaire, (3) au métabolisme énergétique des neurones de la rétine, et (4) a la clairance des
déchets metaboliques. En outre, les cellules de Muller sont en contact étroit avec les cellules
endotheliales des capillaires intra-rétiniens dont elles régulent la permeabilité, et avec lesquelles de

nombreux échanges de métabolites ont lieu (Kaur et al., 2008).
1.2.1.1.6.2  Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont présentes dans toute la rétine. Ce sont des cellules macrophagiques,
phagocytaires et présentatrices d’antigéne exprimant le CMH 1l (Chen et al., 2002; Kaneko et al.,
2008; Penfold et al., 1993; Thanos et al., 1996). Dans le contexte physiologique normal, leur action
semble étre d’ordre immunosuppresseur, ce qui contribuent au privilege immunitaire de I’ceil
(Broderick et al., 2000; Robertson et al., 2002). A I’inverse, dans un contexte pathologique,
I’activation microgliale participe a la mise en place de réactions pro-inflammatoires, en réponse a un
pathogéne ou une dégénérescence rétinienne de type RP (Roque et al., 1996; Schuetz and Thanos,
2004; Zeng et al., 2005).

1.2.1.1.6.3  Les astrocytes

Ils sont localisés au-dessus des cellules ganglionnaires, au niveau des vaisseaux sanguins intra-
rétiniens, et sous la MLI. Au cours du développement, les astrocytes participent a la mise en place de
la vascularisation intra-rétinienne et de la BHR (Fruttiger, 2007; Gariano, 2010; Stone et al., 1995).
A I’age adulte, les astrocytes participent, avec les cellules de Miiller, a la régulation du débit sanguin
intra-rétinien (Koehler et al., 2009; Metea and Newman, 2006) et a la régulation de I’activité
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électrique de la rétine (Newman, 1994). Les astrocytes favorisent aussi I’expression des jonctions

serrées entre les cellules endothéliales et le maintien de I’intégrité de la BHR (Gardner et al., 1997).
1.3 La barriére hémato-oculaire et le privilege immunologique de I’ceil
1.3.1 Lavascularisation de I’eil

L’ceil est I’un des organes les plus vascularisés de I’organisme proportionnellement a sa taille et a sa
masse. La vascularisation de I’eeil est assurée par une branche de I’artére carotide interne : I’artéere
ophtalmique. Celle-ci se subdivise de fagcon complexe en plusieurs arteres ciliaires pour irriguer I’ ceil
(figure 7) (Dartt et al., 2010; Hogan et al., 1971). On distingue généralement dans I’ceil deux réseaux
vasculaires : la circulation sanguine uvéale et la circulation sanguine intra-rétinienne (figure 7).

L’ensemble du drainage veineux de I’ceil converge essentiellement vers les veines ophtalmiques.
La circulation sanguine uvéale irrigue la choroide, les corps ciliaires et I’iris :

» La circulation choroidienne coure le long de la choroide, entre I’EPR et la sclére. Elle est
responsable de la nutrition de I’EPR, des photorécepteurs et des cellules bipolaires (figure 7B).
Les vaisseaux choroidiens ont un débit sanguin rapide et contiennent prés de 85% du volume
sanguin oculaire, avec prés de 70% de celui-ci dans le choriocapillaris (Parver et al., 1980). Le
choriocapillaris est constitué d’un réseau d’artérioles non fenétrées, fortement permeables, en
contact directe avec la membrane de Bruch, a travers laquelle les échanges de gaz et de
métabolites ont lieu avec I’EPR. Les cellules de I’EPR permettent la diffusion des gaz (CO; et
0,) ainsi que le transport actif des nutriments et des produits du métabolisme de la rétine. La
présence de nombreuses microvillilosités et protrusions membranaires aux poles apicaux et
basaux des cellules de I’EPR, permet d’augmenter la surface d’échange disponible entres les
compartiments choroidiens et rétiniens (Ryan, 2006). Le choriocapillaris est en communication

avec les vaisseaux veineux profonds de la choroide.

> Les vaisseaux des corps ciliaires sont fenétres et permeables a des particules de grandes tailles
(Bill and Nilsson, 1985).

> Les vaisseaux de I’iris sont non-fenétrés et faiblement perméables (Bill and Nilsson, 1985).

La circulation intra-rétinienne assure principalement la nutrition des cellules ganglionnaires et
amacrines (figure 7B). La vascularisation intra-rétinienne a pour origine I’artere rétinienne centrale
qui entre dans la rétine par le disque optique, puis se divise en quatre artérioles principales qui
s’arborisent dans les quatre quadrants de la rétine (figure 7A). Le réseau vasculaire intra-rétinien
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vascularise I’ensemble de la surface de la rétine, sauf la fovéa. La circulation rétinienne s’organise en
2 réseaux paralléles. (1) D’une part en un réseau principal et superficiel qui coure entre la couche des
cellules ganglionnaires, et celle formée par les cellules amacrines et bipolaires. (2) D’autre part, un
réseau profond directement issu du réseau superficiel, et qui s’arborise jusque dans la couche
plexiforme externe (Flower et al., 1985; Stone et al., 1995; Toussaint et al., 1961). Les vaisseaux
intra-rétiniens sont non fenétrés et imperméables a la diffusion passive des métabolites tels que le
glucose. Les cellules endothéliales qui forment la paroi de ces vaisseaux, sont solidarisées par des
jonctions serrées. Ces vaisseaux sont entourés d’une membrane basale, et ils sont aussi associés a des
cellules contractiles — les péricytes - ainsi qu’a des cellules gliales — les astrocytes et les cellules de
Miller (Kaur et al., 2008; Kuwabara and Cogan, 1963). Le transport de métabolites a travers
I’endothélium se fait activement par endocytose en passant par le systeme endosomal cellulaire, ou
par trancytose, c'est-a-dire en traversant directement la cellule dans des vésicules (Kaur et al., 2008).
Le drainage veineux du réseau intra-rétinien est effectue par la veine rétinienne centrale qui sort de

I’ceil par la papille optique.
1.3.2 Labarriére hémato-rétinienne

L’organisation anatomique de la vascularisation rétinienne permet d’isoler et de protéger
partiellement la rétine, des pathogénes et des substances toxiques circulantes éventuellement dans le
sang, mais aussi du systéeme immunitaire. Cette organisation anatomique est désignée sous le nom de
barriére hémato-oculaire (BHR) (Cunha-Vaz, 1979). Celle-ci est en de nombreux points similaire a la
barriere hémato-méningée (BHM) qui protege et isole le systeme nerveux central (SNC) du reste de
I’organisme (Zlokovic, 2008). La BHR a pour objectif essentiel de maintenir I’noméostasie de la
rétine et des compartiments liquidiens oculaires, afin de permettre le bon fonctionnement de I’ceil qui
est un organe particulierement sensible aux phénomeénes inflammatoires. De ce fait, la BHR regule et
filtre de facon stricte les échanges entre I’ceil et les compartiments sanguins, et limite I’entrée de tous
les éléments potentiellement nocifs au bon fonctionnement de I’eeil. Parmi ceux—ci, on trouve les
virus, les microorganismes, certains des facteurs sanguins tels que les anticorps, et les cellules

immunocompétentes... (Kaur et al., 2008).

Ainsi différentes études de perméabilité de la BHR ont montré apres administration systémique de
difféerents soluté chez le primate, le chat, le lapin et le rat, que la BHR est imperméable aux solutés
tels que le bleu de trypan ou a de petites protéines recombinantes telles que la micro-peroxydase dont
le diameétre est inférieur a 2nm (Bellhorn, 1981 ; Cunha-Vaz, 1966; Peyman et al., 1971; Smith and
Rudt, 1975).
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Figure 7. Schéma de la vascularisation choroidienne et intra-rétinienne dans I’oeil.
La vascularisation se divise en 2 réseaux distincts : la vascularisation choroidienne qui est représentée en orange et
la vascularisation intra-rétinienne est représentée en bleu.

La vascularisation choroidienne est issue des arteres ciliaires (A), et produit un réseau trés dense sous la sclére afin
de vasculariser la choroide, les corps ciliaires et I’iris. La vascularisation choroidienne se compose du
choriocapillaris trés fenétré (B), qui est adjacent a I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), et des vaisseaux
moyens et larges profonds non fenétrés.

La vascularisation intra-rétinienne est issue de I’artére rétinienne centrale et entre dans I’ceil avec le nerf optique
(A). L’artére centrale rétinienne se divise en branches pour irriguer toute la surface de I’eil. Le réseau vasculaire
intra-rétinien se divise en deux réseaux (B), I’'un superficiel, et I’autre profond, qui sont trés denses et trés
anastomoses dans toute la rétine a I’exclusion de la fovéa.

Epithélium pigmentaire rétinien (EPR). Couche nucléaire externe (CNE). Couche nucléaire interne (CNI). Cellules
Ganglionnaires (CG).
Ilustrations issues de Anand-Apte and Hollyfield , Dartt 2010 Encyclopedia of the Eye. 33



La BHR est formée de la BHR interne (BHRI) et la BHR externe (BHRe) :

>

La BHRIi isole la rétine de la circulation intra-rétinienne. Elle est formée par les jonctions serrées
entre les cellules endothéliales qui sont non-fenétrées. La BHRI est imperméable a la diffusion
passive des macromolécules, des électrolytes, et des solutés tels que le glucose (Davson et al.,
1949; Peyman et al., 1971).

La BHRe isole la rétine de la circulation choroidienne, et en particulier du choriocapillaris trés
perméable. Elle est formée par les cellules de I’EPR, et plus précisément par leurs jonctions
serrées qui collectivement forment des zonula adherens et zonula occludens continues sur la face
externe de la rétine. Les échanges entre la rétine et la choroide sont essentiellement réalisés via
les cellules de ’EPR par des mécanismes de transports actifs bidirectionnels (Kaur et al., 2008;
Peyman et al., 1971).

En outre, la rétine est partiellement isolée du compartiment vitréen par la membrane limitante

interne (MLI), et de I’espace sous-rétinien et de I’EPR par la membrane limitante externe (MLE)
(figure 3).

>

La MLI est présente sur la face interne de la rétine (Halfter et al., 2008) et correspond a une
membrane basale de quelques centaines de nanomeétres d’épaisseur, apposée au-dessus des
cellules ganglionnaires. La MLI est constituée entre autres de molécules de collagéne et de
laminine, ainsi que par les podocytes des cellules de Mdller. La MLI permet I’adhésion de la
rétine au vitre et le filtrage des cellules et des macromolécules présentes dans le vitré (Mordenti
et al., 1999b; Peyman et al., 1971).

La MLE est localisée au niveau des photorécepteurs, et limite la circulation des particules de
plus de 3 nm diametre entre I’espace sous rétinien et la neurorétine (Bunt-Milam et al., 1985).
Elle est formée par les jonctions serrées entre les photorécepteurs et les cellules de Miller qui
forment collectivement une zonula adhérens continue au sein de la couche des photorécepteurs,

au niveau des segments internes, et ceci sur presque toute la surface de la rétine (Marmor, 1999).
1.3.3 Le privilege immunologique de I’ceil.

Le statut immunoprivilégié de I’eil se deéfinit par sa capacité a tolérer la présence d’un

antigene sans induire les réactions immunitaires observées classiqguement dans les autres organes en

pareil cas (Medawar, 1948). Ceci est permis localement par la mise en place de phénoménes

d’ignorance immunologique, de tolérisation antigénique, et d’un microenvironnement
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immunosuppresseur similaire a celui présent dans le cerveau (Forrester et al., 2008; Niederkorn,
2006; Streilein, 2003).

La BHR et la MLI préviennent I’entrée de cellules immunocompétentes dans la rétine, et la sortie des
antigenes vers la circulation sanguine, ce qui pourrait induire le développement de réactions
immunes. En outre, le drainage lymphatique de I’ceil est considéré comme relativement pauvre, ce
qui limite le transport des antigénes vers les ganglions lymphatiques (Plskova et al., 2004; Xu et al.,
2007). Cet isolement immunologique de I’eil contribue au phénoméne d’ignorance immunologique.
Ce phénomeéne d’ignorance immunologique est renforcé par la sous expression des complexes
majeurs d’histocompatibilité de classe I et Il, a la surface des cellules rétiniennes (Medawar, 1948;
Zhang et al., 1997). Enfin, les cellules présentatrices d’antigénes sont peu présentes dans I’ceil, a

I’exception des cellules microgliales rétiniennes.

D’autre part, un phénoméne de tolérance immunologique est mis en place dans I’ceil, appelé
« Anterior Chamber Associated Immune Deviation » (ACAID) (figure 8) (Streilein, 2003).
L’ACAID correspond a la mise en place d’une réaction immunitaire altérée par rapport a ce qui est
attendu normalement, c'est-a-dire la mise en place d’une réaction inflammatoire et le développement
d’une réponse immune naturel et adaptative. Dans le phénomene d’ACAID, le versant anti-
inflammatoire est favorisé par rapport au versant pro-inflammatoire, ce qui empéche la mise en place
réaction immune contre un antigéne donné, présent dans la chambre antérieure, le vitré ou I’espace
sous rétinien. En outre, I’ACAID induit la mise en place d’une tolérance périphérique pour I’antigéne
donné. Ce mécanisme d’ACAID a été décrit comme induit par la capture de I’antigene par les
cellules présentatrices d’antigenes F4/80+ de I’ceil. Celles-ci maturent alors et migrent vers la rate,
qui est un organe lymphoide. Dans la rate, ces cellules F4/80+ interagissent avec différentes classes
de cellules immunocompétentes (figure 8). Ces interactions complexes ont pour conséquence le
développement de lymphocyte T CD4+ régulateurs tolérogenes spécifiques des antigénes introduits
dans la chambre antérieure ou I’espace sous rétinien (Gregerson et al., 2009; Medawar, 1948; Taylor,
2009).

Enfin, I’ceil et la rétine bénéficient d’un microenvironnement immunosuppresseur, qui est induit par
une série de facteurs immunomodulateurs secrétés ou cellulaires tels que I’IL-10 et B7-CTLA4
(Streilein, 2003; Taylor, 2009). Ainsi, le recrutement et [I’activation des cellules
immunocompétentes, ainsi que la mise en place de réactions inflammatoires, sont fortement inhibées
dans la rétine, et dans I’eil en général. Le caractére immunoprivilégié de I’eil est un avantage
majeur pour la thérapie cellulaire et génique dans I’ceil, car ceci permet de contourner les réponses

immunitaires délétéres a la réussite a long terme des stratégies de thérapies géniques in vivo.
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Figure 8. Modele mécanistique de la réponse immune deviée associee a la chambre
antérieure (ACAID) de I’ceil.

L’administration intraoculaire d’un antigene peut induire une réponse immunitaire de type tolérogénique, c’est la
réponse immune déviée associée a la chambre antérieure ou « Anterior-chamber-associated immune deviation »
(ACAID). Celle-ci se déroule en 2 phases: I’une oculaire, et I’autre splénique.

(A) Aprés administration d’un antigéne dans la chambre antérieure de I’eil, le vitré ou I’espace sous-rétinien,
celui-ci est capturé par les cellules présentatrices d’antigéne F4/80+ (APC) de I’eeil. Ces APC vont alors maturer et
migrer vers la zone périphérique de la rate par la circulation sanguine.

(B) Au cours de la premiére étape splénique, les APC recrutent les lymphocytes T Natural Killer (NKT), par
sécrétion d’une série de chémockines dont le Transforming Growth Facteur-f3 (TGF-B) et le CC-chemockine ligand
2 (CXCL2). Le complexe APC/NKT génere un microenvironnement riche en facteurs a action tolérogénique et
anti-inflammatoire : la thrombospondine, TGF-§ and interleukine-10 (IL-10).

(C) Au cours de la deuxiéme étape splénique, les APC forment un complexe multicellulaire avec les cellules NKT,
les lymphocytes T CD4+ (CD4) et T CD8+(CD8), ainsi que les cellules B de la zone marginale de la rate (MZB).
Ce complexe multicellulaire sécréte de nombreux facteurs immuno-modulateurs & action tolérogénique dont IL-10,
IL-12, TGF-B,CCL2, CCL5, CD40 ligand (CD40), CCL5. Ceci induit le recrutement des cellules CD4 et CD8
spécifiques de I’antigene introduit dans I’ceil, ainsi que la différenciation des CD4 en cellules T régulatrices a
action immununo-suppressive.
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Le bon fonctionnement de la rétine dépend essentiellement de I’intégrité de ses reseaux
neuronaux complexes, mais aussi de I’intégrité des différentes structures de I’eeil (vascularisation,
BHR, vitré, cristallin...). 1l en résulte qu’une modification de la structure ou de I’environnement de la

rétine, peut avoir des conséquences pathologiques séveres sur la fonction visuelle.

Il existe une grande variété de pathologies affectant I’ceil et induisant une perte partielle ou
totale de la fonction visuelle, les trois catégories plus fréquentes sont : (1) Le disfonctionnement des
photorécepteurs ou des cellules de I’EPR, induisant la dégénérescence de la rétine. (2)
L’augmentation pathologique de la pression intraoculaire induisant la mort des cellules
ganglionnaires. (3) La néo-vascularisation pathologique de la rétine (suite a un diabete par exemple)

induisant la dégénérescence de la rétine.

Ces diverses pathologies affectent au moins entre 2 et 4 millions de personnes dans le monde
(Foster et al., 2008). Dans le chapitre suivant, nous présenterons les maladies génétiques
dégénératives de la rétine induisant la perte de la fonction visuelle.

1.4 Les dégénérescences héréditaires de la rétine syndromiques et non syndromigues

Les dégenérescences héréditaires de la rétine (DHR) peuvent avoir pour origines un
disfonctionnement des photorécepteurs, de I’EPR, ou plus généralement du métabolisme cellulaire
(Berger et al., 2010). Les DHR affectent plus d’1 individu sur 4000 dans la population mondiale et
regroupent un ensemble hétérogéne de pathologies dont font partie les rétinites pigmentaires (RP)
(Hartong et al., 2006), I’amaurose congénitale de Leber (ACL) (den Hollander et al., 2008), les cones
dystrophies (CD) (Michaelides et al., 2004), et certaines maladies métaboliques (Rajappa et al.,
2010). La plupart de ces pathologies sont causées par la mutation d’un seul géne dont beaucoup ont
été identifiés (www.sph.uth.tmc.edu/retnet/). Leur mode de transmission peut étre autosomique
récessif, autosomique dominant, ou liées au chromosome X ou encore d’origine mitochondriale
(figures 9 et 10). De plus, on distingue les DHR non syndromiques affectant la rétine seule, et les
DHR syndromiques affectant la rétine en association avec d’autres organes.
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Les rétinites pigmentaires (RP)
a transmission autosomique récessive
(environ 50-60% de I’ensemble des RP)

=
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Les rétinites pigmentaires (RP)
a transmission liées au chromosome X
Les rétinites pigmentaires (RP) (environ 5-15% de I’ensemble des RP)
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Figure 9. Liste des genes identifiéss comme responsables des dégénérescence
héréditaires de la rétine (Rétinites pigmentaires, Amaurose congénitale de Leber et
Coéne dystrophie) et leur fréguence relative selon leur mode de transmission
héréditaire.

Les DHR affectent plus de 2 millions d’individu dans le monde. Les DHR & transmission autosomique récessive
sont les plus nombreuses et représentent environ 50 a 60% du total des DHR, tandis que les DHR a transmission
autosomique dominante et liées au chromosome X représentent respectivement 30 a 40% et 5 a 15% du total des
DHR. Les causes les plus fréquentes de DHR non syndromiques sont les mutations des genes rhodopsine (RHO),
RPGFR avec respectivement 10% et 6% du total des DHR. En outre les mutations des génes RHO et RPGR sont
respectivement les principales causes des formes autosomiques dominantes (25%) et liés au chromosome X (70-
80%).La principale cause de DHR syndromique est le syndrome de Usher, et en particulier les mutations du géne
USH2A qui représentent environ 8% des DHR totales

Illustrations issues de Hartong 2006 Lancet. 38



| Fonction cellulaire des génes Mode de transmission génétique |

Cascade de phototransduction

Meétabolisme de la vitamine A

Cytosquelette ou matrice extracellulaire

Signalisation cellulaire et synaptique

Epissage des ARNm

Adressage intracellulaire des protéines

Figure 10A. Liste des génes identifiés comme responsables de rétinites pigmentaires

(RP) selon la fonction cellulaire des protéines codées.

(illustrations issue de Hartong 2006 Lancet). 39



Fonction cellulaire des genes Mode de transmission génétique

Maintenance des cils primitifs

Régulation du pH (choriocapillaris)

Phagocytose

Autres fonctions

RPE = Epithélium pigmentaire rétinien

Figure 10B. Liste des genes identifiés comme responsables de rétinites pigmentaires

(RP) selon la fonction cellulaire des protéines codées.
Illustration issue de Hartong 2006 Lancet.
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1.4.1  Les dégénérescences héréditaires non syndromiques de la rétine : physiopathologie

et classification clinique.

Cliniquement, les DHR non syndromiques sont hétérogénes dans le type d’atteinte visuelle
induite, ainsi que dans la sévérité de leurs atteintes, leurs ages d’apparitions et leurs vitesses de
progression. Cependant, toutes ces DHR se caractérisent par une perte bilatérale et progressive de la
fonction visuelle avec une diminution progressive de I’acuité visuelle et du champ visuel
périphérique et/ou central, ainsi que par une altération de la sensibilité et de I’adaptation a la lumieére.
De plus I’altération de la motricité oculaire et du réflexe de fixation, est souvent associée a
I’altération de la fonction visuelle dans les RP et les ACL. Ce symptome est appelé nystagmus.
L’altération de la fonction éléctrophysiologique de la rétine peut étre mesurée dans toutes ces DHR
par un examen extra-oculaire, I’électrorétinogramme (ERG), qui permet de mettre en évidence la
diminution de I’activité électrique de la rétine, ainsi que I’origine cellulaire de I’atteinte, que ce soit
les cones ou les batonnets ou encore les cellules bipolaires. L’ERG consiste a placer des électrodes
extra-oculaires, puis a stimuler le sujet avec des intensites de lumiére variable pour pouvoir
enregistrer I’activité électrique des batonnets et des cones dans la rétine (Holder, 2001). En outre, ces
DHR peuvent aussi s’accompagner d’une altération progressive de la vision des couleurs en
particulier dans les «cone dystrophies ». Histologiqguement, I’observation directe du fond d’ceil
révele la décoloration progressive de la rétine indiquant sa dégénérescence, ainsi que I’accumulation
de dépdts de lipofuscine auto-fluorescents dans les cellules de I’EPR, en particulier dans les RP. De
plus, I’atrophie progressive de la vascularisation intra-rétinienne peut étre mise en évidence par
examen du fond d’ceil et par angiographie suite a I’administration systémique d’un marqueur

fluorescent.

La topographie de la dégenérescence retienne et son évolution, varient d’une forme a I’autre
de DHR. Schématiquement, ces dégénérescences peuvent étre de type centrifuge — macula puis rétine
périphérique - ou centripete — rétine périphérique puis macula. La dégénérescence de la rétine
commence systématiquement par I’atrophie des couches des photorécepteurs et de I’EPR, puis
s’étend au reste de la rétine. En effet, la cause primaire de la plupart des DHR est la mutation d’un
géne exprimé spécifiqguement dans les cellules de I’EPR ou les photorécepteurs, ce qui induit leur

apoptose.

Les DHR sont classé cliniquement généralement en 3 grandes catégories : (1) les rétinites
pigmentaires (RP) qui sont des « rod-cone dystrophies », (2) les amauroses congeénitales de Leber
(ACL), et (3) les « cone-rod dystrophies ». Ces 3 grandes catégories de DHR se distinguent par le
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type de photorécepteur atteints, la précocité et la séverité des atteintes de la rétine et de la fonction

visuelle.

> Les RP affectent environ 1 individu sur 4000, et recouvre un groupe hétérogene de pathologies
(Hartong et al.,, 2006). L’age auquel débute la dégénérescence de la rétine varie
significativement, avec certains patients pouvant étre asymptomatique jusqu’a I’age adulte, tandis
que d’autres patients ont perdu la vue au cours de I’adolescence. Cependant toutes les RP sont
des «rod-cone dystrophies» (RCD) qui se caractérisent par une atteinte initiale des
photorécepteurs de type béatonnet, et plus tard de celle des cones. De ce fait, ces RCD se
traduisent cliniqguement d’abord par une altération du champ visuel périphérique et de la vision
nocturne, associée a une dégenérescence de la rétine périphérique. Plus tardivement, les patients
subissent une altération de I’acuité visuelle, de la vision des couleurs et du champ visuel central,

associée a la dégénérescence de la rétine centrale ou sont concentrés les cones.

La plus part des RP est causée par la mutation d’un seul géne parmi les 45 identifiés a ce jours
(http://www.sph.uth.tmc.edu/retnet/sum-dis.htm). Le mode de transmission héréditaire des RP

peut étre autosomique recessif (50-60%), autosomique dominant (30-40%) ou lie au chromosome
X (5-15%) (Hartong et al., 2006). Il existe aussi d’autres formes de transmission héréditaire qui
sont plus rares, telles que I’isodisomie uni-parentale, ou encore les modes de transmission
digéniques et mitochondriaux. Chacun des génes identifiés comme impliqués dans les RP, ne
représentent géneralement qu’un faible nombre de cas de RP (figures 9 et 10). Cependant, parmi
ceux-ci les genes rhodopsine, USH2A, et RPGR sont responsables collectivement d’environ 30%
de toutes les RP. Les mutations du géne RHO induisent environ 25% des cas de RP autosomiques
dominantes, tandis que les mutations de USH2A sont responsables de 20% des cas de RP
autosomiques récessives, et que les mutations du géne RPGR sont la cause de 70% des cas de RP

liées au chromosome X.

Il est intéressant de relever que les génes responsables des RP sont impliqués le plus souvent
dans le développement, la structure, le métabolisme ou la fonction des cellules de la rétine, et en
particulier des photorécepteurs et des cellules de P’EPR dans lesquels la cascade de
phototransduction ou le cycle des rétinoides sont souvent touchés par ces mutations (figure 10)
(Lorenz et al., 2010). Ainsi le géne RHO code pour le photopigment rhodopsine des
photorécepteurs de type batonnet, et il est impliqué dans la cascade de phototransduction. Les
génes USH2A et RPGR sont quant a eux, impliqués dans le cytosquelette des photorécepteurs, et
plus particulierement dans la fonction et la formation des cils connecteurs des batonnets et des

cones.
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> Les ACL constituent une sous-catégorie clinique des RP et des DHR en générale. Les ACL se
caractérisent par une altération trés précoce et tres sévére de la fonction visuelle, qui s’initie dés
la premiere année de la vie et aboutit genéralement a la cécité avant 20 ans (Koenekoop, 2004).
La prévalence des ACL est estimée a 1 individu pour 80 000. A ce jour, 15 génes responsables
ont été identifiés LCA5, parmi lesquels les mutations des genes CEP290, GUCY2D, CRB1,
IMPDH1 et RPEG5 sont premiéres causes d’ACL identifiées (den Hollander et al., 2008).
Il est intéressant de noter d’une part que la grande majorité des genes causals des ACL sont
exprimés exclusivement dans les photorécepteurs ou les cellules de I’EPR, et d’autre part que la
mutation de ces mémes genes a été identifiéce comme pouvant induire la forme classique des RP,
des cbne dystrophie ou encore des DHR de type syndromique. Les conséquences cliniques
différentes de mutations dans un méme gene peuvent s’expliquer par exemple par la sévérité
variable des mutations sur I’activité résiduelle des genes, ou sur I’éventuelle mise ne place d’un
effet dominant négatif morbide.
Ainsi les mutations des génes CEP290, RHO et RPEG65 ont été décrites comme pouvant induire
respectivement différentes formes de DHR. Les mutations du gene CEP290 peuvent engendrer
des ACL ou un syndrome de Joubert (Parisi, 2009). Les mutations du géne RHO peuvent causer
des DHR progressives a transmission autosomiques récessive ou dominante, ou alors a des forme
stationnaire de cécité nocturne (Kisselev, 2005). Les mutations du géne RPE65 peuvent induire
des DHR a initiation tardive et a progression lente, ou des formes précoces et a progression tres
rapide de type ACL Ceci illustre la complexité clinique, physiopathologique et génétique des
DHR.
En outre, la thérapie génique pour le traitement des DHR s’est principalement intéressé aux
mutations associées aux ACL (Stieger et al., 2010). Récemment, plusieurs essais cliniques de
thérapie génique ont eu lieu pour essayer de traiter des patients atteints de mutations du gene
RPEG5 et de degénérescence plus ou moins sévere de la rétine et de la fonction visuelle (cf.
3.1.1).

> Les cone-rod dystrophies » (CRD) se caractérisent par une atteinte initiale des photorécepteurs
de type cone, suivit d’une atteinte des batonnets (Michaelides et al., 2006). Leur prévalence est
estimé & 1 individu pour 40000 (Hamel, 2007). Cliniquement, les CRD se traduisent
cliniqguement par des altérations plus ou moins séveres de I’acuité visuelle, du champ visuel
central, ainsi que par une altération de la vision chromatique, une photophobie et un nystagmus.
Dans un second temps, les CRD se caractérisent aussi par une altération du champ visuel

périphérique, de la vision nocturne.
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Les principaux génes identifiés comme responsables de CRD sont les genes ABCA4, CNGA3 et
RPGRIP-1. Ici aussi, il est intéressant de noter d’une part que la sévérité et la précocité des
atteintes cliniques dépendent de la nature des mutations génétiques pour un méme gene, et
d’autre part que les mutations des génes ABCA4 et CNGA3 peuvent aussi induire d’autres formes
de DHR. En effet, les mutations du géne CNGAS3 sont responsables de certaines formes de
daltonisme et de « cdne dystrophie », tandis que les mutations du gene ABCA4 peuvent causer
une forme de DHR affectant uniquement la macula et dénommé : la maladie de Stargardt
(Molday et al., 2009). Cette derniére est a transmission autosomique récessive avec une
prévalence estimée de 1 individu pour 10 000. Elle se traduit par une dégenérescence progressive
des photorécepteurs et des cellules de I’EPR de la macula chez I’adolescent ou I’adulte, la
présence de dépdt auto fluorescent de lipofuscine dans la macula, et par une diminution de

I’acuité visuelle et du champ visuel central.

En outre, il existe aussi des formes rares de DHR qui n’affectent que les photorécepteurs de type
cone, ce sont les « cone dystrophies » (CD) (Michaelides et al., 2004). Les CD sont induites le
plus souvent par la mutation de génes impliqués dans la cascade de phototransduction tels que les
génes CNGA3 ou encore GUCY2D (Michaelides et al., 2006; Michaelides et al., 2004). Les CD
sont le plus souvent a transmission autosomique récessives ou liés au chromosome X.
Cliniquement, les CD peuvent étre de type stationnaire ou induire une dégénérescence
progressive de la rétine et de la fonction visuelle. De plus, I’atteintes des photorécepteurs de type
cbne peuvent affecter une seule ou plusieurs sous-type de photorécepteurs de type cone (rouge,
vert, et/ou bleu), et donc induire une cécité pour une seule ou plusieurs couleurs (Simunovic,
2010).

1.4.2  Les dégénérescences héréditaires syndromiques de la rétine.

Les formes syndromiques des DHR représentent environ un tiers de la totalité des DHR (figure 9)
(Hartong et al., 2006). Les mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans ces differentes maladies
varient de facon tres significative, de méme que la précocité, la sévérité ou les types d’organes
atteints. Cependant, parmi ces pathologies héréditaires, on distingue deux grandes catégories de
maladies en fonction de la nature de I’atteinte cellulaire : les ciliopathies héréditaires syndromiques
et les maladies métaboliques. Seules seront présentés dans ce chapitre les formes les plus fréquentes

de ciliopathies et de maladies métaboliques affectant la rétine.
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1.4.2.1 Les ciliopathies héréditaires syndromiques

Les ciliopathies se definissent par une altération du développement, de la structure ou de la fonction
des cils primitifs présents sur la plupart des cellules de mammiferes, tels que les cils connecteurs des
photorécepteurs, les stéréocils des cellules ciliées de la cochlée, les flagelles des cellules épithéliales
des tubes collecteurs rénaux, ou encore les flagelles des spermatozoides (Quinlan et al., 2008; Satir et
al., 2010).

Les 3 principales formes de ciliopathies héreditaires syndromiques qui induisent la dégénérescence
de la rétine, sont le syndrome d’Usher, le syndrome de Bardet-Bield, et le syndrome de Joubert
(Hartong et al., 2006). Dans ces pathologies, I’altération progressive de la fonction de la rétine est
souvent associée simultanément a I’altération de la fonction d’autres organes tels que la cochlée, les
reins, le systeme nerveux central, le foie ou encore I’appareil respiratoire. Ceci a pour conséquence
une atteinte de la fonction de ces organes de fagon plus ou moins séveres et précoce. Ces différents
syndromes ont une fréquence individuelle variant entre 1 et 5 malades pour 100 000 personnes dans
la population générale, et ils ont le plus souvent un mode de transmission monogenique autosomique
récessif. Chacun de ces syndromes peut étre causé par la mutation de plusieurs génes qui ont été

identifiés pour la pluparts (Parisi, 2009; Rooryck and Lacombe, 2008; Saihan et al., 2009).

Le syndrome d’Usher se caractérise souvent par une altération des fonctions visuelles et auditives, et
plus particulierement par la perte de fonction et la dégénérescence progressive des photorécepteurs et
de la rétine. Les genes causant ce syndrome sont impliqués d’une part dans la compartimentalisation
des mélanosomes et des phagosomes dans les cellules de I’EPR, d’autre part dans le transport de
I’opsine a travers les cils connecteurs des photorécepteurs, et finalement dans le phénoméne de
mécanotransduction qui permet la conversion des ondes sonores en potentiel électrique par les
cellules ciliées de la cochlée (Muller, 2008; Saihan et al., 2009).

Le syndrome de Bardet-Biedl se caractérise presque systématiquement par une atteinte infantile de la
fonction visuelle (93% des malades), rénale, intellectuelle, reproductrice, et une altération de la
croissance qui aboutit a une obésité fréquente des malades (Rooryck and Lacombe, 2008). Les genes
causant ce syndrome sont impliqués dans la formation ou la fonction des centrosomes et des corps
basaux des cils primitifs. La mutation de ces genes se traduit dans les photorécepteurs, par un déficit
de transport en photopigment vers le segment externe, dont la morphologie et la fonction sont alors
affectées (Blacque and Leroux, 2006; Rooryck and Lacombe, 2008).

Le syndrome de Joubert et les pathologies associées (JSRD) se caractérisent par des atteintes
variables en sévérité de la fonction de I’ceil, du foie, des reins, de I’appareil respiratoires, et surtout
du systeme nerveux central (Parisi, 2009). Les atteintes oculaires sont présentes chez environ 30%
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des patients, et se caractérisent par des atteintes la motricité oculaire (nystagmus, apraxie
oculomotrice) et des dystrophies rétiniennes. Les genes causant ce syndrome sont impliqués dans la
maintenance des centrosomes, des corps basaux et des cils primitifs, ainsi que dans certains

processus développementaux (Doherty, 2009).
1.4.2.2 Les maladies métaboliques héréditaires

A ce jour, plus de 5000 maladies métaboliques héréditaires ont été recensées. Elles affectent le
métabolisme énergétique, ou le métabolisme des acides aminés, des carbohydrates, des acides gras,
des métaux. Parmi ces pathologies, les maladies de surcharge lysosomale et les maladies
mitochondriales sont celles qui induisent le plus souvent la dégénérescence de la rétine (Schapira,
20064a; Scriver, 2008).

Les maladies de surcharge lysosomale (MSL) constituent un groupe hétérogene de pathologies qui
sont responsables d’altération précoces, progressives et irréversibles des fonctions oculaires,
neurologiques, musculaires, squelettiques, et/ou cardiaques (Meikle et al., 1999). Le mode de
transmission des MSL est le plus souvent monogénique autosomique et récessif, avec une prévalence

estimée de 1 individu sur 7000.

Les MSL sont causees un dysfonctionnement du métabolisme lysosomal des sucres, des
glycoprotéines ou des lipides, et plus précisement par la déficience d’une seule enzyme. Cela se
traduit par la carence ou I’accumulation d’un intermédiaire métabolique toxique chez les sujets
malades, chez qui on peut observer I’accumulation de macromolécules dans les cellules et dans le
milieu extracellulaire. L’ importance de ces accumulations intra et extracellulaire de macromolécules
est corrélée a I’activité enzymatique résiduelle et a la sévérité des atteintes fonctionnelles. Les
atteintes oculaires induites par les MSL, se traduisent souvent par une altération précoce et rapide de

la fonction visuelle, dés la premiére année de la vie (Poll-The et al., 2003; Rajappa et al., 2010).

Les deux catégories de MSL affectant le plus fréquemment la rétine, sont les mucopolysaccharidoses

et la maladie de Batten (figure 11).

Parmi les différentes formes de mucopolysaccharidoses (MPS), les MPS de types I, I, 111 et IV sont
associées a des atteintes oculaires, en association des atteintes neurologiques, musculaires et
cardiaques (figures 11 et 12) (Ashworth et al., 2006). Elles ont une prévalence combinée d’environ 1
individu pour 25000 (figure 11). Les atteintes oculaires se caractérisent par la dégénérescence
progressive de la rétine et du nerf optiques, une opacification de la cornée, et une altération de la
motricité oculaire. Ces formes de MPS se caractérisent histologiqguement par I’accumulation
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d’inclusions intracellulaires dans les cellules de I’EPR, les cellules ganglionnaires, mais dans les

cellules de I’épithélium cornéen, les cellules musculaires, les hépatocytes et les cellules neurales.

La maladie de Batten recouvre une série de pathologies neurodégénératives de I’enfant et de I’adulte,
(Goebel and Wisniewski, 2004; Rider and Rider, 1988). Celle-ci se traduit par une atrophie
progressive et severe de I’encéphale, une altération des fonctions cognitives et mentales, des épisodes
épileptiques, une dégénérescence progressive de la rétine, des altérations séveres des fonctions
motrices, et finalement une mort précoce entre 10 et 30 ans (Haltia, 2006; Mole, 1999). La maladie
de Batten se caractérise histologiqguement par une accumulation intracellulaire de matériels auto-
fluorescents de type lipofuscine dans les lysosomes des cellules rétiniennes, encéphaliques,
musculaires et lymphocytaires (Bozorg et al., 2009; Rapola and Haltia, 1973). Dans la rétine, cela se
traduit par la mort des photorécepteurs, des cellules de I’EPR et ganglionnaires, ainsi que par une
dégénérescence du nerf optique, et une atrophie de la vascularisation intra-rétinienne (Bohra et al.,
2000; Bozorg et al., 2009).

Les maladies mitochondriales sont causées le plus souvent par une altération de la fonction de
la chaine respiratoire des mitochondries, qui est a la base du cycle de Krebs. Celles-ci se traduisent
par une altération du métabolisme énergétique cellulaire, et en particulier des organes dont le
métabolisme est fortement aérobie, parmi lesquels on trouve le systeme nerveux central et
périphérique, les muscles squelettiques, et le cceur (Schapira, 2006b). Les maladies mitochondriales
affectant la rétine et d’autres organes simultanément, ont une prévalence combinée de 1 a 10
individus pour 100 000. Leur mode de transmission est de type monogénique, dominant et
uniquement de la mere vers I’enfant. Le syndrome de Kearn-Sayre et le syndrome de Neuropathie-
Ataxie-Rétinite Pigmentaire, qui sont les formes syndromiques les plus fréquentes, affectent
simultanément la rétine, la motricité oculaire, le muscle cardiaque, et la coordination motrice
(Schapira, 2006b).

Dans la plupart de ces DHR syndromiques ou non-syndromiques, les cellules de I’EPR et les
photorécepteurs sont souvent les premieres cellules a étre affectées dans la rétine. Or, celles-ci
assurent les processus biochimiques et électrophysiologiques nécessaires au phénoméne de la
phototransduction qui est central dans la fonction visuelle. La dégénérescence de ces deux types
cellulaires est la cause premiére et directe dans ces malvoyances, et donc constitue la cible principale
de la thérapie génique pour le traitement des DHR. Dans le chapitre 2, nous présenterons les

stratégies de thérapie génique applicables a ces pathologies.
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. , 1 allele
Incidence t Prévalence 8§

4 Individus diagnostiqués :
Maladies Proteines Ividus diagnostiquest ;| tade pour 1 malade pour rTElcc)irubrl(lj\le
Oéficientes Postnatal Prénatal Total N Individus — Nindividus individus |

Total combiné

MPS : mucopolysaccharidoses

T : Résultats basés sur le diagnostique de maladies génétiques, entre 1980 et 1996, sur 4 222 323 naissances australiennes.

1 : Incidence calculée en divisant le nombre d’individus diagnostiqués en postnatal par le nombre de naissances.

§ : Prévalence calculée en divisant le nombre d’individus diagnostiqués en prénatal et postnatal, par le nombre de naissances.
I': Fréquence allélique calculée en divisant la prévalence par 4 et en calculant la racine carrée

1 : Fréquence allelique pour géne liée au chromosome X est considérée égale a la prévalence.

Figure 11. Liste des maladies métaboliques héréditaires lysosomales et leur fréquence.

Ce tableau présente les différentes maladies héréditaires de surcharge lysosomale, en fonction de leur fréquence
chez les nouveau-nés australiens entre 1980 et 1996.

La totalité de ces maladies affecte environ 1 naissance sur 7700. Les différentes formes de mucopolysaccharidoses
(MPS | & MPS 7) affectent quant & elles, environ 1 naissance sur 22 500.

Tableau issu de Miekle 1999 Journal of American Medical Association.
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2 Le transfert de gene dans la rétine a I’aide des vecteurs viraux recombinants

2.1. Généralites a propos de la thérapie génique

La thérapie génique est un domaine médical récent, qui a pu émerger grace a la compréhension
croissante de la biologie humaine, des mécanismes physiopathologiques des maladies génétiques
humaines, ainsi qu’a la mise au point de techniques expérimentales performantes permettant de

modifier le génome des cellules d’intérét (Friedmann, 1992).

Initialement, la thérapie génique visait a traiter les causes moléculaires et génétiques plutdt que les
symptdmes des maladies génétiques, pour lesquelles il n’existe pas de traitements conventionnels
efficaces qu’ils soient chirurgicaux, pharmacologiques ou enzymatiques (Friedmann and Roblin,
1972). Cependant les possibilités croissantes offertes par la thérapie génique, ont permis
progressivement d’étendre ses champs d’application aux maladies acquises telles que les maladies
infectieuses, les maladies cardiovasculaires, certaines formes de diabete et d’obésité, les maladies
associees au vieillissement affectant le systeme nerveux central ou périphérique, telles que Parkinson
ou Alzheimer, et méme & la vaccination (Edelstein et al., 2007; Edelstein et al., 2004; Flotte, 2007;
Friedmann, 1993; Mountain, 2000).

La thérapie génique consiste a apporter dans les cellules d’intérét, du matériel génétique
thérapeutique, qui va étre le plus souvent une molécule d’ADN ou d’ARN selon la nature du vecteur
thérapeutique utilisé. Ce matériel génétique peut coder par exemple pour une protéine déficiente ou
un facteur de survie, un ARN interférentiel (si/shRNA) ou un ARN a activité catalytique (ribozyme)
afin d’inhiber la traduction d’un ARNm endogene voire d’induire leur dégradation (Grimm, 2009;
Lewin and Hauswirth, 2001), un ARN permettant de moduler I’épissage d’un ARNm endogéne (Le
Roy et al., 2009), ou encore une ADN recombinase (ZincFinger Nuclease) afin de d’éditer le génome
(Carroll, 2008). Afin de permettre I’expression de ce matériel génétique, celui-ci se présente
classiguement sous la forme d’une cassette d’expression caractérisée par différents éléments
génétiques : (1) un promoteur déterminant la force et la spécificité d’expression, (2) un ADN
complémentaire codant pour la molécule thérapeutique, (3) une séquence de polyadénylation, et (4)
éventuellement des séquences régulatrices présentes dans les séquences introniques, ou dans les
séquences non codantes mais transcrites en 5” ou 3’ de I’ADN complémentaire (ADNCc) dites 5’ et
3’ UTR.

Ce transfert de gene peut étre réalisé au moyen de trois principaux systémes de transfert de géne. (1)
Les vecteurs viraux qu’ils soient derives des adénovirus, rétrovirus, ou encore des virus adéno-
associes recombinants (cf. sous chapitre 2.2) (Flotte, 2007). (2) Les vecteurs non-viraux tels que les
ADN complexés avec des lipides cationiques ou des nanoparticules, les exosomes, ou certains
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microorganismes (Park et al., 2006; Seow and Wood, 2009). (3) Les méthodes physiques telles que
les ADN plasmidiques associés a I’électrolocation, le « gene gun », et I’injection hydrodynamique
loco régionale (Wells, 2004).

On distingue 4 grandes stratégies de thérapies géniques qui ne sont pas exclusives les unes des autres
(figure 13) :

> La thérapie génique in vivo consiste a injecter le vecteur thérapeutique directement dans les
organes malades, par exemple la rétine, afin d’apporter le materiel génétique thérapeutique dans
toutes les cellules d’intéréts. Cette stratégie in vivo est potentiellement applicable a toutes les
pathologies génétiques, si tant est que les organes affectés soient accessibles au transfert de gene,
et qu’il existe un vecteur permettant une bonne efficacité de transfert de gene dans ces organes.
Cependant, cette stratégie suppose souvent I’administration d’une forte dose de vecteur
thérapeutique chez le sujet, par exemple dans le cas de pathologie musculosquelettique ou
métabolique. Ceci peut étre a I’origine de phénomeénes de toxicités associés au vecteur lui-méme
(cytotoxicité, tumorisation et réaction immunitaire) ou a sa dissémination dans I’organisme
(transduction des gameétes ou d’embryon). Cependant, la thérapie génique in vivo dans la rétine
permet de cibler les cellules d’intérét, avec une faible dose de vecteur thérapeutique, et de limiter
sa dissémination en dehors de I’ceil, car celui-ci est relativement bien isolé du reste de

I’organisme par la barriére hémato-oculaire.

> La thérapie génique ex vivo consiste a prélever des cellules souches ou progénitrices du sujet
malade, par exemple les cellules souches hématopoiétiques, puis de realiser le transfert de gene
thérapeutique in vitro dans ces cellules afin de corriger un defaut génétique. Ces cellules sont
ensuite réimplanter pour que ces cellules génétiqguement modifiées puissent proliférer et induire
un effet thérapeutique chez le sujet. Cette stratégie présente plusieurs avantages : le transfert de
géne réalisé in vitro est trés efficace et ne nécessite que peu de vecteur et peu de cellules. En
outre, cette stratégie permet de sélectionner les cellules transduites, et de les amplifier avant de
les greffer pour maximiser I’efficacité du transfert de gene. Cependant, cette stratégie n’est
applicable principalement qu’aux maladies sanguines chez I’adulte, et pas aux maladies affectant

les organes solides tels que la rétine, le muscle, ou le foie.

» La thérapie génique de complémentation ou d’addition consiste a apporter une copie
fonctionnelle d’un géne muté dans les cellules d’intérét, sans corriger la mutation génétique
présente dans le génome des cellules malades. Cette stratégie est applicable aussi bien aux
stratégies de thérapie génique in vivo que ex vivo, cependant seules les maladies génétiques a

mode de transmission récessive peuvent benéficier de cette approche par complémentation.
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Vecteur viral contenant
le géne a transférer

Transduction des
cellules avec
le vecteur viral

Figure 13. Schéma illustrant les stratégies de thérapie génique in vivo et ex vivo.
Les 2 grandes stratégies de thérapie génique, in vivo et ex vivo, se distinguent par leur mode d’administration
du géne thérapeutique chez le patient. Dans ces deux stratégies, le géne thérapeutique, qui induit la correction
du phénotype pathologique, est intégré dans un vecteur recombinant qu’il soit d’origine virale (vecteur viral)
ou non virale (liposome et ADN nu).

La thérapie génique ex vivo consiste a prelever des cellules progénitrices chez le patient malade, puis a réaliser
un transfert de gene in vitro dans les cellules du patient pour y intégrer le géne thérapeutique, et finalement a
greffer ces cellules modifiées chez le patient. Ces cellules modifiées pourront ainsi exprimer le géne
thérapeutique dans le corps du patient pour y corriger le phénotype pathologique.

La thérapie génique in vivo consiste a administrer le vecteur thérapeutique directement dans le corps du patient,
généralement en ciblant directement les cellules malades afin de corriger le phénotype pathologique.

Iustration issue du Journal du CNRS, N°202, Novembre 2006 (http://wwwz2.cnrs.fr/journal/3131.htm)
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> La thérapie génique de correction consiste a corriger la mutation génétique présente dans le
génome des cellules malades. Cette stratégie corrective est particulierement adaptée aux maladies
génétiques a transmission dominante dans lesquelles la mutation génétique induit un gain de
fonction délétere qui ne peut pas étre traité en apportant dans les cellules malade une copie
fonctionnelle du gene muté. Cependant, cette stratégie est techniqguement beaucoup plus difficile

a mettre au point.

Le choix de la stratégie thérapeutique est déterminé pour chaque pathologie en fonction de la nature
de la mutation génétique, des cellules et les organes a cibler, et du type de vecteur utilisé pour

réaliser ce transfert de gene.

Ce manuscrit traitera uniquement de la thérapie génique in vivo a I’aide des vecteurs viraux. A ce
jour, cette combinaison constitue I’approche la plus efficace et la pertinente pour réaliser un transfert
de gene thérapeutique dans les cellules de la rétine, en particulier en cliniqgue humaine. D’une part,
I’eeil et la rétine sont facilement accessibles pour réaliser in vivo des injections de vecteurs
thérapeutiques, et pour réaliser les examens anatomiques et électrophysiologiques pour évaluer le
succes de ces stratégies thérapeutiques. D’autre part, le transfert de géne dans la rétine est facilité par
le nombre relativement faible de cellules a traiter et leur compaction dans I’eeil, et surtout dans la
rétine. Enfin, la rétine est enfermée dans I’ceil, qui est un organe immunoprivilégié, ce qui limite les

phénomenes d’immunotoxicité associés au vecteur et au transgene thérapeutique.

Au cours de la derniére décennie, la thérapie génique pour le traitement des maladies génétiques a
connu plusieurs succés majeurs, dont la plupart ont porté sur le traitement de maladies
d’immunodéficience congénitale (Aiuti et al., 2002; Blaese et al., 1995; Cavazzana-Calvo et al.,
2000; Gaspar et al., 2006; Gaspar et al., 2004; Ott et al., 2006). Parmi ces succes cliniques, le
traitement des enfants atteints de la mutation SCID-X1 a montré pour la premiére fois la réalité des
bénéfices thérapeutiques majeurs que I’on peut attendre de la thérapie génique pour le traitement des
maladies génetiques (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Gaspar et al., 2004). Les enfants porteurs de
cette mutation ont un systéeme immunitaire affaibli suite a un déficit en lymphocytes T (LT). Ce
déficit en LT est causé par la mutation du géne codant pour la chaine[] des récepteurs cellulaires
impliquée dans la reconnaissance des interleukines IL 2, 4, 7, 9, 15 et IL21. Or ces récepteurs sont
exprimés a la surface des cellules hématopoiétiques, et sont nécessaires a la production de LT
matures et fonctionnels. Ainsi, les groupes des Pr Fischer et Trascher, ont réalisé un transfert de géne
ex vivo les cellules souches hématopoiétiques des enfants malades pour y apporter un copie
fonctionnel du gene déficient, a I’aide d’un vecteur intégratif rétroviral. Les enfants traités ont
montré une restauration de leur fonction immunitaire, et 10 ans apres le traitement, ils sont toujours
capables de vivre de fagon normale, en dehors d’un environnement confiné.
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Récemment, la thérapie génique clinique a aussi éte évaluée avec succes pour le traitement de la
rétinite pigmentaire associée a la mutation du gene RPE65 (Bainbridge et al., 2008; Hauswirth et al.,
2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b). RPE65 code pour une enzyme du cycle des
rétinoides, exprimée uniquement dans les cellules de I’EPR. La déficience de cette enzyme dans la
rétine entraine la perte progressive et précoce de la fonction visuelle (avant 6 ans), et aboutit a la
cecité totale des patients vers 30-40 ans. Dans ces études, un vecteur AAVr porteur d’une copie
fonctionnelle du géne RPEG5 a été produit. Ce vecteur a été ensuite injecté en intraoculaire, chez 18
patients &ges entre 8 et 26 ans, présentant des atteintes avancées de la fonction visuelle, et une
dégenérescence plus ou moins avancée de la rétine. Dans deux de ces études, I’injection du vecteur
AAVr s’est traduite par un effet thérapeutique significatif sur la fonction visuelle, mais pas a sa
restauration compléte. En effet, plusieurs patients traités ont montré un amélioration de leur
sensibilite a la lumiere, de la taille de leur champ visuel, ainsi qu’une augmentation de leur acuité
visuelle (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b). En outre, aucun effet
toxique associé au traitement n’a été relevé et parmi les patients traités, deux individus de 8 (CH08)
et 19 ans (Patient 3) ont récupéré une fonction ambulatoire partielle (Bainbridge et al., 2008;
Maguire et al., 2009).

Ainsi, ces études ouvrent la voie a la thérapie génique dans I’ceil pour le traitement des autres
DHR, et en particulier pour les formes non syndromiques affectant les cellules de I’EPR et les

photorécepteurs.
2.2  Les vecteurs viraux recombinants

Au cours de ce chapitre, nous présenterons uniquement les principaux types de vecteurs viraux
recombinants, car ce sont les seuls a permettre un transfert de géne efficace in vivo, entre autre dans

la rétine.
2.2.1  Les vecteurs dérivés des virus adéno-associés
2.2.1.1 Les virus adéno-associés sauvages

Les virus adéno-associés (AAV) sont des virus non enveloppés, a ADN simple brin appartenant a la
famille des parvoviridae et au genre des dépendovirus. Les AAV sauvages sont des virus faiblement
intégratifs, mais non lytiques et non pathogenes pour I’hnomme. lls infectent une grande variété de
cellules mitotiques et quiescentes, mais sont dépendants d’un virus helper pour leur réplication, tel
que I’adénovirus ou le virus de I’Herpes (Berns, 1990). A ce jour, plus d’une centaine de variants
génétiques ont été isolés (Chen et al., 2005; Gao et al., 2004; Gao et al., 2005; Mori et al., 2007).
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La capside des AAV capside est de forme icosaédrique et d’un diamétre de 20 a 25 nm, pour environ
4 MDa (figure 14) (Hueffer and Parrish, 2003; Parrish, 2010). La capside est constituée des
protéines virales VP1, VP2 et VP3 selon le ratio 5-5-50. Le tropisme des différents sérotypes d’AAV
est détermine principalement par les domaines en boucle des protéines VP1, VP2 et VP3 (Kern et al.,
2003; Opie et al., 2003). Leurs récepteurs cellulaires ont été partiellement identifiés (figure 15), et
sont pour certains exprimés de fagon ubiquitaire a la surface des cellules de mammiferes, tel que le
protéoglycane héparane sulfate pour I’AAV de sérotype 2 (AAV2) (Schultz and Chamberlain, 2008).
Le mécanisme d’entrée cellulaire des AAV est schématisé figure 16. Classiquement, I’adhésion
cellulaire des virions est induite par la reconnaissance d’un ou plusieurs récepteurs cellulaires selon
le sérotype de I’AAV. L’adhésion cellulaire induit I’internalisation du virion par endocytose. L’AAV
passe ainsi dans I’endosome précoce, puis dans I’endosome tardif. L’acidification de I’endosome
tardif induit la trans-conformation de la capside, ce qui induit I’échappement de I’AAV vers le
cytoplasme. Les particules AAV sont ensuite transportées activement vers le noyau, grace a leurs
interactions avec le cytosquelette, et plus particulierement avec les molécules de dynéines et le
réseau de microtubules cellulaires. Les AAV pénétrent dans le noyau via les pores nucléaires. Dans
le noyau, les AAV sont décapsideés, et le génome viral est liberé. Apres réplication du génome viral,
celui-ci reste sous forme latente, jusqu’a ce qu’un virus helper réactive le provirus et induise la

production de virion.

Le génome de I’AAV est une molécule d’ADN simple brin qui peut étre de polarité positive ou
négative, et dont la taille est d’environ 5 Kb (figure 14) (Berns and Adler, 1972; Flotte and Berns,
2005; Srivastava et al., 1983). Le génome simple brin de I’AAV est converti en double brin dans le
noyau de la cellule hote, puis il est circulariseé et éventuellement concatémerisé. Le génome des AAV
persiste ensuite sous forme soit épisomique, soit intégrée préférentiellement dans le chromosome 19
au niveau du locus AAVS1 (Kotin et al., 1990; Linden et al., 1996a; Linden et al., 1996b; Smith,
2008).

Le génome de I’AAYV porte deux régions codantes REP et CAP (figure 14) (Berns, 1990). REP code
pour les diverses protéines nécessaires a la replication du genome viral, la régulation des genes
viraux, et son intégration dans le génome cellulaire (Flotte and Berns, 2005). Alors que le gene CAP
code pour les trois protéines de la capside VP1, VP2 et VP3. En outre, le génome des AAV est
flanqué aux extrémités 5’ et 3’ par une séquence terminale inversée répétée palindromique de 145pb.
Ce sont les ITR qui sont essentiels a I’encapsidation du génome virale, sa réplication, sa

circularisassion, et son intégration dans le génome de la cellule hote (Flotte and Berns, 2005).
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(A) La structure tridimensionnelle de la capside de
I’AAV de sérotype 2.

Celle-ci a été déterminée par cryomicroscopie électronique,
puis modélisée par informatique. La taille de capside est
d’environ 22 nm de diametre. La surface de la capside
apparait de forme sphéroide, avec des protrusions de petite
tailles qui sont représentées en clair.

(B) Schéma de I’organisation génomique de I’AAV.
Celui-ci est constitué d’une molécule d’ADN simple brin et
linéaire, de polarité positive ou négative, et dont la taille est
d’environ 4,7 Kb. Le génome de I’AAV est flanqué aux
extrémités 5’ et 3’ par une petite séquence palindromique de
145pb dite ITR (Inverted Terminal Repeat).

Le génome de I’AAV porte 2 régions codantes multi-
cistroniques : les genes Rep et Cap. Le géne Rep codent
pour les protéines régulatrices Rep78, Rep68, Rep52 et
Rep40, par épissage alternatif. Le géne code pour les
protéines de la capside CP1, VP2 et VP3, par épissage
alternatif.

Figure 14. Représentation de la capside et du génome du virus adéno-associé sauvage (AAV).

Illustrations issues du Hueffer and Parrish 2003 Current Opinion in Microbiology (A) et Flotte and Berns 2005

Human Gene Therapy (B)
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Sérotypes

AAV1

AAV?2

AAV3

AAV4

AAVS

AAV6

AAV7

AAVS

AAV9

AAV10

AAV11

AAV12

Primate

Humaine

Humaine

Humaine

Humaine

Humaine

Humaine

Humaine

Humaine

Simienne

Simienne

Simienne

Récepteurs cellulaires

a-2,3 N-acides sialiques
a-2,6 N-acides sialiques

Protéoglycane héparane sulfate

Intégrine avp5

Récepteur 1 au Facteur de croissance fibroblastique (FGF)
Récepteur 2 au facteur de croissance hépatocytaire (HGF)
Récepteur de la lamine 37/67-kDa

Récepteur de la lamine 37/67-kDa
a-2,3 O-acides sialiques

a-2,3 N-acides sialiques

a-2,6 N-acides sialiques

Récepteurs aux facteurs de croissance dérivés des plaquettes
(PDGF-o et PDGF-p)

a-2,3 N-acides sialiques
a-2,6 N-acides sialiques

Non déterminé

Récepteur de la lamine 37/67-kDa

Récepteur de la lamine 37/67-kDa

Non déterminé

Non déterminé

Non déterminé

Figure 15. Liste des 12 vecteurs adéno-associés d’origine humaine et simienne,
cloneés et caractérises a ce jour, et les récepteurs cellulaires de surface permettant
leur adhésion cellulaire.
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Endosome précoce

Lysosome
@s@\\)‘é@o
Endosome tardif “ws—%o
Puits recouvert
de clatherine - Chromosome
Episome
Recyclage de I’endosome
Echappement
de I’endosome
Protéasome Noyau

Figure 16. Schéma du mécanisme d’entrée cellulaire du virus adéno-associé (AAV), et
de son transport intracellulaire vers le noyau cellulaire.

L’entrée de I’AAV dans la cellule est conditionnée par I’adhésion de la capside sur une protéiné cellulaire de
surface telle que le protéoglycane, puis par endocytose induite par ces récepteurs.

Le transport intracellulaire de I’AAV vers le noyau cellulaire est décrit classiquement comme via I’endosome
précoce, puis tardif. L’AAV est ensuite libéré par I’endosome tardif au cours de son acidification. Le transport des
particules AAV libérées dans le cytoplasme vers le noyau est permis par I’interaction avec le réseau de
microtubules. L’AAV entre ensuite dans le noyau via les pores nucléaires.

En paralléle a cette voie de transport intracellulaire, les AAV peuvent étre transportés a partir des endosomes vers le
lysosome ou I’appareil de Golgi. De plus, les particules AAV libérées dans le cytoplasme, peuvent étre
ubiquitinylées et dégradées par le protéasome.

Dans le noyau, les particules virales sont décapsidées et le génome simple brin de I’AAV est libéré pour étre
converti en ADN double brin et pour étre circularisé et concatémérisé. Le génome de I’AAV persiste dans le noyau
cellulaire essentiellement sous forme d’épisome, ou sous forme intégrée dans le génome de la cellule hote dans
moins de 20% des cas.

Ilustration issue de Schultz and Chamberlain 2008 Gen Ther review.
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2212 Les vecteurs viraux recombinants adéno-associés

Les vecteurs viraux dérivés des AAV (AAVr) ne conservent du génome viral que les ITR
nécessaires a I’encapsidation du génome recombinant et a sa conversion double brin (figure 17). Les
séquences REP et CAP sont remplacées par la cassette d’expression transgénique, permettant ainsi
une capacité cargo maximum d’environ 4,7Kb (Grieger and Samulski, 2005; McLaughlin et al.,
1988; Wu et al., 2010). La plupart des vecteurs rAAV sont dit pseudotypés, c'est-a-dire produit a
I’aide des ITR de I’AAV2, mais encapsidés dans une capside de sérotype différent (Rabinowitz et al.,
2002). A ce jour, plus de 12 sérotypes de vecteurs rAAVr naturels d’origines humaines, simiennes ou
encore porcines, ont été clonés et caractérisés pour le transfert de gene (Arbetman et al., 2005; Bello
et al., 2009; Bossis and Chiorini, 2003; Gao et al., 2004; Gao et al., 2005; Gao et al., 2002; Klimczak
et al., 2009; Mori et al., 2004; Schmidt et al., 2006). Les différents sérotypes d’AAV se différencient
entre eux par la structure primaire et tertiaire de leur capside, ainsi que par la proximité génétique de
leur génome qui varie entre 50 et 90%. Chaque sérotype se définit aussi par une sensibilité
importante vis-a-vis des anticorps génerés directement contre lui-méme, mais par une sensibilité
faible contre les anticorps générés contre les autres sérotypes d’AAV connus. Ainsi, seul les
anticorps générés contre un sérotype donné, peuvent induire un effet neutralisant important sur celui-
ci. La capacité de neutralisation des anticorps correspond a la capacité de certains anticorps a inhiber
la transduction cellulaire par I’AAVr (Gao et al., 2005).

Les AAVTr sont tres largement utilisés dans les études de thérapie génique expérimentale (Warrington
and Herzog, 2006) et clinique (Coura Rdos and Nardi, 2007; Mueller and Flotte, 2008). Les AAVr

présentent de nombreux avantages :

> Le tropisme des AAVTr est trés large. Individuellement de chaque sérotypes d’AAVr permet
généralement de cibler efficacement in vivo un nombre réduit d’organes ou de types cellulaires,
mais collectivement leur tropisme couvrent la presque totalité des organes et des types cellulaires
de I’organisme. Ainsi, les vecteurs AAVr offrent une grande flexibilité en transfert de géne in
vivo (figure 18). Leur tropisme et leur efficacité a produire un transfert de gene a été évalué avec
succes dans un grand nombre d’organes parmi lesquels le cerveau (Davidson et al., 2000;
Hadaczek et al., 2010; McCown et al., 1996), les muscles squelettiques et cardiaques (Herzog et
al., 1999; Kessler et al., 1996; Toromanoff et al., 2010), ou encore le foie (Herzog et al., 1999;
Niemeyer et al., 2008; Snyder et al., 1997). Dans la rétine, différentes études ont montré que tous

les types cellulaires composant la rétine peuvent étre transduits efficacement en choisissant le
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sérotype optimale en fonction des cellules ciblées (cf. sous chapitre 2.3.1) (Surace and Auricchio,
2008).

En outre, ces différentes études ont montré la capacité des AAVr a induire un haut niveau
d’expression du transgéne dans les différents organes étudiés, et ceci a long terme, que ce soit
chez la souris (Kessler et al., 1996), le chien (Niemeyer et al., 2008) ou le primate (Hadaczek et
al., 2010).

Les vecteurs AAVr ne sont pas integratifs en I’absence des protéines virales Rep68 et
Rep78(Smith, 2008). Le génome des AAVTr persiste donc essentiellement dans le noyau sous
forme épisomique, et ne présente pratiquement pas de risques de mutation insertionnelle, a
I’inverse des vecteurs rétroviraux. L’innocuité de ces vecteurs AAVr a été montré sur le long
terme, au cours d’essais précliniques et cliniques (Acland et al., 2005; Christine et al., 2009;
Cunningham et al., 2008; Hadaczek et al., 2010; Maguire et al., 2008b).

Les vecteurs AAVr sont considérés comme faiblement immunogénes. Dans I’ceil, et plus
particulierement dans la rétine, I’injection de vecteur rAAV est trés bien tolérée et n’induit
qu’une faible réponse immune transitoire. Ainsi, Amado et coll. et Simonelli et coll. ont montré
récemment que I’injection sous rétinienne de vecteur AAV2, respectivement chez le chien et
I’humain, n’induit pas de réponse immune contre le transgene mais une légére augmentation de
la concentration sérique des anticorps neutralisant anti-AAV2, et plus rarement une réponse
cellulaire LT CD8+ contre la capside AAV2 (Amado et al., 2010; Simonelli et al., 2010). Ceci
est aussi explique par le caractére immunoprivilégié de I’eeil, et par la mise en place d’une
réponse immunitaire déviée vis-a-vis des vecteurs rAAV et de certains transgenes (ACAID)
(Anand et al., 2002; Forrester et al., 2008; Streilein, 2003). Ces réactions immune ne sont pas
délétére pour I’expression a long terme du transgene dans la rétine, ni pour la ré-administration
du vecteur dans I’eil controlatéral chez un sujet préalablement traité (Li et al., 2008a; Li et al.,
2009).
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Génome de I’AAV sauvage

Génome de I’AAV recombinant

Cassette d’expression

A
[ |

ADNCc du transgéne polyA

Figure 17. Schéma de I’organisation génomique des AAV sauvages et des vecteurs

AAV recombinants.
Les vecteurs adéno-associés recombinants (AAVr) sont obtenus en remplacgant les génes viraux Rep et Cap, par
une cassette d’expression. Les vecteurs AAVr ne conservent du génome viral que les ségquences inversées
répétées, les Inverse Terminal Repeat (ITR). Les ITR sont nécessaires a la production des vecteurs viraux
recombinants, ainsi qu’a leur expression dans la cellule hote transduite. La taille maximale de la cassette
d’expression est de 4,7Kb

La cassette d’expression est classiquement constituée d’un promoteur, de I’ADN complémentaire (ADNCc)
codant pour le transgéne, et d’une séquence de polyadénylation (polyA).

En outre, la cassette d’expression des séquences non traduites situées en 5° et 3’ de I’ADNC, dites 5’UTR et
3’UTR pour « Untranslated Region ». Les séquences 5’UTR et 3’'UTR peuvent comporter des éléments
génétiques régulateurs de la transcription ou de la traduction, telles que les séquences cibles pour les micro-
ARN (miRNA).
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Rétine : photorécepteurs 2-5-7-8-9

Rétine : épithelium pigmentaire rétinien 2-4-5-7-8-9
Systeme nerveux central 1-4-5-7-8-9-10
Muscles squelettiques 1-6-7-8-9
Muscle cardiaque 6-8-9

Foie 2_-8-9
Poumons 5_-6-9
Pancréas 1-8-9

Rein 2-9

Figure 18. Liste des principaux organes ciblés en transfert de géne thérapeutique
et des sérotypes permettant leur transduction efficace.
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Cependant ces vecteurs AAVr présentent aussi plusieurs inconvénients pour le développement de

certains protocoles de thérapie génique, dans la rétine ou dans d’autres organes :

> La capacité cargo des vecteurs AAVr ne permet pas de transporter une cassette d’expression dont
la taille est supérieure a 4,7Kb (Wu et al., 2010). Ceci exclu donc I’utilisation des vecteurs AAVr
pour traiter par exemple la maladie de Stargardt, qui est une forme de DHR, et dont le traitement
nécessiterait d’apporter dans les photorécepteurs une copie fonctionnelle du gene ABCA4 dont
I’ADNc mesure 7 Kb. En outre, la capacité cargo restreinte des vecteurs AAVr limite aussi
I’intégration dans la cassette d’expression des promoteurs endogénes entiers qui font souvent

plusieurs milliers de pb.

» L’efficacité de transduction des vecteurs AAVr est moindre comparée a celles d’autres vecteurs
viraux. Les AAVr ont une bonne efficacité de transduction pour des ratios « vecteurs AAVr sur
cellules ciblés », égale ou supérieur & 10%-10° vg/c (vecteur génome/cellule) (Bertran et al., 1996;
Maeda et al., 1998). A I’inverse, les vecteurs viraux dérivés des adénovirus et des rétrovirus ont

une bonne efficacité de transduction pour des ratios égaux ou inférieurs a 10 vg/c.

En effet, I’étude du cycle viral de I’AAV sauvage a mis en évidence plusieurs étapes cellulaires
limitantes, qui affectent aussi I’efficacité de transduction des vecteurs AAVr. Ainsi, I’entrée
cellulaire de I’AAV, la sortie des particules virales de I’endosome vers le cytoplasme, leur
décapsidation dans le noyau, et finalement la conversion du génome viral en ADN double brin,
constituent des étapes a faible efficacité qui réduisent drastiquement la proportion des virions qui
pourront s’exprimer dans le noyau de la cellule hote (Seisenberger et al., 2001) (Suikkanen et al.,
2003) (Thomas et al., 2004) (Ferrari et al., 1996; Fisher et al., 1996; Sipo et al., 2007).

> La prévalence des anticorps anti-AAV est forte dans les populations humaines. Celle-ci oscille
entre 10 et 70% de la population selon le sérotype d’AAV et la localisation géographique des
populations (Blacklow et al., 1971; Boutin et al., 2010; Calcedo et al., 2009; Chirmule et al.,
1999). La prévalence de ces anticorps est faible chez les enfants de moins de 8 ans, et négligeable
avant 6 mois. Cependant, la prévalence de ces anticorps anti-capside augmente drastiquement
avec I’age, de méme que leur activité neutralisante (Chen et al., 2005). Or, la présence préalable
d’anticorps neutralisant anti-capside circulant chez un sujet, constitue un frein majeur au transfert
de géne expérimental dans de nombreux organes tels que le poumon, le foie et méme le cerveau
(Halbert et al., 2000; Peden et al., 2009; Scallan et al., 2006).
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> Dans les organes autres que le SNC et I’ceil, I’administration d’un vecteur AAVr induit une forte
réponse immune que ce soit chez la souris, le chien ou le primate (Nayak and Herzog, 2010;
Zaiss and Muruve, 2008). Si les vecteurs AAVr n’activent pas le complément, leur phagocytose
par les cellules dendritiques et macrophagiques induit la sécrétion de cytokines et de
chémockines pro-inflammatoires qui potentialisent la mise en place d’une réponse adaptative
(Zhu et al., 2009). Ces réponses immunitaires adaptatives se traduisent par un versant humoral et
un versant cellulaire. Le versant humoral se traduit par la production d’anticorps neutralisants
contre la capside I’AAVr et la production d’anticorps contre le transgene. Ceci a pour
conséquences, entre autres, de rendre la ré-administration ultérieure du méme vecteur inefficace.
Le versant cellulaire se traduit par I’activation et la prolifération des cellules LT CD8+
cytotoxiques spécifiques de la capside du vecteur, ou du transgéne, ce qui aboutit a I’élimination

des cellules transduites.

Or, ces réactions immunes sont fortement déléteres pour le succés du transfert de gene
thérapeutique dans les organes périphériques. Ceci a été illustré récemment par I’échec d’un essai
clinique visant a traiter des patients hemophiles déficients pour le facteur de coagulation 9 (FIX).
Les patients de cet essai clinique ont été injectés via la veine porte hépatique, avec un vecteur
AAV?2 porteur du transgene FIX (Manno et al., 2006). Manno et coll., puis Mingozzi et coll., ont
ainsi montré que I’expression hépatique du FIX ne persiste que quelques jours chez ces patients,
et que ceci est corrélé par le développement d’une réponse humorale, et cellulaire cytotoxique LT
CD8+ contre la capside de I’AAV2 (Manno et al., 2006; Mingozzi et al., 2007).

A ce jour, les vecteurs AAVTr ont été utilisés dans différents essais cliniques de thérapie génique
(figures 19 et 20) (Mueller and Flotte, 2008). Ces essais cliniques ont porté sur le traitement des
pathologies génétiques neurodégénératives de la rétine ou du SNC (Maguire et al., 2008b; Marks et
al., 2008), les pathologies cardiovasculaires (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00454818 et
NCT00534703), ou certaines maladies infectieuses (Vardas et al., 2010). Les principales études de
thérapie génique préecliniques et cliniques appliquées aux DHR, sont présentées brievement dans le
chapitre 3.
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Répartition des essais cliniques en fonction du type de vecteur utilisé (n=1680)

Autres catégories

. o a0 (e
4.9% (n=82) Non déterminé 3.3% (n=55)
Lentivirus 1.7% (n=29)
Herpes simplex virus , .
3.3% (n=56) Adénovirus 23.8% (n=400)
Virus adéno-associé

4.5% (n=75)

Virus de la variole

5.5% (n=93) \

Virus de la vaccine
6.5% (n=109)

/ Rétrovirus 22.8% (n=344)
Lipoféction 7.9% (n=133)

ADN nu ou plasmide 17,7% (n=304)

Répartition des essais clinique en fonction de I’application thérapeutique (n=16644)

Autres maladies 2.4% (n=40)
Volontaires sains 2.3% (n=38) Marquage génétique 3% (n=50)
Maladies oculaires 1.1% (n=18)

Maladies neurologiques 1.8% (n=30)

Maladies infectieuses

e

Maladies génétique _____—— Maladies tumorales

8.29% (n=134) __— 645%(n=1060)

Maladies cardiovasculaires /

8.7% (n=143)

Figure 19. Les essais cliniques de thérapie génique réalisés dans le monde entre
1989 et 2010, en fonction du type de vecteur utilisé et de I’application
thérapeutique.

Ilustrations issues de www.wiley.co.uk/genmed/clinical.
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Numéro de
I’essai clinique

(FDA)

Maladie traitée/transgene thérapeutique

Déficit a-1-Antitrypsine/ AAT

Déficit a-1-Antitrypsine/AAT

Alzheimer/Facteur de croissance nerveuse (B-NGF)
Maladie de Batten/CLN2

Arthrose/tgAAC94 = anticorps anti-récepteur au
facteur nécrosant tumoral (TNFR:Fc)

Maladie de Canavan/aspartoacylase
Insuffisance cardiaque/SERCA2a
Insuffisance cardiaque/SERCA2a
Mucoviscidose/CFTR
Mucoviscidose/CFTR
Mucoviscidose/CFTR (tgAAVCF)
Mucoviscidose/CFTR (tgAAVCF)
Dystrophie musculaire de Duchenne/
Mini-dystrophine
Epilepsie/neuropeptide Y (NPY)

Déficience en facteur de coagulation IX/

mini géne Facteur I1X

Amaurose congénitale de Leber (dégénérescence
rétinienne)/RPE65

Amaurose congénitale de Leber (dégénérescence
rétinienne)/RPE6G5

Dystrophie musculaire de Erb/y-sarcoalvcane
Dystrophie musculaire de Erb/y-sarcoglycane
Parkinson/GAD65

Parkinson/hAADC

Parkinson/

neurturine sécrétée (Cere-120)

Parkinson/

neurturine sécrétée (Cere-120)
Parkinson/GAD65

Sérotype/voie d’administration

Phase

clinique Statut
AAV1, intramusculaire

AAV2, intramusculaire

AAV?2, intracranienne

AAV2, intracranienne

AAV2, intra-articulaire

AAV?2, intra-articulaire

AAV2, intracranienne
AAVS, intracardiaque
AAV1, intracardiaque
AAV?2, nasale

AAV2, aérosol-poumons
AAV2, aérosol-poumons
AAV?2, intra-sinusale

AAV5

AAV1et AAV2,
Intracranienne

AAV2, intramusculaire

AAV?2, intra-artérielle

AAV?2, intraoculaire
AAV?2, intraoculaire
AAV2
AAV1
AAV2, intracérébrale

AAV?2, intracérébrale
AAV?2, intracranienne

AAV?2, intracranienne

AAV?2, intracérébrale

Principal
investigateur

Figure 20. Liste des essais cliniques de thérapie génique réalisé a I’aide des
vecteurs recombinants adéno-associés autorisés par la « Food and Drug
Administration » et réalisés aux USA jusqu’en 2008.

Illustration issue et adaptée de Mueller and Flotte 2008 Gene Therapy.
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2.2.2  Les vecteurs dérivés des virus adénovirus
2.2.2.1 Les virus adénovirus sauvages

Les adénovirus (Ad) sont des virus a ADN double brin, non enveloppés, appartenant a la famille des
adenoviridae. Celle-ci compte plus de 100 variants génétiques. Les Ad qui infectent I’hnomme,
appartiennent essentiellement au type « Adénovirus Humain » (HAd). lls ont généralement un
tropisme préférentiel pour les cellules épithéliales présentes dans les muqueuses respiratoires, gastro-
intestinales ou oculaires (Sharma et al., 2009). Les Ad sont des virus non intégratifs qui infectent les
cellules quiescentes et mitotiques. Les Ad sont des virus pathogénes, I’expression des génes viraux
est cytotoxique et aboutit a la lyse des cellules infectées.

La capside des HAd est de forme sphéroide, d’un diameétre d’environ 100 nm, pour un poids
moléculaire d’environ 150 MDa (figure 21). La capside des HAd est constituée de 20 facettes
triangulaires, aux sommets desquelles est présente une structure filiforme, « la fibre », de longueur et
de forme variable. Celle-ci repose a sa base sur la protéine appelée « la base du penton » (El-Bakkouri
et al., 2008). La fibre et la base du penton varient en fonction du sérotype de I’'HAd, et déterminent
en grande partie leur tropisme.

Le génome des HAd avoisine les 36kb (figure 21). Il est linéaire dans les virions, mais se circularise
dans le noyau des cellules infectées ou il persiste sous forme épisomique. Le génome des HAd est
constitué d’environ 10 régions codantes qui sont désignées E1 a E4, et L1 a L5. Ces génes sont
exprimés respectivement pendant les phases précoces et tardives du cycle viral (McConnell and
Imperiale, 2004). L’ADN viral est encadré aux extrémités 5’ et 3’ par des séquences répétées
inversees dites ITR, et par des séquences « y ». Ces séquences ITR et y ont pour rdle la compaction
de I’ADN dans le virion, sa circularisation, I’expression du génome viral dans sa forme épisomique

et I’encapsidation du génome viral.
2222 les vecteurs viraux recombinants des Adénovirus

Les vecteurs Ad recombinant (rAd) dérivent essentiellement des virus HAd de sérotype 2 et 5 (HAd2
et HAdS), et sont dit soit de premiere, deuxiéme ou troisieme génération. Les rAd de premiere
géneration sont excisés uniquement pour les genes viraux Ela et E1b afin d’éviter la réplication du
vecteur dans les cellules transduites. Les vecteurs adénovirus de seconde sont excisés pour une
combinaison de génes allant d’E1 a E4. Enfin, les vecteurs rAd de troisieme génération sont excisés

pour tout le génome viral a I’exception des séquences ITR et .

Les vecteurs recombinants HAd (rHAd) présentent de nombreux avantages :
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> Les vecteurs rAd de premiére, deuxieme et troisieme genération ont une capacité cargo
respective d’environ 8 Kb, 14 Kb et 36 Kb. Cette grande capacité cargo constitue un avantage
important pour la mise au point de stratégies de thérapie génique d’addition supposant le
transport de transgenes de trés grande taille. Par exemple, la myopathie de Duchenne Becker est
causée par la mutation du gene de la dystrophine, or I’ADNc correspondant, qu’il faudrait

apporter dans les cellules musculaires, mesure environ 14kb (Dudley et al., 2004).

> Le génome des rAd persiste dans le noyau des cellules transduites sous forme épisomique, mais
permet I’expression a long terme du transgene in vivo par exemple dans le foie, en I’absence de

réaction immune contre les cellules transduites (Kim et al., 2001; Morral et al., 1999).

» L’efficacité de transduction des rHAd est trés grande méme pour des MOI inférieures a 10 vg/c,
et ceci dans un tres grand nombre de types cellulaires et dans de nombreuses especes animales
(Alkhatib and Briedis, 1988; Brunetti-Pierri and Ng, 2008; Yamada et al., 1985).

> Le tropisme des rHAd est large, et permet de transduire efficacement la rétine (Bennett et al.,
1996; Bennett et al., 1994; Oshima et al., 2004), le cerveau (Huang et al., 2007), la moelle
épiniere (Butti et al., 2008), le foie (Brunetti-Pierri et al., 2006; Toietta et al., 2005), et les
muscles squelettiques et cardiaques (Dudley et al., 2004; Fleury et al., 2004). Dans la rétine, les
vecteurs HAdS5 et HAd2 transduisent efficacement les cellules de I’lEPR mais faiblement les
photorécepteurs aprés injection sous-rétinienne de ces vecteurs (Anglade and Csaky, 1998;
Cashman et al., 2007; Jomary et al., 1994; Li et al., 1994). Cependant, différentes études ont
montré que la mutation de la capside au niveau de la base du penton, permet de produire des
vecteurs transduisant plus efficacement les photorécepteurs (Cashman et al., 2007; Sharma et al.,
2009; Sweigard et al., 2010).

Cependant, les vecteurs rAd sont associés a une forte immunogénéicité in vivo, et en particulier pour

les vecteurs de premiére et deuxiéme générations :

» L’administration des vecteurs rAd in vivo chez I’animal immunocompétent, aboutit a la mise en
place de réactions immunitaires et inflammatoires importantes (Nayak and Herzog, 2010).
Celles-ci sont d’autant plus importantes, que la prévalence des anticorps neutralisants anti-rAd
est forte dans la population genérale, et que celle-ci semble étre croissante avec I’age (Mast et al.,
2010; Piedra et al., 1998; Thorner et al., 2006).
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Figure 21. Représentation schématique de la capside et du génome de
I’adénovirus sauvage (Ad).

(A) La surface de la capside des Ad est de forme sphéroide. Sa taille est d’environ 100nm de diametre. La
capside est surmontée de protrusions filiformes appelées « les fibres ». Celles-ci ont une taille et une forme
variable selon le sérotype de I’Ad. La fibre repose sur la base du penton et détermine le tropisme des Ad. La
capside protége le génome viral qui est associé a différentes protéines virales.

(B) Le génome des Ad est constitué d’une molécule d’ADN linéaire double brin d’environ 36Kb. Le génome
des Ad est flanqué aux extrémités 5’ et 3°, par des séquences terminales répétées (LITR et RITR), qui sont
associées de fagon covalente avec « la protéine terminale ». En outre, le génome des Ad est flanqué d’une
séquence y nécessaire a I’encapsidation du génome viral. Le génome de I’Ad est organisé de fagon complexe
en une dizaine de régions codantes qui sont désignées E1 a E4 et L1 a L5. Ces régions codantes sont exprimées
respectivement pendant les phases précoces et tardives du cycle viral, et peuvent produire chacune plusieurs
protéines par épissage alternatif.

illustrations issues de http://www.expasy.ch/viralzone/ (A) et Hakkarainen and Hemminki 2005 Gene Therapy
and Molecular Biology Vol.9, p153-168 (http://issuu.com/gtmb/docs/vol9b) (B).
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Les réactions inflammatoires se traduisent par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire, et en
particulier de I’Interféron 1 (IFN1), et par I’activation du complément. En effet, Cichon et coll.,
ainsi que Tian et coll. ont montré que les rAd activent in vitro et in vivo le complément par les
voies classiques et alternes (Cichon et al., 2001; Tian et al., 2009). En outre, I’administration
systémique d’un vecteur rAd aboutit a la transduction des cellules présentatrices d’antigenes, et
des cellules de Kupffer du foie. Dans ces cellules, la présence des rAd active les récepteurs
endosomiques de type TLR2 et TLR9 sensibles & I’ADN double brin viral (Appledorn et al.,
2008; McCaffrey et al.,, 2008; Schiedner et al., 2003). En réponse, ces cellules sécretent

massivement I’IFN1qui potentialise les réponses naturelles et adaptatives.

Les réponses immunes adaptatives, de types cellulaires et humorales, sont dirigées contre la
capside des rAd et le transgéne, mais surtout contre I’expression résiduelle des génes viraux qui
sont trés immunogenes pour les vecteurs rAd de premiéere et deuxiéme génération (Yang et al.,
1994) (Nayak and Herzog, 2010; Seiler et al., 2007). Ceci a pour conséquences la destruction des
cellules transduites et la perte rapide de I’expression du transgéne in vivo. Ces réactions
immunitaires ont été décrites apres la transduction des organes périphériques, mais aussi apres
I’administration des vecteurs rAd dans le systéme nerveux central, et dans I’eil (Anand et al.,
2002; Campochiaro et al., 2006; Hoffman et al., 1997; Reichel et al., 1998; Thomas et al., 2000).
Cependant, les vecteurs rAd de troisieme genération, qui ne possédent pas ces genes viraux
résiduels, permettent de réduire les réponses immunitaires vis-a-vis des cellules transduites et de
prolonger I’expression du transgéne in vivo que ce soit dans I’eeil, le cerveau et méme le muscle
squelettique et le foie (Chen et al., 1997; Kreppel et al., 2002; Morral et al., 1999; Thomas et al.,
2001).

Les vecteurs rAd ont été utilisé de tres nombreux essais cliniques de thérapie génique (figure 19)

(Edelstein et al., 2007; Edelstein et al., 2004) (http://clinicaltrials.gov). Cependant la toxicité associée

a I’utilisation des adénovirus in vivo a rapidement constitué un frein majeur a leur utilisation. Ceci a

été illustré tragiquement au cours d’un essai clinique portant sur le traitement par thérapie génique,

de patients déficients pour I’enzyme ornithine carbamyl transférase (OCT). L’OCT est impliquee

dans le métabolisme des protéines. L administration intraveineuse d’un vecteur rHAd de premiere

génération codant pour I’enzyme OCT & la dose de 6.10™ vg (vecteur génome), a ainsi conduit & une

forte toxicité systémique et a un syndrome inflammatoire systémique aigue, qui ont été fatals a un
des patients traités (Raper et al., 2003; Raper et al., 2002).
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Aujourd’hui, la capacité des rAd a induire une forte réponse immune, et leur durée courte
d’expression in vivo, sont mises a profit dans certains protocoles de thérapie génique a but vaccinal
(Lasaro and Ertl, 2009) ou anti-tumoral (Rein et al., 2006; Swisher et al., 1999) (figure 19). Dans
I’eeil, Chevez et coll. ont montré avec succes le bénéfice thérapeutique d’un vecteur rAd pour traiter
cliniqguement des patients atteints de tumeurs oculaires de type rétinoblastome (Chevez-Barrios et al.,
2005). Dans cette étude, plusieurs enfants souffrant de rétinoblastome ont recu en intraoculaire un
vecteur rAd codant pour un géne de suicide, la tymidine kinase de I’Herpes virus, toxique pour les
cellules mitotiques. Ainsi chez plusieurs patients, I’administration du vecteur rAd a permis de réduire

tres significativement la taille de la masse tumorale, mais pas la soigner complétement.
2.2.3  Lesvecteurs dérivés des rétrovirus
2.2.3.1 Les rétrovirus sauvages

Les retrovirus sont des virus enveloppés a ARN simple brin appartenant a la famille des retroviridae.
Celle-ci est constituée de plus 100 virus différents. Ce sous chapitre présentera uniquement les
vecteurs dérivés des gammarétrovirus (yRV) et lentivirus (LTV) qui sont couramment utilisés en
thérapie génique (Coffin et al., 1997). Les rétrovirus sont des virus intégratifs et non lytiques. Ils sont
a I’origine de nombreuses pathologies, par exemple les LTV comme le HIV induisent des syndromes
d’immunodéficience (Weiss, 1996). Les LTV infectent les cellules proliférantes et quiescentes,

tandis que les YRV n’infectent que les cellules proliférantes.

Les virions rétroviraux ont un diamétre d’environ 80 a 100 nm, pour un poids moléculaire
d’environ 200 MDa (figure 22) (Vogt and Simon, 1999). L’enveloppe lipidique qui entoure la
capside présente un grand nombre de protéines d’origine cellulaires et virales, dont les
glycoprotéines virales SU et TM. Ces dernieres varient selon I’espece et le sérotype du virus. Les
protéines SU et TM forment un complexe, qui permettent I’adhésion du virion sur les cellules, et qui
déterminent largement le tropisme cellulaire des rétrovirus (Nisole and Saib, 2004; Sommerfelt,
1999). La capside est constituée essentiellement de I’assemblage de 3 protéines : « matrice » (MA),
« capside » (CA) et «nucléocapside » (NC). Ces trois protéines dérivent de I’hydrolyse d’un
précurseur protéique viral codé par le géne « capside » (CA) (Coffin et al., 1997). La capside protege

le génome viral qui est associé a de nombreuses protéines virales.
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Figure 22. Représentation schématique de la capside et du génome des rétrovirus

sauvage.

(A) Les rétrovirus sont entourés d’une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées des protéines cellulaires
(HLA) et virales (SU et TU). Ces dernieres conditionnent I'adhésion et I’entrée cellulaire. La face interne de
I’enveloppe est couverte par les protéines virales « matrice » (MA). La capside est formée essentiellement de la
protéine « capside » (CA). La capside protége le génome viral qui est sous la forme de 2 molécules d’ARN
simple brin. L’ARN viral est associés aux protéines virales : Nucléocapside (NC), Reverse Transcriptase (RT),
Protéase virale (PRO), et Intégrase (IN).

(B) Le génome des LTV est schématisé ici sous forme intégrée dans le génome de la cellule héte. Celui-ci est
organisé en 3 régions codantes principales GAG, POL, et ENV. De plus, il existe de nombreux génes
accessoires qui ne sont pas représentés ici. La taille du génome des rétrovirus est d’environ 10 Kpb. Le géne
GAG code pour les protéines de la capside (CA, MA, NC). Le géne POL code pour IN et RT. Le géne ENV
code pour SU et TU. En outre, le génome des rétrovirus est flanqué aux extrémités 5’ et 3’ par des séquences
d’environ 500 pb, ce sont les « long terminal repeat » (LTR). Les LTR sont nécessaires a la retro-transcription,
I’intégration, la régulation de I’expression virale, la réplication du génome. Les LTR sont constitué d’une région
répétée (R) et de deux régions uniques (U3 et U5). Finalement, la séquence v, flanquante en 5°, permet
I’encapsidation du génome viral.

Illustrations issues de Retroviruses, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1997.
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Le génome des rétrovirus est constitué de 2 molecules identiques d’ARN linéaire, de polarité
positive, et dont la taille est d’environ 10 Kb. L’ARN viral est associé dans la capside aux protéines
« nucléocapside » (NC), «reverse transcriptase » (RT), «intégrase » (IN) et « protéase » (PRO).
Dans la cellule hote, I’ARN viral est converti en ADN double brin par la RT, puis il est intégré de
facon plus ou moins aléatoire dans le génome de la cellule hote par I’IN. En outre, le génome viral
peut étre présent dans le noyau soit sous forme intégrée, soit sous la forme d’épisome circulaire
(Pierson et al., 2002). Le génome viral est organisé en 4 régions codantes principales (figure 22). Les
régions GAG et ENV codent pour les protéines de la capside et de I’enveloppe, tandis que la région
POL code pour les enzymes IN et RT. Enfin, la région PRO code pour I’enzyme PRO nécessaire a la
maturation des protéines de la capside. Le génome viral est flanqué aux extrémités 5’ et 3’, par des
séquences courtes répétées d’environ 500 pb. Ce sont les séquences « Long Terminal Repeat »
(LTR) qui portent le promoteur viral et les séquences nécessaires a I’intégration dans le génome de la
cellule hote. De plus, le génome virale est flanqué en 5’ par la séquence «wy » nécessaire a

I’encapsidation de I’ARN viral.
2.2.3.2  Les vecteurs viraux recombinants gammareétrovirus et des lentivirus

Les vecteurs LTV et YRV modernes ne conservent du génome viral que les séquences LTR et les

séquences d’encapsidation.
Les vecteurs LTV et YRV présentent plusieurs avantages pour la thérapie génique :

> La capacité cargo des vecteurs LTV et yRV est relativement importante, avec une taille
d’encapsidation maximum d’environ 10 Kb. Kumar et coll. ont montré que celle-ci peut étre
poussé a 18 Kb expérimentalement en augmentant la taille de la cassette d’expression entre les 2
LTR. Cependant, ceci se fait au détriment du la concentration final du vecteur produit, qui est

alors divisée par un facteur 1000 (Kumar et al., 2001).

> Ces vecteurs permettent de transduire un vaste panel de types cellulaires dans différentes espéces.
Ils ont éte évalués, entre autres, dans les cellules d’origines hématopoiétiques (Joyner et al.,
1983; Priller et al., 2001), les cellules neurales (Naldini et al., 1996), les hépatocytes (Kafri et al.,
1997), la rétine (Miyoshi et al., 1997; Price et al., 1987), ou encore les cellules embryonnaires

pour la genese d’animaux transgéniques (Lois et al., 2002).

Dans I’ceil adulte, les vecteurs LTV dérives du virus HIV, transduisent efficacement les cellules
de I’EPR et les photorécepteurs aprés administration sous-rétinienne de ce vecteur chez la souris.
Ce vecteur permet une expression a long terme du transgéne dans la rétine, sans induire d’effets
délétéeres pour la rétine (Bainbridge et al., 2001; Duisit et al., 2002; Miyoshi et al., 1997; Yanez-
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Munoz et al., 2006). Les LTV permettent aussi la transduction de I’épithélium cornéen lorsque
ceux-ci sont injectés dans la chambre antérieure de I’ceil (Bainbridge et al., 2001). Dans I’ceil du
rat nouveau-né, les vecteurs HIV permettent une transduction efficace et durable des
photorécepteurs et des cellules de ’EPR, dans une grande partie de la rétine apres administration

sous-rétinienne (Miyoshi et al., 1997).

» Ces vecteurs sont a l’origine du développement de réactions immunitaires naturelles et
adaptatives, mais ils sont faiblement immunogénes (Follenzi et al., 2007). Dans I’ceil, ils génerent
une réaction inflammatoire locale modérée et transitoire (lkeda et al., 2009), sans induire de
Iésions tissulaires ou fonctionnelles. Ces réactions immunitaires semblent essentiellement
dirigées contre les cellules transduites exprimant le transgene, ce qui induit leur élimination, que
ce soit chez la souris ou le primate, apres la transduction d’organes périphériques tels que le foie
ou les cellules sanguines (Follenzi et al., 2004; Morris et al., 2004; Nayak and Herzog, 2010).

Cependant, les vecteurs rétroviraux présentent 2 inconvénients majeurs :

> Les méthodes de production actuelles ne permettent pas d’obtenir des concentrations de vecteurs
supérieures & 10°-10% particules infectieuses par mL (Rodrigues et al., 2007). Ceci exclu leur
usage pour tout protocole d’administration in vivo nécessitant des doses importantes de vecteur,

afin de transduire des organes de grande taille tel que les muscles squelettiques.

> Le caractére intégratif de ces vecteurs est associé a un fort risque de mutagénése insertionnelle et
de tumorisation. Ceci est particulierement vrai lorsque I’insertion du vecteur a lieu dans le
génome de la cellule héte, au niveau d’un gene régulant le cycle cellulaire ou I’apoptose (Hacein-
Bey-Abina et al., 2008; Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Persons, 2010; Schroder et al., 2002).
Cela a conduit au développement des vecteurs self-inactivated (SIN) et non-intégratifs qui sont
respectivement mutés dans le LTR pour inhiber I’activité transcriptionnelle virale (Zufferey et
al., 1998), et pour I’intégrase virale qui est encapsidée dans le vecteur recombinant, afin de
bloquer I’intégration dans le génome cellulaire (Banasik and McCray, 2010).

Les vecteurs rétroviraux sont largement utilisés dans les protocoles cliniques de thérapie génique
d’addition ex vivo (figure 19) (Edelstein et al.,, 2007). Les vecteurs LTV et YRV ont été
particulierement utilisés pour le traitement des déficits immunitaires congenitaux (Cavazzana-Calvo
et al., 2000; Gaspar et al., 2004; Qasim et al., 2009), et pour les pathologies métaboliques (Biffi and
Naldini, 2005; Cartier et al., 2009).
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2.2.4  Les vecteurs dérivés des herpes simplex virus
2.2.4.1 Les herpes virus sauvages

Les herpes virus sont des virus a ADN double brin enveloppés (Davison, 2010). Dans ce sous
chapitre, seuls sont présentés les vecteurs recombinants dérivant du virus humain herpés simplex 1
(HSV1). HSV1 est un virus lytique, non intégratif, a infection cellulaire latente. De plus, c’est un
virus pathogene, affectant principalement les cellules épithéliales, les mugueuses et les neurones
(Whitley and Roizman, 2001).

Le virion HSV1 est entouré d’une bicouche lipidique d’environ 200 nm (figure 23), dans laquelle
sont ancrées de nombreuses glycoprotéines virales qui sont necessaires a I’attachement du virus a la

cellule et a I’internalisation cellulaire (Taylor et al., 2002).

De ce fait, ces protéines membranaires de surfaces (gB, gC, gD, gH et gL) déterminent le tropisme
des différents sérotypes de HSV1 (Akhtar and Shukla, 2009). La capside est de forme icosaédrique,
et a un diameétre de 120 nm. Elle est entourée par une matrice protéique sous-jacente a I’enveloppe
qui est appelée « le tégument » (Grunewald et al., 2003; Taylor et al., 2002; Zhou et al., 2000). La
capside abrite le génome viral qui se compose d’une molécule d’ADN linéaire fortement condensée.

Le génome de HSV1 est linéaire et a une taille d’environ 150 Kb (figure 23). Celui-ci porte plus de
84 unités transcriptionnelles, organisées de facon complexe autours de deux régions codantes. Ce
sont « la région unique courte » (Us) et « la région unique longue » (U.) (figure 23) (Lehman and
Boehmer, 1999). Us et U, sont encadrées par des sequences répetées, avec les sequences DR aux
extrémités 5’ et 3’ de la molécule d’ADN. Ces séquences DR sont nécessaires, entre autres, a
I’encapsidation du génome (Taylor et al., 2002). En outre, la présence de plusieurs origines de
réplication, dites HSV Ori, permettent la réplication du génome viral de fagcon synchrone avec celle

du génome cellulaire.
2.2.4.2 les vecteurs viraux recombinants dérivés de I’herpés simplex virus 1

On distingue trois catégories de vecteurs dérivés de HSV1 (rHSV1), qui se distinguent par la
proportion résiduelle plus ou moins grande de génome viral sauvage, dans les vecteurs rHSV1
(Epstein, 2005b; Watanabe, 2010) :

> Les vecteurs rHSV1 compétents pour la réplication (rHSV RC) sont excisés pour environ la
moitié du génome viral, mais conservent les genes essentiels a la réplication (Argnani et al.,
2005). Ces vecteurs rHSV RC sont capables de se propager in vivo et donc de transduire un grand

nombre de cellules apres injection in vivo.
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Cependant, ces vecteurs induisent de nombreuses réactions cytopathiques et immunogénes in
vivo. L immunotoxicité de ces vecteurs est expliquée entre autres par la tres forte prévalence des
anticorps anti-HSV1 chez I’homme (Smith and Robinson, 2002). L’effet cytopathique de ces
vecteurs est associée a I’expression des genes viraux résiduels, dont I’expression peut induire
I’apoptose des cellules transduites (Johnson et al., 1992). En outre, ces rHSV RC induisent une
forte réponse immune naturelle et adaptative contre I’enveloppe et la capside. En effet, les rHSV
RC induisent I’activation du complément, des récepteurs TLR et des cellules macrophagiques
(Ryan and Federoff, 2009). En outre, leur capacité de propagation pourrait laisser craindre la

dissémination du transgene vers d’autres individus, ou vers le fcetus chez la femme enceinte.

> Les vecteurs rHSV deéfectifs pour la réplication (rHSV RD) sont excisés pour les génes
nécessaires a la réplication, afin d’atténuer leur virulence et leur cytotoxicité (Berto et al., 2005;
Johnson et al., 1992). Cependant, ils restent trées immunogénes (Ryan and Federoff, 2009).

» Les vecteurs rHSV1 amplicon encapsident une molécule d’ADN deérivant d’un plasmide
bactérien (Epstein, 2005a), qui ne conserve du génome HSV1 que les séquences « HSV Ori » et
« pac » necessaires a la production du vecteur recombinant. Ces vecteurs rHSV1 amplicon
présentent I’avantage d’étre moins cytotoxique et moins immunogenes que les vecteurs rHSV1
RC et rHSV1 RD (Ryan and Federoff, 2009).

Les vecteurs rHSV présentent, un certain nombre d’avantages pour la thérapie génique :

> Les rHSV1 disposent d’une trés grande capacité cargo pouvant s’élever jusqu’a environ 150

Kb pour les vecteurs rHSV1 amplicon (Watanabe, 2010).

> Les rHSV1 sont capables d’une bonne efficacité de transduction dans un vaste panel de types
cellulaires quiescentes et mitotiques (Heldwein and Krummenacher, 2008). En outre, les
vecteur rHSV peuvent transduire les neurones du systeme nerveux central de facon
antérograde et rétrograde, car ils sont transportés dans les axones et les dendrites par le

cytosquelette de fagcon antérograde et rétrograde (Berges et al., 2007; Boldogkoi et al., 2004).
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Figure 23. Représentation schématique de la capside et du génome de I’herpes simplex
virus.

(A) L’herpes simplex virus (HSV) est entouré d’une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées des protéines
virales dénommées gB a gN. Celles-ci sont essentielles a I’adhésion et a I’internalisation cellulaire, ce qui
conditionne son tropisme. La taille du virion est d’environ 200 nm. Le tégument est une matrice protéique sous
jacente a I’enveloppe, qui entoure la capside. Le tégument est constitué de protéines structurales et régulatrices. En
outre, le tégument solidarise la capside a I’enveloppe. La capside est de forme icosaédrique et protége le génome
viral qui est associé a de nombreuses protéines virales.

(B) Le génome des HSV est linéaire et double brin. Sa taille est d’environ 150 Kpb. Celui-ci est organisé de facon
complexe en 2 régions codantes uniques et polycistroniques, la région unique longue U, et la région unique courte
Uc. Celles-ci sont flanquées de régions répétées internes (IR, et IRg) et externes (TR, et TRg). Ces séquences
répétées portent entre autres le signal d’encapsidation, et des origines de réplication. Les régions U, et U. codent
ensemble pour environ 84 protéines dont seulement la moitié est essentielle & I’accomplissement du cycle viral de
HSV.

Illustrations adaptées de Taylor 2002 Frontier Biosciences .
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Ces avantages sont cependant largement contrebalancés par I’immunogénéicité importante et le
caractére cytopathique de ces vecteurs rHSV. Dans I’eil, les vecteurs rHSV-1 RD et amplicon ont
été évalues chez le primate (Liu et al., 1999) et le rat (Fraefel et al., 2005; Spencer et al., 2000).
L’injection intra-vitréenne des vecteurs rHSV aboutit a la transduction tres partielle des cellules
I’EPR et des cellules ganglionnaires, ainsi que du réseau trabéculaire et des corps ciliaires (Liu et al.,
1999). L’injection sous-rétinienne de ces vecteurs aboutit a la transduction exclusive de I’EPR
(Fraefel et al., 2005). Cependant, dans toutes ces études, I’expression du transgene a été décrite
comme de trés courte durée (moins de 10 jours). Celle-ci est associée a la mise en place d’une

réaction inflammatoire.

Les vecteurs rHSV-1 sont peu utilisés expérimentalement et cliniguement en thérapie génique
(figure 19). Ces vecteurs rHSV1 sont principalement utilisés dans la mise au point de protocoles de
vaccination, et de stratégie anti-tumorales, ou leur forte immunogénéicité est mise a profit pour

amplifier I’effet biologique du transgene in vivo (Santos et al., 2006; Shen and Nemunaitis, 2006).

2.3 Les vecteurs AAV recombinant comme vecteur de choix pour le transfert de gene dans

la rétine

Les vecteurs rAAV peuvent étre considérés pour plusieurs raisons comme les vecteurs de choix pour
le développement de stratégies de thérapie génique d’addition in vivo dans la rétine. Les vecteurs
AAVT présentent les avantages d’avoir un tropisme particulierement bien adapté au transfert de gene
dans la rétine, et que cela ne soit pas délétére pour la rétine.

2.3.1  Letropisme oculaire

Afin d’optimiser le transfert de géne thérapeutique, le choix du vecteur se fait sur sa capacité a
transduire efficacement les cellules d’intérét, et a limiter au maximum la dissémination du vecteur et

du transgéne dans les autres types cellulaires.

Parmi la douzaine de sérotypes d’AAVTr clonés et caracterisés a ce jour, le tropisme et la force
d’expression dans la rétine de nombreux sérotypes ont été évalués apres injection sous-rétinienne et

intra-vitréenne (figures 24 et 25).

Ainsi, le tropisme dans la rétine a été déterminé pour les vecteurs d’origines humaines et simiennes
de sérotypes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 et 10 (figure 24 et 25) (Allocca et al., 2007; Giove et al., 2010;
Hellstrom et al., 2008; Surace and Auricchio, 2008). En outre, les vecteurs, AAVhu29R,
AAV2/rh.64R1, AAVrh43, AAV2/pol respectivement d’origine humaine, simienne et porcine ont
aussi eté évalue dans la réetine (Allocca et al., 2007; Bello et al., 2009). Ces études ont mis en
évidence que le tropisme des vecteurs AAVTr est conditionné essentiellement par la voie d’injection
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du vecteur AAVTr et par le serotype de I’AAVr utilisé. Ainsi, il est possible de cibler plus ou moins

spécifiqguement, un ou plusieurs types cellulaires de la rétine :

> Le transfert de géne dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs est de loin celui qui a été le
plus étudié, étant donnée I’intérét thérapeutique majeur du transfert de géne dans ces cellules

pour le traitement des DHR :

La transduction efficace des cellules de I’EPR est permise chez I’adulte, par I’administration
sous-rétinienne des vecteurs AAV de sérotype 1, 2, 4, 5, 8 et 9 et AAV2/pol (Ali et al., 1996;
Allocca et al., 2007; Auricchio et al., 2001; Bello et al., 2009; Lotery et al., 2003; Stieger et al.,
2008; Weber et al., 2003). Les vecteurs AAV5, AAV2/pol, AAVS et AAV9 permettent d’induire
I’expression du transgene dans les cellules de I’EPR, de la facon la plus forte et la plus rapide.
Cependant ces mémes vecteurs transduisent aussi les photorécepteurs apres injection sous-
rétinienne pour les vecteurs AAV5, AAV2/pol AAVS et AAV9Y, en plus des cellules de Miller
pour les vecteurs AAV2/pol, AAVS et AAVI. A ce jour, seuls les vecteurs AAV 1 et 4
permettent une transduction efficace et exclusive des cellules de I’EPR (Auricchio et al., 2001;
Weber et al., 2003). Cependant, I’injection sous-rétinienne de ces vecteurs ne permet pas de
transduire la rétine au-dela la zone couverte par la bulle sous-rétinienne d’injection, et ceci

indépendamment du sérotype utilisés.

La transduction efficace des photorécepteurs est permise uniquement par I’administration sous-
rétinienne des vecteurs AAV2, 5, 8 et 9, et AAV2/pol (Ali et al., 1996; Allocca et al., 2007;
Bello et al., 2009; Lei et al., 2009; Lotery et al., 2003; Stieger et al., 2008). La transduction des
photorécepteurs est obtenue avec une efficacité croissante en utilisant les sérotypes AAV2,
AAVS5, AAV2/pol et AAVB/AAVI. En outre, les vecteurs rAAVE et 9 permettent d’induire
I’expression du transgéne dans le photorécepteur de la fagon la plus rapide. Les vecteurs AAV8
et AAV9 permettent aussi la transduction de la rétine 1égérement au-dela de la bulle d’injection,
contrairement aux autres sérotypes (Allocca et al., 2007; Lei et al., 2009; Stieger et al., 2008). Il

n’existe pas a ce jour de vecteur rAAV transduisant exclusivement les photorécepteurs.

> Les cellules de Muller sont transduites de facon efficace, mais non exclusive, par les vecteurs
AAYV 6, 8 et 9 et le vecteur AAV2/pol, apres leur injection sous-rétinienne (Allocca et al., 2007;
Bello et al., 2009; Hellstrom et al., 2008; Lei et al., 2009). En outre, I’administration intra-
vitréenne du vecteur AAV6 permet de transduire les cellules de Miller, en plus des cellules

ganglionnaires chez la souris (Aartsen et al., 2010).
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Sérotype

Souris

Primate

AAV1

AAV?2

AAV3

AAV4

AAV5

AAV6

AAVT

AAVS

AAV9

AAV10

EPR

EPR, PR

Aucune cellule

ND

EPR, PR

EPR

EPR, PR, CM

EPR, PR, CM

EPR, PR, CM

ND

EPR

EPR, PR

ND

EPR

EPR, PR

EPR

ND

EPR, PR, CG

EPR, PR

ND

ND

EPR, PR

ND

EPR

EPR, PR

ND

ND

EPR, PR, CG

ND

ND

ND

EPR, PR

ND

EPR

EPR, PR

ND

ND

ND

ND

ND

Abréviations : EPR, épithélium pigmentaire rétinien. PR, photorécepteurs. CB, cellules bipolaires.
CH, cellules horizontales. CA, cellules amacrines. CG, cellules ganglionnaires. CM, cellules de
Miller. ND, non déterminé.

Figure 24,

Tropisme

des

principaux vecteurs AAVr
apres administration sous—retinienne dans différents modeles animaux.

la rétine
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Sérotype

AAV1 Aucune cellule Aucune cellule ND ND
AAV?2 CG (fort) CG (fort) CG (fort) CG (fort)
AAV3 Aucune ND ND ND
AAV4 Aucune cellule ND ND ND
AAV5 Aucune cellule Aucune cellule ND ND
AAV6 = I\élf,acilbl?;é)CA ND ND ND
AAV7 Aucune cellule ND ND ND
AAVS8 CG (faible) Aucune cellule ND ND
AAV9 ND Aucune cellule ND ND
AAV10 CG,(;:B o ND ND ND

Souris

Rat

Chien

Primate

Abréviations : EPR, épithélium pigmentaire rétinien. PR, photorécepteurs. CB, cellules bipolaires.
CH, cellules horizontales. CA, cellules amacrines. CG, cellules ganglionnaires. CM, cellules de
Muller.

Figure 25. Tropisme des principaux vecteurs AAVr dans la rétine
apres administration intra—vitréenne dans différents modéles animaux.
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> De méme, les cellules horizontales et amacrines ne disposent pas de sérotypes, permettant de les
cibler préférentiellement. Cependant I’injection intra-vitréenne du vecteur AAV10 permet de
transduire efficacement ces cellules, en plus des cellules ganglionnaires chez la souris (Giove et
al., 2010).

> La transduction des cellules bipolaires n’a été décrite qu’apres administration intra-vitréenne du
vecteur AAVG6 chez la souris (Hellstrom et al., 2008).

> Les cellules ganglionnaires sont transduites efficacement par administration intra-vitréenne du
vecteur AAV2, tandis que les serotypes rAAVG, 8, 9 et 10 ne les transduisent que faiblement
(Hellstrom et al., 2008; Petrs-Silva et al., 2009). Il est intéressant de noter que les cellules
ganglionnaires peuvent aussi étre transduites modérément par le vecteur rAAV8 apres injection

sous-rétinienne (Stieger et al., 2008).

> En outre, le segment antérieur de I’ceil (cornée, iris et corps ciliaires) est transduit aprés injection
dans la chambre antérieure de I’eil, des vecteurs AAVTr de sérotype 2, 5, 6, 8 ou 9 (Sharma et al.,
2010; Smith et al., 2005).

2.3.2 L’innocuité des vecteurs AAVr dans la rétine

L’innocuité du transfert de gene dans la rétine a I’aide des vecteurs rAAV a été montrée au
cours de nombreuses études chez la souris, le rat, le chien, et le primate (Flannery et al.,
1997::Bennett, 1999 #1737, Stieger et al., 2007). Ainsi, le groupe du Dr. Bennett a mis en évidence
que I’injection sous-rétinienne d’un vecteur AAVTr, induit uniquement une réaction inflammatoire
faible, locale et transitoire, ainsi que la mise en place d’une réaction immune déviée vis-a-vis du
transgéne, induisant sa tolérisation (Amado et al., 2010; Bennett, 2003). En outre les 3 premiers
essais cliniques de thérapie génique pour le traitement de la RP associée a la mutation du géne
RPEG5, ont mis en évidence I’absence a court et a long terme de toxicité oculaire ou systémique
associee a I’administration sous-rétinienne d’un vecteur recombinant AAV2 (Bennicelli et al., 2008;
Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b). De plus, ces études ont montré chez tous les patients
traités, I’absence de réponses immunitaires adaptatives, humorales ou cellulaires, dirigées contre le
transgene thérapeutique. Cependant, certains des sujets traités ont montré une élévation de la
concentration sérique de leur anticorps neutralisant anti-AAV2, bien que cela n’ait pas induit de

d’effets mesurables dans I’eil ou sur le transfert du géne thérapeutique a long terme dans la rétine.

Si les vecteur AAVr sont des outils thérapeutiques prometteurs pour le traitement des DHR, il
semble pertinent d’optimiser I’efficacité du transfert de géne dans la rétine de ces protocoles afin

d’augmenter leur potentiel thérapeutique. Les principales stratégies d’optimisation du transfert de
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géne dans la rétine a I’aide de ces vecteurs AAVr, sont brievement déecrites dans le sous chapitre

suivante.
2.4 L’optimisation du transfert de géne dans la rétine a I’aide des vecteurs dérivés AAVr

La littérature scientifique fait état de trés nombreuses stratégies visant a optimiser le transfert de
géne, que ce soit dans la rétine ou dans d’autres organes. On peut grossierement les diviser en 2
catégories. (1) L’amélioration du vecteur AAVr en lui-méme, pour faciliter I’entrée dans la cellule, le
transport vers le noyau et la conversion double brin du génome recombinant. (2) L’amélioration de la
cassette d’expression pour optimiser la spécificité d’expression du transgene, ainsi que son niveau

d’expression.
2.4.1  L’optimisation des vecteurs AAVr
24.1.1 Les vecteurs scCAAV double brin

Les vecteurs rAAV double brin (SCAAV) ont été développés récemment afin de pouvoir
s’affranchir de I’étape de conversion du génome viral simple brin en ADN double brin, qui a lieu
dans les cellules transduites. Ces vecteurs SCAAV sont constitués d’une molécule d’ADN simple brin
qui se divise en deux parties, qui sont complémentaires 1I’une de I’autre par appariement de bases.
Ainsi I’hybridation du génome scAAV sur lui-méme, permet de produire une molécule double brin
sans passer par la synthése d’un brin d’ADN complémentaire comme pour les vecteurs AAVr simple
brin (sSAAV). Ces vecteurs SCAAV ne sont ainsi pas limités par le rendement faible de la conversion
double brin du génome recombinant, au cours de la transduction cellulaire (Fisher et al., 1996;
McCarty, 2008).

In vivo, les vecteurs sSCAAV induisent I’expression du transgéne de facon plus rapide et plus forte
que leur homologue ssAAV, que ce soit dans le foie, le cerveau, ou le muscle (Fu et al., 2003;
McCarty et al., 2003; Nathwani et al., 2006; Wang et al., 2003). Dans la rétine, ces vecteurs SCAAV
ont montré aussi montré une meilleure efficacité de transduction que les vecteurs ssAAV chez la
souris et le chien, en particulier pour la transduction des cellules de I’EPR et les photorécepteurs
(Koilkonda et al., 2009; Natkunarajah et al., 2007; Petersen-Jones et al., 2009; Yokoi et al., 2007).
Cependant, la capacité cargo des vecteurs SCAAV étant identique a celle des vecteurs sSAAV, la

taille maximale de la cassette d’expression que I’on peut y intégrer, se trouve de fait divisée par 2.
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2.4.1.2 Les modifications de la capside des vecteurs AAVr

La connaissance croissante de la biologie des virus sauvage AAV a permis le développement
expérimental de nouveaux sérotypes de vecteurs AAVr recombinant plus performant (Choi et al.,
2005; Mitchell et al., 2010). Ces stratégies visent & modifier la structure primaire et tertiaire des
protéines de la capside. Ces modifications peuvent étre réalisées dans le but d’augmenter I’efficacité
de transduction, de modifier le tropisme soit en le restreignant soit en I’élargissant. Ces modifications
peuvent étre réalisées selon 2 approches méthodologiques différentes : la mutagéneése rationnelle et la

mutagénése aléatoire.

» La mutagénése rationnelle consiste a modifier de facon déterminée des domaines protéiques de la
capside afin d’augmenter, de diminuer, ou de changer les propriétés biologiques de ces

domaines :

o0 Afin de diminuer le tropisme hépatique de I’AAV2, Asokan et coll. ont évalué in vivo le
remplacement des domaines en boucle de la capside du vecteur rAAV2 par ceux du
vecteur rAAV8 (Asokan et al., 2010). En effet, ces domaines en boucle conférent au
vecteur AAV2 une grande partie de son tropisme (Kern et al., 2003; Opie et al., 2003).
Ainsi, Asokan et coll. ont montré une modification du tropisme de ces vecteurs modifiés,
dit AAV2i8, aprés injection intraveineuse chez la souris. Alors que le vecteur AAV2
transduit préférentiellement le foie, le vecteur AAV2i8 favorise la transduction des
muscles squelettiques et cardiaques au détriment du tropisme hépatique caractéristique de
’AAV2.

o0 Afin d’améliorer le tropisme musculaire de I’AAV2, Yu et coll. ont évalué I’insertion
dans les domaines en boucle de la capside de I’AAV2, d’un court peptide a forte affinité
pour les cellules musculaires (Yu et al., 2009). Ce peptide « MTP » a été généré au cours
d’une étude préalable, par phage display, et validé in vitro et in vivo (Samoylova and
Smith, 1999). Ainsi, Yu et coll. ont montré que le vecteur modifié, AAV255;MTP,
dispose d’une efficacité de transduction pour les muscles squelettiques supeérieure a celle

de I’AAV2 non modifié, apres injection intramusculaire chez la souris.

o Afin d’augmenter I’efficacité de transduction des vecteur AAVr et de diminuer la
dégradation cellulaire des AAVr, plusieurs études ont évalué I’'impact de la substitution
de certains résidus tyrosines de la capside (Markusic et al., 2010; Petrs-Silva et al., 2008).
En effet, différentes études ont montrées que certains résidus tyrosines présents a la
surface la capside jouent un réle majeur dans la dégradation intracellulaire des particules
virales recombinantes et sauvages, aprés leur entrée dans la cellule. En effet, la
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phosphorylation de ces résidus tyrosine par I’enzyme EGFR est corrélée a I’ubiquitination
des virions, et a leur dégradation par le protéasome (Duan et al., 2000; Zhong et al.,
2007). Markusic et coll. ont montré que les vecteurs recombinants AAV2, dont les résidus
tyrosine 440, 550 et 730 sont remplacés par des résidus phénylalanine, induisent une
expression transgenique entre 100 et 1000 fois supérieure dans le foie, apres injection
intraveineuse chez la souris (Markusic et al., 2010). De facon similaire, Petrs-Silva et
coll. ont évalué le transfert de gene dans la rétine de souris a I’aide des vecteurs
recombinants AAV2, 8 ou 9, modifiés pour plusieurs résidus tyrosine (Petrs-Silva et al.,
2008). lls ont ainsi montré que le vecteur AAV2y444f modifié pour le résidu tyrosine
444, permet de transduire la presque totalité de la neurorétine apres administration intra-
vitréenne de ce vecteur chez la souris adulte. A I’inverse, le vecteur AAV2 non muté
administré de facon similaire, permet de transduire uniquement les cellules

ganglionnaires de la neurorétine.

» La mutagénese aléatoire consiste a soumettre différents variants génétiques d’AAV, a une
pression de sélection, in vitro ou in vivo, ce qui favorise I’émergence des variants génétiques les

plus efficaces dans le paradigme expérimental :

0 La stratégie, dite de « biopanning », consiste & soumettre un pool de variants génétiques
d’AAV a une pression de sélection in vitro ou in vivo, afin de favoriser leur évolution
génetique. Une selection des variants produits est alors réalisée sur la base de leur
tropisme, de leur force de transduction et ou leur activité réplicative dans un ou plusieurs
types cellulaires donnés. Ainsi, Koerber et coll. ont produit plusieurs librairies de variants
du vecteur AAV?2 par différentes techniques expérimentales (mutations aléatoires, peptide
display et remplacement aléatoire par DNA suffling) (Koerber et al., 2009). Ils ont ensuite
sélectionné les variants les plus efficaces in vitro pour transduire des cellules astrocytaires
humaines. L’un des variants sélectionnés, « rAAV.ShH10 », a été ensuite évalué dans la
rétine pour déterminer sa capacité a transduire les cellules gliales rétiniennes. Ainsi,
Klimczak et coll. ont évalué le tropisme du vecteur rAAV.ShH10 dans la rétine de rat
apres injection intra-vitréenne (Klimczak et al., 2009). Le vecteur rAAV10.ShH10 permet
la transduction trés efficace et trés sélective des cellules de Muller, alors qu’aucun vecteur
rAAYV isolé et cloné naturellement n’a démontré cette propriété. La mise au point de ce
vecteur rAAV10.ShH10 ouvre la voie au transfert de gene thérapeutique dans la rétine de
facon peu invasive pour cibler efficacement les cellules de Muller, et pour leur faire

exprimer par exemple des facteurs neurotrophiques ou anti-angiogéniques.
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o0 La production des vecteurs AAVr mosaiques consiste a assembler les protéines de la
capside issues de 2 sérotypes différents, pour produire des capsides hybrides. L’objectif
de cette stratégie est de cumuler les propriétés biologiques des 2 sérotypes parentaux, et
en particulier leur tropisme. Ainsi, Hauck et coll. ont produit un vecteur mosaique
« AAV1.2 » issu de la combinaison des sérotypes AAV1 et AAV2, selon le ratio 50%-
50% (Hauck et al., 2003). Le tropisme de ce vecteur AAV1.2 a été évalué par injections
locales dans le foie et le muscle chez la souris. Ce vecteur AAV1.2 a montré une bonne
efficacité de transduction dans les 2 tissus a I’instar des vecteurs rAAV2 et rAAV1
séparément. Cependant, ces vecteurs mosaiques présentent I’inconvénient de pouvoir étre

la cible de I’'immunité préexistante vis-a-vis des 2 sérotypes parentaux.
2.4.2  Optimisation de la cassette d’expression

L’ optimisation des différents éléments codant et régulateurs de la cassette d’expression est
souvent nécessaire afin d’optimiser I’expression du transgene et son effet biologique in vivo. Les
principales stratégies d’optimisation portent sur la transcription, la stabilité des ARNm recombinant,
la traduction des ARNmM recombinant en protéines, ou encore la stabilité des protéines

recombinantes.
2.4.2.1 La transcription

La transcription constitue la principale étape limitante a I’expression cellulaire du transgene.
Le choix du promoteur constitue donc le principal levier d’optimisation, car il détermine les cellules
dans lesquelles le transgéne va s’exprimer, ainsi que le niveau d’expression du transgéne, qui ne doit

étre ni trop faible pour permettre I’effet biologique souhaité in vivo.
24.2.1.1  Les promoteurs

On distingue deux catégories de promoteurs selon leur profil d’activité in vivo. (1) Les promoteurs
ubiquitaires et constitutifs s’expriment théoriquement dans tous les types cellulaires, indifféeremment
du niveau de différentiation cellulaires. (2) Tandis, que les promoteurs tissus spécifiques ne sont

exprimés que dans un seul type cellulaire, ou un nombre réduit de types cellulaire.
2.42.1.1.1 Les promoteurs ubiquitaires
24.21.1.1.1 Les promoteurs ubiquitaires d’origine eucaryote

Dans I’eeil, les deux principaux promoteurs ubiquitaires d’origine eucaryote utilisés en transfert de

géne thérapeutique ou expérimental, sont les promoteurs dérivés du gene B-actine de poulet (CBA),
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et le promoteur composite «CMV ecarly enhancer/chicken B actin promoter» (CAG) (MacLaren,
2009; Niwa et al., 1991; Surace and Auricchio, 2008).

> Le géne CBA code pour I’actine, qui est une protéine ubiquitaire et constitutif du cytosquelette
de la plupart des cellules eucaryotes. Le promoteur CBA est donc exprimé fortement par toutes
les cellules nucléées (Niwa et al., 1991). Dans la rétine, le promoteur CBA permet une
expression forte dans tous les types cellulaires indépendamment du vecteur viral utilisé (Allocca
et al., 2007; Cashman et al., 2007).

» Le promoteur CAG est un promoteur composite artificiel. Il a été construit & I’aide de I’enhancer
du promoteur CMV, du promoteur CBA, ainsi qu’avec ’intron 1 du géne B globine humain
(Niwa et al., 1991). Niwa et coll. ont montré que ce promoteur CAG permet une expression entre
2 et 17 fois plus importante que le promoteur CBA in vitro, apres transfection dans différentes
lignées cellulaires. Dans I’eil, ce promoteur permet une expression forte et stable dans de
nombreux types cellulaires de la rétine, dont les cellules de I’EPR (Acland et al., 2005; Acland et
al., 2001). De ce fait, le promoteur CAG a été utilisé au cours des premiers essais cliniques de
thérapie génique visant a traiter les DHR, pour contrdler I’expression du transgene thérapeutique
RPEG5 dans la rétine des patients déficients pour ce gene (Bainbridge et al., 2008; Hauswirth et
al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b).

24.2.11.1.2 Les promoteurs ubiquitaires d’origine virale

Le promoteur CMV est de loin le promoteur ubiquitaire d’origine virale le plus fréquemment utilisé
en transfert de gene dans la rétine (Stieger et al., 2010; Surace and Auricchio, 2008). Le promoteur
CMV est issu du génome du virus cytomégalovirus humain (CMV), et plus particulierement de la
région regulatrice du géne viral « Immediate Early Gene 1 » (CMV MIEP). La taille et la structure
du promoteur CMV recombinant varie généralement peu. Sa taille varie entre 600 et 700pb, tandis
que sa structure est toujours composée du promoteur basal du promoteur sauvage CMV MIEP, ainsi
que tout ou partie de I’enhancer du promoteur sauvage CMV MIEP. Le promoteur sauvage CMV

MIEP et le promoteur recombinant CMV sont schématisés figure 26.

Le promoteur CMV recombinant a été utilisé en transfert de géne dans la rétine, afin de déterminer,
par exemple, le profil de transduction des différents sérotypes d’AAVr (Ali et al., 1996; Allocca et
al., 2007; Lotery et al., 2003; Stieger et al., 2008) ou pour y faire s’exprimer un transgéene
thérapeutique et évaluer la pertinence d’une stratégie de thérapie génique (Allocca et al., 2008;
Gargiulo et al., 2009; Tan et al., 2009). Cependant, ce promoteur a aussi été largement utilisé en
thérapie genique clinique humaine pour le traitement de pathologies du systeme cardiovasculaire par
exemple (Habib et al., 1999; Hajjar et al., 2008).
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Figure 26. Schéma du promoteur sauvage du gene Immediate Early 1 du virus
cytomégalovirus humain (CMV MIEP) et de ses sites de liaison aux facteurs de

transcriptions eucaryote.

Le promoteur sauvage CMV MIEP contr6le I’activité des génes viraux a expression trés précoce (IE72 et IE86)
du virus cytomégalovirus humain. Le promoteur sauvage CMV MIEP est constitué de différents éléments
génétiques régulateurs : (1) le promoteur basal d’une centaine de paires de base (pb) qui intégre la TATA box
et le site d’initiation de la transcription, (2) un enhancer d’environ 500pb et qui permet le recrutement de
nombreux facteurs de transcription eucaryotes, et enfin (3) les régions dites « modulatrices » et « uniques » qui
font ensemble plus de 1000pb et dont seulement une partie est représentées ici.

Les facteurs de transcription activateurs et inhibiteurs qui se lient au promoteur sauvage CMV MIEP, et qui
régulent son activité transcriptionnelle, sont représentés sur la séquence du promoteur, et classés en fonction de
la nature de leur régulation dans ce schéma. Les facteurs de transcription activateurs tels que CREB/ATF et NF-
kB sont représentés dans I’encadré a fond vert, tandis que les facteurs de transcription inhibiteurs tel que
ERF/YY1, sont représentés dans I’encadré a fond rouge.

Le promoteur recombinant CMV utilisé couramment en transfert de géne est directement dérivé du promoteur

sauvage CMV MIEP. Le promoteur recombinant CMV a un taille d’environ 600pb, et ses limites par rapport au
promoteur sauvage CMV MIEP, sont représentées par I’encadré orange. Le promoteur recombinant CMV est
constitué par le promoteur basal, ainsi que par une grande partie de I’enhancer du promoteur sauvage CMV
MIEP. La plupart des sites de liaison pour les facteurs de transcription activateurs CREB/ATF sont conservés.

Illustrations issues de Sinclair and Sissons 2006 Journal of General Virology.
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Figure 27A. Schéma de I’activation du facteur de transcription CREB par la voie
de signalisation AMPc/PKA.

L’adénylate cyclase peut étre activee suite a de nombreux stimuli d’origine cellulaire ou environnementale. Son
activation peut étre induite par la dépolarisation de la membrane cellulaire, I’augmentation de la concentration
intracellulaire en ions Ca2+, ou encore par I’activation d’une protéine G. Dans les photorécepteurs, la voie de
signalisation est activée par I’obscurité et inactivée par la lumiére.

L’activation de I’adénylate cyclase induit la production d’AMP cyclique a partir d’ATP. L’augmentation de la
concentration intracellulaire en AMP cyclique (AMPc) induit I’activation de la protéine kinase A (PKA). La
PKA est une enzyme tétramérique (2PKAr: 2PKAC), qui est activée par la fixation de molécules d’AMPc sur 2
sous-unites régulatrices (PKATr), ce qui entraine la dissociation et I’activation des 2 sous-unités catalytiques
(PKAC). Les 2 sous-unités catalytiques PKAc sont transloquées dans le noyau, ou elles phosphorylent et
activent les facteurs de transcription CREB. CREB contribue ensuite a I’activation transcriptionnelle du
promoteur

Illustrations issues de Shaywitz 1999 Annual Review Biochemistry.
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Figure 27B. Schéma du mécanisme d’activation de la transcription, suite au
recrutement des facteurs de transcription activateur CREB sur le promoteur d’un

gene eucaryote.

Le facteur de transcription « cCAMP Responding Element Binding protein » (CREB) se fixe sur le promoteur au
niveau des séquences consensus 5’-TGACGTCA-3’, CRE (cAMP Responding Element). Ces séquences CRE
sont présentes sur de nombreux promoteurs d’origine eucaryote et virale, tel que le promoteur CMV.

Le facteur de transcription CREB est activée par sa phosphorylation (CREB-P), ce qui induit sa dimérisation sur
le promoteur et le La phosphorylation de CREB peut étre induite par de nombreuse kinases cellulaires dont
PKA, PKG et MAPK, qui sont elles-mémes stimulées par de nombreuses voies de signalisation cellulaire dont
la voie de I’AMP cyclique (AMPCc).

L’activation de CREB facilite le recrutement de nombreux co-activateurs de la transcription (CBP, TFIIB,
TFID, TAF130...) et la formation du complexe d’initiation de la transcription sur le promoteur.

L’ARN polymérase Il peut alors initié transcription du géne et la synthése d’une molécule ARNm.

Ilustrations issues de Shaywitz 1999 Annual Review Biochemistry.
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Or plusieurs études ont montré que le promoteur sauvage CMV MIEP est régulé de facon dynamique
par un grand nombre de voies de signalisation cellulaires, et de facteurs de transcription activateurs
ou inhibiteurs. Hunninghake and al, puis Keller et coll., ont montré que le promoteur sauvage CMV
MIEP est régulé par les voies de signalisation de I’AMP cyclique (AMPc), et les facteurs de
transcription associées a cette voie de signalisation, c'est-a-dire les facteurs de transcription
activateur « CAMP Responding Element Binding protein » (CREB) et « Activating Transcription
Factor » (ATF) (figures 27A et 27B) (Hunninghake et al., 1989; Keller et al., 2007; Mayr and
Montminy, 2001). Or cette voie de signalisation « AMP/PKA/CREB-ATF » est ubiquitaire a la tres
grande majorité des cellules de I’organisme, et son activation est régulée par une trés grande variété
d’événements physiologiques ou pathologiques (Johannessen et al., 2004). Or les conséquences de
ces régulations sur I’efficacité du transfert de géne, n’ont été étudiées que brievement dans les
cellules endothéliales cardiaques (Salem et al., 2006). Salem et coll. ont montré que la force
expression des transgénes évalués sous le contrdle du promoteur CMV, dépend directement de
I’activation ou de I’inhibition des récepteurs B adrénergiques et de la voie de signalisation AMPc
associée, apres transfert de gene dans les vaisseaux coronaires de cochon (Salem et al., 2006). IIs ont
aussi montré que I’administration orale de différents agents pharmacologiques de type B bloquant,
induit la diminution de I’expression du transgéne B galactosidase dans les vaisseaux coronaires. Les
auteurs ont ainsi montré une diminution de I’activité enzymatique B galactosidase de 5000 unités
internationales par mg de protéine et par minute (Ul/mg.min), & environ 250 Ul/mg/min apres

administration du 3 bloquant.
2.4.2.1.1.2  Les promoteurs spécifiques de la rétine

Il existe de nombreux promoteurs permettant une expression restreinte dans un ou plusieurs type(s)
cellulaire(s) de la rétine, et plus particulierement dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR.
Leur profil d’expression dans la rétine a été évalué in vivo, aprées transfert de géne par vecteur viral,

ou dans le contexte d’animaux transgéniques (Surace and Auricchio, 2008).

» Parmi, les promoteurs permettant une expression spécifiques des cellules de I’EPR, le promoteur
RPEGS5 a été utilisé dans de nombreuses études de thérapie génique précliniques et cliniques. Ces
études ont eu pour objectif le traitement d’une forme de DHR liée a la mutation du géne « Retinal
Pigment Epithelium specific 65KDa protein » (RPE65) dont est dérivé ce promoteur RPE65
recombinant (MacLaren, 2009; Stieger et al., 2010). Le gene RPE65 dont est dérivé ce promoteur
est exprimé dans la rétine uniquement dans les cellules de I’EPR, et code pour une enzyme
essentielle au cycle des rétinoides. Les promoteurs RPE65 recombinants utilises en transfert de
géne sont d’origine humaine, canine, ou murine, et ont une taille variable entre 600 et 1500 pb
selon les études (Acland et al., 2005; Bainbridge et al., 2008; Boulanger et al., 2000; Dejneka et
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al., 2004; Le Meur et al., 2007; Nicoletti et al., 1998). Leur taille modeste s’accommode bien de
la capacité cargo réduite des vecteurs AAVT, et permet une expression forte et stable a long terme
dans les cellules de I’'EPR (Acland et al., 2005; Bainbridge et al., 2008; Dejneka et al., 2004,
Smith et al., 2003). En outre, plusieurs autres promoteurs spécifiques des cellules de I’EPR dont
les promoteurs recombinant VDM2 et OA1, ont été évalués avec succes en transfert de géene in
vivo dans un contexte AAV recombinant,. Ces promoteurs recombinant dérivent respectivement
du géne codant pour la bestrophine, un récepteur transmembranaire specifiquement exprimé par
les cellules de I’EPR, et du géne OAL impliqué dans la mélanogenése (Esumi et al., 2004; Vetrini
et al., 2004). Ces deux promoteurs recombinants, OA1 et VDM2, permettent une expression forte

et spécifique des transgénes dans I’EPR.

De méme, différents promoteurs s’exprimant spécifiguement dans les photorécepteurs ont été
caractérisés en transfert de gene. La plupart de ces promoteurs recombinants dérivent de genes

impliqués dans la cascade de phototransduction ou le cycle des rétinoide.

Ainsi, Young et coll. puis Khani et coll. ont montré que le promoteur rhodopsine kinase (RK)
recombinant court de seulement de moins de 300pb, et dérivant du gene humain rhodopsine
kinase, permet une expression spécifique dans les photorécepteurs apres injection sous-rétinienne
du vecteur AAV5 exprimant I’eGFP (Khani et al., 2007; Young et al., 2003). Sun et coll. ont
montré que ce promoteur pouvait étre utilisé en thérapie génique pour exprimer de fagon efficace
et thérapeutique le géne AIPL1 (Aryl-hydrocarbon-interacting protein-like 1) chez la souris
déficiente pour AIPL1 et soufrant de DHR (Sun et al., 2010).

Zack et coll. ont développé un promoteur recombinant de plus de 2000 pb dérivé du gene
rhodopsine bovin (RHO) (Zack et al., 1991). Ce promoteur RHO permet une expression forte et
spécifique dans les photorécepteurs chez la souris transgénique, ou apres transfert de géne dans la
rétine par éléctroporation ou injection sous-rétinienne d’un vecteur rAd5 (Bennett et al., 1998;
Lee et al., 2010; Zack et al., 1991).

En outre, d’autres promoteurs recombinants ont été developpés, afin de permettre une expression
restreinte a certains sous-types de photorécepteurs. Ainsi, Beltram et coll. ont montré que le
promoteur dérivé du gene opsine de souris (MOP) permettait une expression dans les batonnets
de facon spécifique (Beltran et al., 2010). En effet, les auteurs ont montré que I’expression du
transgene eGFP est restreinte aux batonnets dans la rétine de chien, aprés injection sous-
rétinienne d’un vecteur AAV5 dont I’expression est sous le contréle du promoteur mOP. De
facon surprenante, les auteurs ont aussi montré que lorsque le vecteur est administré a une dose

supérieur & 5.10™ vg, celui-ci induit une expression dans les cones et les batonnets. En paralléle,
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d’autre études ont montré que des nombreux promoteurs dérivés des géenes opsine bleu, vert ou
rouge, permettent d’induire une expression restreinte a un ou plusieurs sous-types de cones, apres
administration sous-rétinienne d’un vecteur AAVr (Glushakova et al., 2006; Komaromy et al.,
2008; Li et al., 2008b; Mancuso et al., 2009; Mancuso et al., 2007).

2.4.2.1.1.3  Les systemes de régulation génique inductibles

Finalement, plusieurs systémes d’expression génique régulables pharmacologiquement ont été
développés expérimentalement afin de pouvoir controler I’intensité et la durée d’expression d’un
transgéne in vivo. Les systemes de régulation tétracycline dépendant, et rapamycine dépendant,
constituent les principaux systémes de régulation génique transposables en clinique (Stieger et al.,
2009a; Stieger et al., 2009b). Le systeme de régulation tétracycline qui a été largement évalué dans
I’ceil que ce soit chez le petit et gros animal (Auricchio et al., 2002; Stieger et al., 2007), est présenté
en détails dans la review en annexe Stieger et coll. 2009 Advanced Drug Delivery Reviews. Leur
utilisation en thérapie geénique est particulierement pertinente par exemple pour controler
I’expression de facteurs anti-angiogéniques dans la rétine, afin de traiter les pathologies
dégenératives de la réetine associées a une prolifération vasculaires pathologique des vaisseaux
choroidiens et/ou intra-rétiniens (Jager et al., 2008). Ainsi, la régulation de I’expression de ces
facteurs anti-angiogéniques permettrait d’optimiser leur effet thérapeutique, tout en évitant les effets
délétéres associés a une expression trop forte ou trop longue dans le temps de ces facteurs anti-

angiogeniques.
2.4.2.2 Lastabilité des ARNm recombinants et leur traduction en protéine

L’optimisation de la traduction des ARNmM est classiquement obtenue par deux stratégies :

I’optimisation des codons et I’ajout d’une séquence consensus Kozack d’initiation de la traduction.

> L’optimisation des codons correspond a la modification de la sequence genétique de la cassette
d’expression afin d’augmenter la vitesse de la traduction des ARNm recombinant en protéine.
Cette optimisation de codon est réalisée en fonction de I’espéce ou du type cellulaire dans
lesquels s’exprime la cassette d’expression. Le caractere dégénéré du code génétique fait que
plusieurs codons peuvent correspondre un seul acide aminég, sachant qu’il y a autant d’ARN de
transfert (ARNt) qu’il y a de codons. Or la disponibilité cellulaire de ces différents ARNt n’est
pas égale dans la cellule, et celle-ci varie en fonction du type cellulaire, de I’espéce, ou encore du
stade développemental (Waldman et al., 2010). Ainsi, la composition en codons de la cassette

d’expression va déterminer sa vitesse et son efficacité de traduction.
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Ainsi, Wu et coll. ont évalué in vivo, chez la souris, le bénéfice de I’optimisation de codon pour
I’expression d’un vecteur AAVr codant pour le facteur 9 de coagulation humain (hFIX) (Wu et
al., 2008). Apres injection intraveineuse, la concentration sérique du hFIX chez les souris
injectées avec un vecteur optimisé est 3 fois plus grande que chez les souris injectées avec un

vecteur non-optimisé, avec 15 000 contre 4 000 ng/mL.

> En outre, I’amélioration de la vitesse de traduction des ARNm en protéines, peut étre obtenue en
optimisant la séquence d’initiation de la traduction qui est a proximité du codon start AUG dans
les ARNm recombinant. Classiquement, la séquence consensus de Kozak est souvent utilisée, car
elle correspond a la séquence génétique optimale favorisant I’initiation de la traduction (Kozak,
1989).

En outre, la modification de certains autres éléments génétiques non codants de la cassette permet de

moduler I’expression du transgeéne :

> Le choix de la séquence de polyadenylation (polyA) est déterminant pour optimiser
I’expression d’un transgéne, étant donné que cette séquence est impliquée dans les
mécanismes de la transcription, de I’export nucléaire des ARNm, de la traduction des ARNm,
et dans la stabilisation des ARNm. Classiquement, le polyA du géne de I’hormone de
croissance bovine (BGH polyA) a été utilisé afin d’augmenter I’expression du transgéne que
ce soit in vitro ou in vivo. Yew et coll. ont montré in vitro que I’utilisation du BGH polyA
permet d’obtenir un niveau de protéine recombinante 3 a 4 fois plus élevé qu’avec un polyA
dérivé du virus simien 40 (SV40), aprés transfection de plasmide recombinant dans une

lignée de cellule pulmonaire humaine (CFT1) (Yew et al., 1997).

> L’insertion de séquences régulatrices, telles que les séquences cibles pour les micros ARN ou
la séquence WPRE, dans les régions non codantes en 5’ et 3’ de la cassette d’expression

(5’UTR et 3’UTR), permet aussi de moduler de fagon importante I’expression du transgene :

o Ainsi, les séquences « woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element »
(WPRE) et «human Beta Globin intron 1» (B-Globin) permettent d’augmenter
significativement I’expression de la cassette d’expression lorsqu’ils sont placés
respectivement en 5’UTR et en 3’UTR (Brinster et al., 1988; Donello et al., 1998; Loeb
etal., 1999).
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Ainsi, Loeb et coll. ont montré que la transduction de cellules HEK293 in vitro par un
vecteur AAVr exprimant la GFP, aboutit a une expression 10 fois plus grande du

transgene, lorsque la cassette d’expression integre la séquence WPRE (Loeb et al., 1999).

A I’inverse, Pham et coll. ont montré que I’intégration d’une séquence intronique riche
en element AU (AREs) dans la région 3’UTR de la cassette d’expression permet
d’augmenter d’environ 50% la vitesse de dégradation des ARNmMm, in vitro dans les
cellules HEK293 (Pham et al., 2008).

En outre, I’inclusion de séquences cible pour les micro-ARN cellulaires (miRNA) dans
les séquences 5’UTR ou 3’UTR de la cassette d’expression, permet d’induire la
dégradation des ARNm recombinants, ou d’inhiber leur traduction, de facon type
cellulaire spécifique. Cette approche permet donc de renforcer la stringence sur le
contr6le de I’expression du transgene, imposée par le tropisme du vecteur viral et la

spécificité du promoteur (Brown and Naldini, 2009; Brown et al., 2006).

Les miRNA sont des petits ARN simple brin d’environ 20 nucléotides, qui sont exprimés
de fagon constitutive et en abondance dans toutes les cellules nucléés. Les miRNA
permettent de réguler I’expression des genes endogenes ou exogenes au hiveau post-
transcriptionnel, en s’hybridant par complémentarité de base sur les ARNm ciblés. Ils
induisent alors soit I’arrét de la traduction, soit le clivage et la dégradation des ARNm
ciblés. En outre, les différents miRNA ont des profils d’expression parfois tres différents

selon le type cellulaire ou I’état de différenciation.

Ainsi, Brown et coll. ont construit un vecteur LTV porteur de séquences cibles pour les
MiRNA « mir-142-3p », puis ce vecteur a été administré par voie intraveineuse chez la
souris. L’intégration de la séquence miR-142-3p dans la cassette d’expression a pour
objectif de permettre I’expression du transgéne dans les différents organes ciblés (le foie,
les muscles et les poumons), mais pas dans les cellules immunocompétentes afin de
limiter la réponse immune contre le transgene. En effet, mir-142-3p est exprime
fortement dans les cellules hématopoiétiques dont dérivent les cellules
immunocompétentes, mais pas dans les organes ciblés. Les auteurs ont ainsi montré que
I’administration du vecteur LTV porteur de séquences cibles pour miR-142-3p, induit in
vivo une expression forte et stable dans les organes ciblés sur plus de 3 mois chez la
souris immunocompétente, tandis que I’administration du vecteur LTV controle aboutit a
la mise en place d’une réponse immune contre le transgéne et a la diminution de son

expression in vivo.
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2.4.2.3 La stabilité des protéines recombinantes

Afin de moduler la concentration intracellulaire des protéines recombinantes, différentes stratégies
ont été évalués pour augmenter leur dégradation par le protéasome, ou a I’inverse pour diminuer leur

dégradation par le protéasome.

Ainsi, Li et coll. ont montré qu’il était possible d’augmenter significativement la vitesse de
dégradation intracellulaire de la protéine «enhanced green fluorescent protein» (eGFP), en
fusionnant I’eGFP le avec domaine C terminale de la protéine murine ornithine décarboxylase
(MODC) (Li et al., 1998). Les auteurs ont ainsi montré que I’eGFP déstabilisée (dGFP) ainsi
produite, a une demi-vie cellulaire de seulement 2 heures, contre 48 heures pour I’eGFP. En effet, le
domaine C de la protéine murine MODC murine ornithine décarboxylase (MODC) induit sa

dégradation rapide par le protéasome, sans étre ubiquitinée au préalable.

A I’aide du géne rapporteur dGFP, Folliot et coll. ont pu montrer in vivo dans la rétine, les variations
d’activation transcriptionnelle d’un systeme de régulation génique tétracycline dépendant (RTtA)
suite & I’administration orale d’un analogue de la tétracycline, et donc sa fonctionnalité in vivo,
(Folliot et al., 2003).

En outre, dans I’un des travaux de thése présentés dans ce manuscrit, nous avons utilisé la dGFP
comme géne rapporteur dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR, afin d’observer in vivo et
par fluorescence, les variations d’expression de différentes cassette d’expression selon les conditions

d’exposition a la lumiere.
2.5 L’optimisation du protocole d’administration des vecteurs AAVr dans la rétine

Les injections intra-vitréennes et sous-rétiniennes sont les deux principaux modes d’administration
intraoculaires des vecteurs AAVr (figures 24 et 25). Ces deux modes d’administration permettent
schématiquement de transduire d’une part les cellules de I’EPR, les photorécepteurs et les cellules de
la couche nucléaire interne (cellules horizontales, bipolaires et amacrines) par la voie sous-
rétinienne, et d’autre part les cellules ganglionnaires et éventuellement les cellules de la couche

nucléaire interne par la voie intra-vitréenne.

Cependant, ces deux modes d’administration ne permettent généralement pas de transduire les
couches nucléaires ciblés sur I’ensemble de la surface de la rétine, mais uniquement dans la région de

la rétine immédiatement a proximité du site d’injection (Surace and Auricchio, 2008).

Ces limitations au transfert de gene dans la rétine sont dues principalement a la présence de barriéres

histologiques dans la rétine s’opposant a la diffusion des vecteurs AAVr dans le parenchyme rétinien
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(chapitre 1.2 et 1.3). On présentera ici les stratégies les plus prometteuses pour optimiser le transfert

de géne dans la rétine en fonction des voies d’administration intra-vitréenne et sous-rétinienne.
2.5.1 L’optimisation du mode d’administration intra-vitréen des AAVr

La diffusion des AAVTr depuis I’espace vitréen vers la rétine est limitée par la membrane limitante
interne (MLI), qui est une membrane basale complexe. Celle-ci mesure plusieurs centaines de
nanometre d’épaisseur chez I’humain. Elle a pour réle d’empécher I’entrée dans la rétine de la
plupart des cellules et des macromolécules présentes dans le vitrée (Halfter et al., 2008; Mordenti et
al., 1999a).

> Ainsi, Dalkara et coll. ont montré que la déstabilisation enzymatique du vitré et de la MLI chez la
souris adulte, permet d’augmenter fortement I’entendue du transfert de gene dans la rétine
transduite, apres injection intra-vitréenne d’un vecteur AAVr exprimant le gene rapporteur eGFP
(Dalkara et al., 2009). Les auteurs ont ajouté I’enzyme pronase dans la solution de vecteur AAVr
injectée dans le vitré, et ils ont montré que tous les vecteurs évalués alors permettent la
transduction de la rétine (AAV1, AAV2, AAV5 AAVSE et AAVY), alors que seul I’AAV2 le
permet en absence de pronase. En outre, la co-administration de pronase avec le vecteur AAV5
permet la transduction partielle des couches internes et externes de la neurorétine, et ceci sur une
tres grande surface de la rétine. Ce protocole d’administration modifié pour I’AAV5 induit ainsi
I’expression sporadique du géne rapporteur eGFP dans les cellules ganglionnaires, mais aussi les
cellules de Muller, les photorécepteurs et les cellules de I’EPR. En outre, Dalkara et coll. ont
montré que la co-administration intra-vitréenne de ces vecteurs AAVr avec la pronase a 0,002%,
en mesurant par électrorétinogramme (ERG) I’amplitude de la réponse électrique de la rétine vis-

a-vis de la lumiére.

> En outre, afin de s’affranchir de ces barrieres histologiques qui se mettent en place pendant les
périodes feetales et néonatales, I’administration intraoculaire des vecteurs AAVr a été évaluée
chez la souris nouvelle née et in utero (Dejneka et al., 2004; Surace et al., 2003). Ainsi, Surace et
coll. ont évalué le tropisme des vecteurs sSAAV1, sSAAV2 et ssAAV5, apres injection intra-
vitréenne chez la souris au 14eme jour de développement embryonnaire (E14), a la naissance
(PNO) et chez la souris adulte (Surace et al., 2003). L’administration intra-vitréenne de ces
vecteurs a E14, aboutit a la transduction forte et étendue des cellules de I’EPR, et de facon plus
irréguliere des photorécepteurs, des cellules de Midiller, des cellules horizontales, amacrines et
ganglionnaires. L’administration intra-vitréenne du vecteur AAV1 en particulier, permet la

transduction trés efficace de la totalité des cellules de I’EPR, et ceci dans toute la rétine.
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L’administration de ces vecteurs plus tardivement, chez la souris nouveau-née, permet
principalement la transduction des cellules de I’EPR et des photorécepteurs, que ce soit pour les
vecteurs AAV1, 2 ou 5. Finalement, les auteurs ont évalué la fonctionnalité de la rétine des souris
ainsi pu montrer I’innocuité de leur protocole, la rétine des souris injectées et non injectées ne

présentant pas de différence du point de vue de I’amplitude ou la morphologie de leur ERG.

Cependant, il semble difficile de transposer ces approches a I’humain, tant la chronologie du
développement oculaire chez I’humain et la souris sont importantes (Finlay, 2008; Fruttiger,
2007; Ponder, 2007; Provis, 2001). En effet, la différenciation de la rétine et la mise en place des
differentes couches cellulaires qui la compose, a lieu entre E10 et P15 chez la souris, tandis que
chez I’humain ces étapes développementales ont lieu entre la 14éme et 30éme semaine de

gestation chez I’humain (Provis, 2001).

De plus, ces stratégies sont associées a des questions éthiques propres a la thérapie génique
néonatales, ainsi qu’a des risques traumatiques importants. Parmi les risques potentiellement
associes ont peut citer : une forte dissémination du vecteur dans le reste de I’organisme, une
dilution du transgene a I’a4ge adulte du fait de la prolifération cellulaire dans la rétine en
développement, I’altération de processus développementaux, et un risque pour la survie de la
meére et le feetus (David and Peebles, 2008; Wagner et al., 2009).

2.5.2  L’optimisation du mode d’administration sous-rétinien des AAVr

De la méme facgon, I’espace sous-rétinienne présente différents barrieres histologiques qui s’opposent
a la libre diffusion des vecteurs AAVr dans le parenchyme rétinien, et pour lesquelles différentes

stratégies expérimentales ont été développées :

> Dans I’espace sous-rétinien, situé entre I’EPR et les photorécepteurs, il existe une matrice
extracellulaire constituée de glycosaminoglycanes et de protéines, c’est la matrice inter-
photorécepteurs (MIP) (Hollyfield, 1999). Gruter et coll. ont montré que la MIP limite
I’efficacité du transfert de géne des vecteurs LTV dans la rétine de souris adulte, en limitant leur
diffusion aprés administration sous-rétinienne (Gruter et al., 2005). Les auteurs ont comparé
I’efficacité de la transduction des photorécepteurs suite a I’administration sous-rétinienne d’un
vecteur LTV seul, ou avec la co-administration des enzymes « neuraminidase X » ou
« chondroitinase ABC ». lls ont ainsi montré qu’avec la digestion enzymatique de la MIP, le
volume de rétine dans lequel les photorécepteurs sont transduits est multiplié par un facteur 5. En
outre, les auteurs ont montré que ce protocole n’induit pas de lésions fonctionnelles de la rétine,

/////
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> Au niveau des segments internes des photorécepteurs, il existe une zonula adhérens continue
dans toute la rétine et formée par les jonctions serrées entre les photorécepteurs et les cellules de
Muiller. C’est la membrane limitante externe (MLE). La MLE constitue une barriere empéchant
la diffusion des macromolécules de plus de 3 nm de diamétre, entre I’espace sous-rétinien et le
reste de la neurorétine (Bunt-Milam et al., 1985; Peyman et al., 1971). Ainsi, West et coll., ont
montré que la déstabilisation pharmacologique transitoire de cette MLE, permet de faciliter la
greffe de précurseurs neuronaux dans la rétine, apres avoir injecté ces précurseurs dans I’espace
sous-rétinien chez la souris adulte (West et al., 2008). Les auteurs ont montré que
I’administration intra-vitréenne de 20ng d’acide a-aminoadipique, 72 heures avant I’injection des
précurseurs dans I’espace sous-rétinien, permet d’augmenter le nombre de cellules intégrées dans
la neurorétine d’environ 500 sans traitement a 1100 avec traitement. En outre, les auteurs ont
montré histologiquement que la déstabilisation transitoire de la MLE n’est pas délétere pour la

rétine et n’induit pas sa degénérescence.

Pour conclure, I’administration systémique des vecteurs AAVr chez le nouveau-né pourrait
constituer une stratégie alternative pour transduire différentes structure de I’eeil, dont la rétine. En
effet, plusieurs études ont montré que I’administration systémique du vecteur scAAV2/9 chez la
souris, le chat et le macaque, aboutit a la transduction efficace et extensive de plusieurs organes, dont
le cerveau et la moelle épiniere (Duque et al., 2009; Foust et al., 2009; Foust et al., 2010). Ceci est en
partie expliqué par I’'immaturité des barrieres conjonctives et endothéliales a la naissance, en
particulier la barriere hémato-méningée, et par la capacité de I’AAV9 a franchir ces barrieres. Or la
barriere hémato-méningée est tres similaire histologiquement et fonctionnellement & la barriére
hémato-rétinienne (Cunha-Vaz, 1979; Steuer et al., 2005; Zlokovic, 2008).

De ce fait, Il nous a semblé pertinent d’évaluer si ce vecteur SCAAV2/9 a aussi la capacité de
franchir la barriére hémato-rétinienne, et de transduire la rétine, aprés administration systémique a la
naissance. Les résultats de cette étude sont présentés dans la partie Résultat de ce manuscrit.
(Joussemet and Belbellaa soumis dans Gene Therapy).

En outre, la précocité de I’administration d’un tel vecteur thérapeutique serait pertinente pour le
traitement de pathologies rétiniennes syndromiques, dont le déclanchement a lieu souvent des les
premier mois de la vie chez I’humain, en particulier dans le cas des maladies de surcharge

lysosomale.
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3 Thérapie génique pour le traitement des dégenérescences

héréditaires de la rétine

Au cours de ce chapitre, les avanceés et les limites de la thérapie génique pour le traitement des
DHR seront illustrees a travers les principales pathologies (syndromiques et non syndromiques) qui
ont fait I’objet d’étude précliniques et cliniques de thérapie génique. De ce fait, la thérapie génique
pour le traitement des DHR non syndromiques sera illustré par les principales études relatives aux
mutations des genes RPE65 et RHO, tandis que le traitement par thérapie génique des DHR

syndromiques sera illustrés par les principales études relatives aux MPS et la maladie de Batten.
3.1 Le traitement des DHR non syndromiques
3.1.1 Le traitement des DHR non syndromiques a transmission autosomique récessive

La thérapie génique pour le traitement des DHR non syndromiques autosomiques récessives (DHR
AR), a connue des avancées majeurs au cours de la derniere décennie, en particulier avec les
premiers essais cliniques pour traiter la forme d’ACL associée a la mutation du géne RPEG65
(Bainbridge et al., 2008; Hauswirth et al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b). De
plus, plusieurs succes thérapeutiques ont aussi été accompli dans des modéles animaux de RP,
causées par la mutation de genes impliqués dans le cycle des rétinoides (Batten et al., 2005), la
cascade de phototransduction (Alexander et al., 2007; Boye et al., 2010; Haire, 2006; Komaromy et
al., 2010; Mancuso et al., 2009; Sun et al., 2010), le cytosquelette des photorécepteurs (Ali et al.,
2000), et la matrice extracellulaire de la neurorétine (Park et al., 2009).

Les mutations du gene RPEG5 sont de loin celles qui ont été les plus étudiées en thérapie
génique (Stieger et al., 2010). Le géne RPEG5, ou « retinal pigment épithélium specific 65 KDa
protein », code pour une enzyme exprimeée dans la rétine, exclusivement dans les cellules de I’EPR.
Cette enzyme est nécessaire au cycle des rétinoides, et contribue au recyclage des photopigments
apres leur activation par la lumiére (figure 4). La perte de cette enzyme chez la souris (Pang et al.,
2006; Redmond et al., 1998), le chien (Aguirre et al., 1998) ou chez I’humain (Lorenz et al., 2000),
aboutit a un déficit en photopigment et a une détérioration de la fonction visuelle, ainsi qu’a la
dégenérescence progressive de la rétine, puis a la cécité totale chez I’humain entre 20 et 40 ans. La
pertinence et I’efficacité de la thérapie génique pour traiter les DHR AR associées a ces mutations, a
été demontrée par plusieurs études menées chez le chien ou la souris déficiente pour I’enzyme
RPEG5 (Acland et al., 2001; Bennicelli et al., 2008; Jacobson et al., 2006; Le Meur et al., 2007;
Narfstrom et al., 2003).

100



Les études menées chez la souris ont évalué I’effet thérapeutique de I’injection sous-rétinienne d’un
vecteur AAVr codant pour RPEG5. La restauration de la fonction visuelle et la préservation
histologique de la rétine ont constitué les principaux critéres évalués pour déterminer I’efficacité
thérapeutique (Lai et al., 2004; Pang et al., 2010; Pang et al., 2006). Ces études se distinguent entre
elles par le type de vecteur AAVT utilisé, soit de sérotype 2 ou 5, et soit de type simple brin (SSAAV)
ou double brin (scAAV).

Dans I’étude de Lai et coll., un vecteur ssAAV2 codant pour le gene RPEG5 a été injecté chez la
souris KO RPEG5 -/- a I’age de 21 jours (PN21). lls ont ainsi montré que I’expression de I’enzyme
RPE6G5 perdure dans I’EPR jusqu’a 18 mois post-injection, et que I’expression du photopigment
opsine augmente uniquement dans la rétine des souris traitées (Lai et al., 2004). En outre, Lai et coll.
ont mesuré I’activité éléctrophysiologique de la rétine des souris traitées et non traitées par la
méthode de I’électrorétinogramme (ERG). L’ERG consiste en [I’enregistrement de [I’activité
électrique de la rétine a I’aide d’électrodes extra-oculaires, et en réponse a des stimuli lumineux
d’intensités variables. A deux mois, post-injection, I’amplitude de P’ERG des souris traitées était
environ 50 a 70% plus élevee que celle des souris non traitées, montrant ainsi une préservation
fonctionnelle de la rétine. Cependant, Lai et coll. ont montré qu’a 7 mois post-injection, il n’y a plus
de différences d’amplitude d’ERG entre souris traitées et non traitées. En outre, la vitesse de
dégenérescence des photorécepteurs s’est révélee identique chez les souris non-traitées et les souris

traitées avec le vecteur sSAAV?2.

Dans étude ultérieure, Pang et coll. ont evalué I’effet thérapeutique d’un vecteur sSAAV5, administré
dés PN14, chez la souris rd12 porteuse d’une mutation naturelle dans le gene RPE65 (Pang et al.,
2006).Les auteurs ont montré une bonne préservation histologique et fonctionnelle de la rétine des
souris traitées, jusqu’a 7 mois post-injection. Les souris traitées ont ainsi des photorécepteurs en plus
grand nombre et les segments externes internes des photorécepteurs sont d’aspect normal a 7 mois
post-injection, contrairement aux souris non traitées dans les photorécepteurs sont tres diminués, et
dont les segments internes et externes sont atrophiés et mal formés. En outre, I’activité ERG des
souris traitees a été mesuré a 200V d’amplitude, alors que celle des souris non traitées est quasi nul,
et celle des souris normales a environ 400uV. Cette derniére étude montre que le bénéfice
thérapeutique obtenu a I’aide d’un vecteur sSAAV5 est supérieur a celui obtenu a I’aide d’un vecteur
sSAAV2, ce qui est cohérent avec plusieurs études qui ont montré que l‘efficacité du transfert de
géne dans la rétine obtenue avec un vecteur sSSAAV5 est supérieure a celle obtenue avec un ssAAV2
(Lotery et al., 2003; Yang et al., 2002).

Récemment, Pang et coll ont conduit une étude chez la souris rd12, mais en utilisant un vecteur
double brin scAAV5 qui permet une expression plus forte et plus rapide du transgéne dans la rétine
101



(Pang et al., 2010; Petersen-Jones et al., 2009; Yokoi et al., 2007). L’administration sous-rétinienne
de ce vecteur a P14 aboutit a la restauration stable et presque complete de I’amplitude de I’ERG pour
les batonnets et les cdnes. A 6 mois post-injection, I’amplitude des ERG des souris traitées est
d’environ 300V, contre 20V pour les souris non traitées, et 400V pour les souris normale. En
outre, le traitement de ces souris a PN14, aboutit aussi a la préservation du nombre de
photorécepteurs, et plus particulierement des cones. En paralléle, Pang et coll. ont évalué I’efficacité
de ce traitement a P35 quand la dégénérescence de la rétine a commencée, et ils ont montré une
restauration fonctionnelle moins importante que celle obtenue & PN14 en particulier pour la faction
des cénes. lls ont ainsi ont montré que I’efficacité thérapeutique est d’autant plus grande que

I’administration du vecteur est effectué précocement.

Ainsi, ces trois études semblent indiquer que la qualité de la restauration fonctionnelle et anatomique
de la rétine, est dépendante de la précocité et de I’efficacité du transfert de gene dans la rétine (Lai et
al., 2004; Pang et al., 2010; Pang et al., 2006).

Les études portant sur le modéle canin ont utilisé les vecteurs SSAAV2 et ssAAV4, codant pour le
géne RPE65 humain ou canin. Il est important de noter que la dégénéerescence de la rétine débute
plus tardivement chez le chien que chez la souris. La diminution du nombre des photorécepteurs
commence environ 1 an apres la naissance, tandis que I’activité ERG diminue pour étre plate vers 6 a
9 mois (Narfstrom et al., 1989). Dans toutes ces études, le traitement des chiens malades a été realisé
plusieurs mois apres la naissance (entre 3 et 30 mois). Il a abouti dans toutes ces études a la

préservation histologique de la rétine, ainsi qu’a une restauration importante de la fonction visuelle.

Ainsi, Le Meur et coll. ont ainsi montré que I’administration du vecteur AAV2/4.hrpe65 entre 8 et 12
mois aprés la naissance aboutit a: (1) La préservation de la structure des segments internes et
externes des photorécepteurs. (2) La restauration de I’activité électrique de la rétine qui est de 100uV
a 12 mois post-injection, contre 104V chez les chiens non traités. (3) La capacité des chiens a se
déplacer a travers un parcours d’obstacles contrairement aux chiens non traités (Le Meur et al.,
2007). En outre, cette étude a montré I’existence d’une fenétre thérapeutique au-dela de laquelle
(aprés 30 mois d’age), I’administration du vecteur AAV2/4.hrpe65 n’induit plus de bénéfice
thérapeutique. De plus, ces différentes études n’ont pas mises en evidence d’effets déléteres a ce

transfert de gene a court ou long terme.

L’innocuité de cette approche fut confirmée dans deux autres études évaluant la toxicite et la bio
distribution de ces vecteurs apres administration sous-rétinienne chez le chien et le primate (Jacobson
et al., 2006; Provost et al., 2005).
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Chez I’lhomme, trois essais cliniques ont été réalisés recemment pour traiter des patients porteurs
d’une mutation dans le géne RPE65 (Bainbridge et al., 2008; Hauswirth et al., 2008; Maguire et al.,
2009; Maguire et al., 2008b). Au cours de ces trois études, un vecteur sSAAV2 codant pour le géne
RPEG5 a été injecté chez 18 patients agés de 8 a 44 ans, chez qui aucun effet délétére n’a éte observé.
Pour chaque patient, le vecteur fut injecté en sous-rétinien, et uniquement dans I’ceil disposant de la
fonction visuelle la plus altérée. L’innocuité du traitement a été confirmée chez tous les patients, et
un bénéfice thérapeutique significatif a été montré dans les essais cliniques de Maguire et coll. et
Bainbridge et coll. (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008Db).

Ainsi dans I’étude de Maguire et coll., le traitement du patient CHO8 agé de 9 ans, a induit
I’augmentation du champ visuel dans son ceil traité par au moins un facteur 3, une amélioration de
son reflexe pupillaire de plusieurs millimetres d’amplitude, une amélioration par un facteur 100 de la
sensibilité & la lumiére percue, et ainsi qu’une diminution de la fréquence des nystagmus par un
facteur 2 (Maguire et al., 2009). En outre, 90 jours apreés le traitement du patient CHO8, celui-ci a

retrouvé sa capacité a se déplacer dans un parcours fléché.

Ces restaurations de la fonction visuelle sont treés impressionnantes mais incompléte, ceci a
été expliqué par I’avancement important de la degénérescence rétinienne méme chez les jeunes
patients. En outre, il est probable que le transfert de géne réalisé dans seulement un tiers de la rétine
de ces patients, ne permettent pas un effet thérapeutique optimal. De ce fait, quatre pistes peuvent
étre proposees pour améliorer I’efficacité thérapeutique de ces protocoles. (1) Traiter les patients plus
précocement avant I’apparition des lésions cellulaires et fonctionnelles irréversibles dans la rétine.
(2) Optimiser I’efficacité du transfert de géne dans les cellules d’intéréts, en utilisant un vecteur
AAVr dont I’efficacité de transduction est plus grande. (3) Augmenter le niveau d’expression du
transgene thérapeutique, en optimisant les différents éléments genétique régulateurs de la cassette
d’expression, et en particulier le promoteur. (4) Optimiser le mode d’administration du vecteur

thérapeutique dans la rétine, afin de transduire un maximum de cellules de I’EPR.

3.1.2 Le traitement des DHR non syndromiques a transmission autosomique

dominante

De nombreuses études de thérapie génique ont porté sur le traitement des DHR autosomiques
dominantes (DHR AD), mais a ce jour, aucune n’a montré un de succes thérapeutique complet a
I’image de ce qui a pu étre accompli pour certaines formes de DHR autosomique récessive (DHR
AR), telles que celle associée a la mutation RPE65. Parmi les DHR AD, les mutations dominantes du
géne RHO sont de loin celles qui ont été le plus étudié. Elles représentent environ 25% des DHR AD,
et constituent une cible médicale majeure (Audo et al., 2010; Hartong et al., 2006). Les mutations
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dominantes de RHO se traduisent au niveau des photorécepteurs batonnet, par une altération de la
structure et de la fonction du photopigment rhodopsine, et plus particuliérement au niveau de sa
structure tertiaire, de son transport vers le segment externe des photorécepteurs, ou de ses propriétés
d’inactivation apres capture d’un photon. De ce fait, les mutations du gene RHO altérent
significativement la capacité des photorécepteurs a détecter la lumiere et a s’y adapter, tout en

induisant I’apoptose des batonnets et des cones.

Les principales stratégies de thérapie génique développées pour traiter ces mutations RHO ont pour
objectif commun, de supprimer I’expression de la forme mutante et délétéere de RHO par I’expression
in situ d’ARN interférentiels (ARNi) ou encore de ribozymes. Les ARNi s’hybrident par
complémentarité de base sur les ARNm recombinant, et induisent I’inhibition de la traduction des
ARNmM recombinant en protéines, soit en empéchant la progression du complexe d’élongation de
traduction, soit en induisant le clivage des ARNm. Les ribozymes sont des molécules d’ARN a
activité catalytique. Les ribozymes ont la capacité de s’hybrider avec les ARNm qui leur sont

complémentaires, puis de les cliver.

> Le groupe du Dr. Jane G. Farrar a developpé I’utilisation d’ARNi dirigés contre I’expression des
génes humains RHO normaux et porteurs d’une mutation dominante (Chadderton et al., 2009;
O'Reilly et al., 2007). In vitro, ces ARNi ont montré leur capacité a réduire I’expression des
ARNmM RHO humains a 20% de leur niveau initial. In vivo, I’expression des ARNm RHO
endogenes a été réduit a 10% apreés injection sous rétinienne d’un vecteur sSAAV5 chez des
souris transgéniques exprimant exclusivement le gene RHO humain. Une diminution similaire a
été observée chez la souris transgenique Pro347Ser. Ces souris transgeniques Pro347Ser
expriment le géne humain RHO mutant, ainsi que le géne RHO murin normal. Finalement, afin
d’évaluer le bénéfice thérapeutique de cette approche, les souris transgéniques Pro347Ser ont
recu en sous-rétinien un vecteur sSAAV5 exprimant ces ARNi ciblant les spécifiqguement les
ARNM humains RHO mutants. A 1 et 3 mois post-injection, Chadderton et coll. ont montré un
ralentissement de la dégénérescence des photorécepteurs. En effet, méme si la densité des
photorécepteurs continue a décroitre rapidement chez les souris traitées, elle reste environ 2 fois
plus grande chez les souris traitées que chez les souris non-traitées. De plus, Chadderton et coll.
ont montré une préservation partielle de I’activité éléctrophysiologique de la rétine des souris
traitées a 3 mois post-injection. L’amplitude de I’activité ERG a été mesurée a environ 400uV
chez les souris traitées, contre seulement environ 1004V chez les souris non traitées. Cette
préservation histologique et fonctionnelle est d’autant plus impressionnante que moins de 25%
de la rétine a été transduites par le vecteur et exprime les ARNi thérapeutiques (Chadderton et
al., 2009).
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»  Le groupe du Dr. William W. Hauswirth a developpé I’utilisation de ribozymes pour dégrader
specifiquement les ARNm RHO porteurs d’une mutation dominante (Drenser et al., 1998;
Lewin et al., 1998). In vitro, ces ribozymes sont capables de dégrader 80% des ARNm RHO
porteurs de la mutation P23H, en 24 heures, sans induire la dégradation des ARNm RHO
normaux. En outre, I’efficacité thérapeutique de ces ribozymes a aussi été évaluée dans une
lignée de rats transgéniques porteurs de la mutation P23H (Lewin et al., 1998). Lewin et coll.
ont injecté en sous-rétinien un vecteur sSAAV2 exprimant ces ribozymes a PN14/PN15, juste
avant le début de la dégénérescence des photorécepteurs (Lewin et al., 1998). A 47 jours post-
injection, les auteurs ont montré que I’administration du vecteur induit une diminution de
seulement 10 a 20% du niveau des ARNm porteurs de la mutation P23H, chez les rats traités.
Cependant, Lewin et coll. ont observé une bonne préservation des photorécepteurs dans toute
la rétine des rats traités, avec une epaisseur de la couche des photorécepteurs d’environ 35 mm
chez les rats traités, contre seulement 20 mm environ chez les rats non traités. En outre, Lewin
et coll. ont aussi montré que I’administration du vecteur thérapeutique permet de préserver
avec le vecteur thérapeutique présentent une activité environ 2 fois plus grande que celle des

rats non traitées, avec 2304V contre 100uV.

Ainsi dans ces deux séries d’étude, le bénéfice de ces approches thérapeutiques a été au-dela de la
région de la rétine directement transduite par le vecteur. Cependant, dans ces deux séries d’études, la
préservation histologique et fonctionnelle de la rétine a été partielle et transitoire. On peut supposer
que ce manque d’efficacité thérapeutique, malgré le caractere trés promoteur de ces approches, est
principalement causé par une efficacité de transfert de gene insuffisante dans la rétine des animaux

traitées :

> La voie d’administration sous-rétinienne des vecteurs AAVr ne permet pas de traiter plus d’un
tiers de la rétine malade. Ceci limite le bénéfice thérapeutique a une fraction des cellules
malades. En outre, la persistance d’un environnement degenératif dans le reste de la rétine,

pourrait étre délétére a long terme pour la fraction de la rétine traitée.

> L’efficacité de transduction des vecteurs sSAAV2 et sSSAAVS utilisés dans ces études, ne permet
pas une expression rapide et forte du transgene thérapeutique dans la rétine. Ceci semble pourtant
crucial dans ces pathologies dégénératives, pour prévenir les lésions anatomiques et
fonctionnelles irréversibles de la rétine. De ce fait, I’utilisation des vecteurs SCAAV8 ou SCAAV9
dont la vitesse et la force de transduction sont beaucoup plus forte, pourrait augmenter

significativement I’efficacité thérapeutique de ces stratégies thérapeutiques.
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De ce fait, il semble essentiel d’améliorer I’efficaciteé du transfert de géne thérapeutique dans la
rétine, ainsi que son niveau d’expression, afin d’assurer le succes des prochaines études portant sur le
traitement des DHR AD.

3.2 Le traitement des DHR syndromiques

Les DHR syndromiques, et en particulier les maladies métaboliques, ont fait I’objet de
nombreuses études expérimentales de thérapie génique. Dans ces études, les auteurs se sont
principalement intéresses aux atteintes potentiellement létales du systeme nerveux central, du
systeme cardiovasculaire, du systeme musculosquelettique, et des organes tels que le foie, les
poumons... (Haskins, 2009; Koeberl et al., 2009; Kyriakouli et al., 2008). Cependant, tres peu
d’études ont été consacrées a I’évaluation de protocole de thérapie génique pour soigner les atteintes
de la rétine, qui pourtant peuvent aboutir a une perte sévere de la fonction visuelle (Rajappa et al.,
2010).

Ceci est particulierement bien illustré pour les mucopolysaccharidoses et pour la maladie de Batten,
qui affecte aussi bien le cerveau que la rétine. En effet, dans les deux essais cliniques de thérapie
génique portant sur le traitement de la maladie de Batten réalisés par le groupe du Dr. Ronald G
Crystal, seule la dégénérescence de I’encephale a été traitée par injection intracerébrale d’un vecteur
AAVr thérapeutique, tandis que la dégénérescence de la rétine n’a pas été adressee (Hackett et al.,
2005; Sondhi et al., 2007; Sondhi et al., 2008). A I’inverse, le développement de stratégies de
thérapie génique pour le traitement de certaines DHR syndromiques, tel que pour le syndrome
d’Usher, ont été évaluées uniquement dans la retine, alors que ce syndrome affecte aussi severement

I’oreille interne et les reins (Gargiulo et al., 2009; Hashimoto et al., 2007; Summers, 2009).
3.2.1 le traitement des mucopolysaccharidoses

Parmi les maladies métaboliques affectant la rétine, les mucopolysaccharidoses (MPS) sont
parmi les plus étudiées en thérapie génique, car elles ont dans leur ensemble une prévalence de 1
individu pour 7000, et elles sont fortement handicapantes et souvent mortelles pour les patients avant
leurs 30 ans. En effet, les MPS entrainent des atteintes progressives du systéme nerveux centrale, des
muscles et du squelette, du cceur, jusqu’a entrainer la défaillance de ces organes. Les MPS affectant

la rétine, ont une fréquence d’environ 1 individu sur 25 000.

Le traitement traditionnel des MPS consiste a modifier I’alimentation des patients pour limiter
I’accumulation délétére des métabolites toxiques, ou a I’inverse a enrichir I’alimentation en
métabolites déficients. Cependant, I’avénement des méthodes de production de protéines

recombinantes a permis la mise au point de stratégie d’enzymothérapie pour le traitement de ces
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pathologies. L’enzymothérapie consiste a administrer de fagon répétée, la forme recombinante de
I’enzyme déficience chez le patient, afin de suppléer le déficit en enzymes endogénes. Cependant,
cette stratégie est particulierement couteuse, induit la mise en place d’une réponse humorale, et ne
permet pas traiter I’accumulation de metabolites toxiques dans le systeme nerveux central, et dans

I’ceil du fait la présence des barrieres hemato-méningees et hémato-rétiniennes.

De ce fait, la thérapie génique semble étre une approche particulierement pertinente pour le
traitement de ces pathologies, en faisant exprimer directement dans les organes malades, I’enzyme
déficiente. En outre, les MPS présentent plusieurs caractéristiques qui pourraient faciliter le

développement de stratégie de thérapie génique :

» Les mecanismes physiopathologiques, de méme que les génes causals, sont tres souvent bien

identifiés.

» Une restauration méme trés partielle de I’activité enzymatique lysosomale est suffisante pour
améliorer drastiquement I’état physiologique des sujets traités (Barton et al., 1991; Kakkis et
al., 2001; Schiffmann et al., 2000).

» En outre, ces enzymes lysosomales peuvent étre produites et secrétées par une petite fraction
de cellules, mais induire une restauration fonctionnelle dans toutes les cellules avoisinantes par
le mécanisme dit de «cross correction » ou « sécrétion-recapture ». En effet, les enzymes
sécretees dans le milieu extracellulaire, peuvent étre capturées et internalisées par les cellules
avoisinantes via leurs récepteurs mannose-6-phosphate. Ces enzymes sont ensuite dirigées vers
le lysosome ou elles restaurent une activité enzymatique normale (Braulke and Bonifacino,
2009; Haskins, 2009).

> Finalement, la thérapie génique in vivo permet de produire I’enzyme déficiente directement
dans le systeme nerveux central et dans I’eeil, pour y avoir un effet thérapeutique. Or,
I’enzymothérapie par voie intraveineuse ne permet pas de traiter les atteintes de ces organes qui
sont isolés du reste de I’organisme respectivement par les barrieres hémato-méningée et

hémato-rétinienne.

Ainsi plusieurs études de thérapie génique ont porté sur le traitement des mucopolysaccharidoses
de type I, II, 1, 1V, VI et VII qui se traduisent par des atteintes musculosquelettiques, respiratoires
et du systeme nerveux central et parfois des atteintes oculaires (Ellinwood et al., 2004; Haskins,
2009; Sands and Davidson, 2006). Ces études ont été réalisées pour la plupart sur des modeles de
souris Knock-out (KO) ou porteuses d’une mutation naturelle (Ellinwood et al., 2004). Dans une
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minorité de ces études, les protocoles de thérapies ont été developpés dans les modeles canins et
felins de MPS 1, qui sont des porteurs naturels d’une mutation pour I’enzymd | -L-iduronidase
(IDUA) (Haskins, 2009). Les modéles murins permettent d’évaluer facilement le bénéfice
thérapeutique d’une stratégie de thérapie génique, du fait du nombre d’animaux important que I’on
peut intégrer dans un protocole de recherche. Cependant, les modeles gros animaux sont nécessaires
pour se rapprocher d’un contexte clinique humain a plusieurs points de vue, tel que la taille de
I’organisme, la masse et le volume des tissus a soigner, la dose de vecteur thérapeutique a
administrer beaucoup plus grande, I’évaluation d’effets deléteres et ou encore des éventuelles

réponses immunologiques...etc.
De ces etudes ressortent 3 stratégies thérapeutiques majeures :

> La premiére stratégie consiste a prelever des cellules hématopoiétiques souches chez le malade,
afin de les transduire ex vivo avec un vecteur intégratif codant pour I’enzyme déficiente, avant de
greffer ces cellules modifiées chez le sujet malade. Cette stratégie thérapeutique repose sur le
concept thérapeutique de la greffer de cellules souches hématopoiétiques hétérologues (CSH)
issus d’un donneur sain et compatible HLA, pour pouvoir remplacer ou suppléer les CSH
endogenes malades. Cette stratégie a montré cliniqguement une certaine efficacité thérapeutique
pour traiter les patients atteints de MPS I, en diminuant les inclusions intracellulaires, la vitesse
des dégénérescences tissulaires, et en ralentissant I’évolution des atteintes motrices et cérébrales
(Grigull et al., 2005; Hobbs et al., 1981). En effet, la greffe de CSH hétérologues permet la
dissémination de ces cellules dans presque tous les organes, et participent a la clairance des
accumulations de métabolites délétéres dans le milieu extracellulaire, ainsi qu’a la correction du

phénotype intracellulaire des cellules avoisinantes par le phénoméne de sécrétion-capture.

Dans le cas de la greffe de cellules souches autologues mais génétiqguement modifiés ex vivo, il
est possible de s’affranchir de la recherche de donneurs potentiellement compatible HLA, et donc
des réactions de rejet immunitaire complexes. Ces stratégies de thérapie ex vivo, ont été évaluées
dans différents modeles pathologique de MPS I, 1lI, VI, et VII, principalement chez la souris
(Soper et al., 2001; Zheng et al., 2003; Zheng et al., 2004). Cependant, cette stratégie est souvent
associéee a un traitement myéloablatif plus ou moins agressif. De plus, la greffe de ces cellules ne
permet pas de traiter systématiquement les atteintes cérébrales et squelettiques du fait de leur

faible accessibilité.

> La seconde stratégie theérapeutique consiste a administrer directement un vecteur viral
recombinant thérapeutique de type AAVr, LTV ou YRV, dans les organes atteints, tels que le

cerveau, afin de prévenir ou de ralentir les Iésions tissulaires et fonctionnelles. Cette stratégie

108



présente |I’avantage majeur de pouvoir faire abstraction des barrieres hémato-méningés et
hémato-rétinienne. Ainsi, contrairement a la greffe de CSH ou a [I’enzymothérapie,
I’administration intraoculaire ou intracérébrale d’un vecteur viral thérapeutique permet de traiter
efficacement les dégenérescences oculaires et cérebrales chez la souris MPS VII et MPS 111 B,
sans induire de réactions immunes majeurs chez les sujets traités (Brooks et al., 2002; Fu et al.,
2002; Hennig et al., 2004). Cependant, cette approche suppose le traitement de tous les organes
périphériques, soit par la greffe de CSH autologues modifiées génétiqguement, soit par injections
locales multiples du vecteur thérapeutique dans tous les organes atteints (Heldermon et al., 2010).
Cette derniére approche présente le risque de stimuler le développement de réponses immunes
fortes contre le vecteur et le transgene thérapeutique, et donc de compromettre I’expression a
long terme du transgéne thérapeutique.

> La troisieme stratégie consiste a administrer par voie intraveineuse un vecteur viral recombinant
thérapeutique AAVr, LTV ou YRV, codant pour I’enzyme déficiente. Cette stratégie présente
I’avantage de pouvoir transduire efficacement un certain nombre d’organes, dont le foie, les
poumons, le cceur ou encore les muscles squelettiques, pour lesquels le phénotype cellulaire est
alors corrigé. En outre, les organes transduits vont a leur tour, sécréter I’enzyme recombinante
dans la circulation sanguine pour corriger le phénotype des organes non transduits (Cardone et
al., 2006; Kobayashi et al., 2005; Kosuga et al., 2000; Traas et al., 2007). Cependant, cette
approche semble difficilement applicable chez les patients adultes pour plusieurs raisons : (1) Les
lesions tissulaires et fonctionnelles irréversibles commencent généralement dans les deux
premieres années de la vie et progressent rapidement au cours de I’enfance (Sands and Davidson,
2006). (2) Les populations adultes disposent fréquemment d’une pré-immunité contre les
vecteurs viraux, et leur systtme immunitaire mature peut induire des réactions délétéres pour
I’expression a court et long terme du transgene (Lutzko et al., 1999; Shull et al., 1996a; Shull et
al., 1996b). De ce fait, de nombreuses études de thérapie génique chez I’animal, ont évalué
I’administration néonatale ou in utero pour permettre: (1) Le traitement de la déficience
enzymatique, avant la mise en place des lésions tissulaires et fonctionnelles irréversibles. (2) La
mise en place d’une tolérisation vis-a-vis du transgéne et des cellules transduites, du fait de
Ilimmaturité du systeme immunitaire, et donc de permettre I’expression a long terme du
transgéne thérapeutique. (3) La transduction de tout I’organisme avec une dose de vecteur viral

qu’il soit réaliste d’imaginer produire.

Ainsi, Traas et coll. ont évalué le bénéfice thérapeutique de I’administration intraveineuse d’un
vecteur YRV thérapeutique, codant pour I’enzyme IDUA, chez le chien MPS | nouveau-né déficient

pour I’enzyme IDUA, (Traas et al., 2007). Les chiens traités ont été évalués jusqu’a 1,8 ans post-
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injection, et ont montré une diminution importantes des symptdmes associés a MPS | par rapport a
des chiens non-traités. D’une part, la concentration sérique en enzyme IDUA ([IDUA]) chez les
chiens traités a été stabilisée a une concentration 700 supérieure par rapport celle des chiens malades
non traités, et 28 fois supérieure par rapport celle des chiens sains. En outre, I’activité enzymatique
de I’IDUA dans différents organes, tel que le foie, la rate, le cerveau ou le cceur, a été stabiliseé entre
20% et 1000% de I’activité enzymatique normale de I’IDUA chez le chien sain. Enfin, le niveau
d’accumulation tissulaire des glycosaminoglicanes a été ramené a niveau 1 a 2,6 supérieur a celui des
chiens sains, contre un niveau 17 a 108 fois supérieur chez les chiens non traités. D’autre part, les
atteintes oculaires, et en particulier I’opacification cornéenne, présente chez les chiens non traités,
furent largement réduites chez les chiens traités. De plus, les chiens traités ne présentent pas les
malformations faciales et squelettiques qui sont caractéristiques du chien MPS 1, et qui affectent
particulierement la cage thoraciques et les articulations. Cette étude particulierement encourageante,
a mis cependant en évidence la faiblesse du transfert de géne dans le cerveau avec moins d’une copie

de vecteur viral thérapeutique pour 100 cellules.

De ce fait, il semble important de développer de nouveaux vecteurs viraux plus efficace pour
transduire le systéme nerveux central, ou de nouveaux protocoles d’administration systémique chez
le nouveau-né, permettant aux vecteurs viraux de franchir efficacement la barriere hémato-meéningée
et hémato-rétinienne. Dans ce but, nous avons évalué au cours de cette these le tropisme oculaire des
vecteurs AAVr chez le rat et chien, aprés administration systémique chez le nouveau-né ou chez

I’adulte. Ces travaux sont présentés dans la partie Résultat de ce manuscrit.

A ce jour, aucun essai clinique n’a été conduit pour le traitement des mucopolysaccharidoses par
thérapie génique.

3.2.2 letraitement de la maladie de Batten

Parmi les maladies de surcharge lysosomale, seule la maladie de Batten a bénéficiée de deux
essais cliniques. Ces deux essais cliniques sont conduits par le groupe du Dr. Ronald G Crystal.

La maladie de Batten est une pathologie neurodégénératives de I’enfant et de I’adulte, qui se
caractérise principalement par une atrophie de I’encéphale, une altération des fonctions cognitives,
mentales et motrices, ainsi que par la degénérescence de la rétine (Mole, 1999). La maladie de Batten
est causée par le dysfonctionnement du métabolisme lysosomal et I’accumulation intracellulaire de

matériel auto fluorescent de type lipofuscine.

Jusqu’a récemment il n’existait pas de modéle animal préclinique de la maladie de Batten. De ce

fait, le groupe du Dr. Crystal a initialement évalué la toxicité et I’efficacité de I’expression de leur
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vecteur thérapeutique (AAV2,,hCLN2) par injections intracérébrales de celui-ci chez le primate et le
rat (Hadaczek et al., 2010), Le vecteur thérapeutique correspond a un vecteur sSSAAV2 codant pour
I’enzyme lysosomale tripeptidylpeptidase | (TPP1) sous le controle du promoteur CAG. Celui-ci a
été injecté en 12 points chez le primate et le rat, au niveau des 2 hémispheéres et plus précisément au
niveau du cortex frontal, pariétal, et occipital. Ce protocole de thérapie génique n’a pas montré de
toxicité majeur ni chez le primate, ni chez le rat, et il a permis I’expression soutenue du transgéne
thérapeutique dans une trés grande proportion de I’encéphale. C’est seulement en 2004 que Sleat et
coll. ont produit une lignée de souris Knock-Out mutée pour le géne CNL2, qui reproduit le
phenotype pathologique humain (Sleat et al., 2004). Ainsi Passini et coll. al ont pu montrer le
bénéfice thérapeutique de I’administration intracérébrale de ce vecteur AAV2,,hCLN2 chez la souris

CLN2-/-, avec la diminution des inclusions auto fluorescentes dans le cerveau (Passini, 2006).

Au cours du premier essai clinique, le groupe du Dr. Crystal a traité a I’aide du vecteur
AAV2,,hCLN2, 10 enfants agés de 3 a 10 ans qui présentaient une progression avancée des lésions
cerébrales (Worgall et al., 2008). Chaque enfant a recu 12 injections intracérébrales pour une dose de
vecteur totale d’environ 3.10™ vecteurs génomes (vg). L’évolution de la dégénérescence cérébrale
des enfants traités a été suivie sur 1,5 an, par imagerie médicale (IRM). L’évolution de ces Iésions
montra un ralentissement faible, mais pas I’arrét dans la progression des dégénerescences cérébrales
et des fonctions cognitives et motrices. Ainsi, la vitesse de progression de I’atrophie de la matiere
grise encéphalique chez les patients traités a été mesuré a —2.6% +0.7% par an, contre —2.84% +1.3%
par an chez les patients non traités. De plus, un ralentissement de I’augmentation de I’hypertrophie
ventriculaire a aussi été observé avec +14.0cm® +4.1cm® par an chez les patients traités, contre +
17.2cm®+4.7cm? par an chez les patients non traités. Finalement, les patients traités ont montré une
meilleure évolution du score clinique pour les atteintes neurologiques évaluées sur I’échelle de
Hamburg, qui mesure les capacités verbales, motrices et les attaques épileptiques (Steinfeld et al.,
2002). En outre, malgré I’absence d’inflammation intracérébrale suite a I’administration de ce
vecteur, les auteurs ont observé I’augmentation importante et systématique du titre d’anticorps anti-
AAV?2 chez tous les patients traités, pendant presque 1 an post injection. Le titre maximum
d’anticorps neutralisant a été mesuré entre 1/160 et 1/320, entre 1 et 26 semaines post-injection. En
outre, la procédure chirurgicale entraina de nombreux évenements délétéres chez les patients, parmi

lesquels des episodes épileptiques et des detresses respiratoires.

Afin d’améliorer le bénéfice thérapeutique de cette approche, le groupe du Dr. Crystal procede
actuellement a un second essai clinique, qui inclut I’utilisation d’un vecteur AAV10 au lieu d’un
vecteur AAV2 (ClinicalTrials.gov Identifier NCT01161576). En effet, I’administration locale de
vecteur AAV10 dans le cerveau a été décrite comme induisant la transduction d’un plus grand
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volume de tissu, et permettrait une expression plus forte du transgéne thérapeutique (Cearley and
Wolfe, 2007; Sondhi et al., 2007). Ainsi Sondhi et coll. ont montré que I’administration
intracérébrale d’un vecteur sSAAV10 codant pour TPP1 chez la souris adulte CLN2-/-, aboutit a une
expression de I’enzyme dans une plus grande partie de cerveau, avec environ 2mm?® aprés injection
du vecteur sSAAV2, contre 20mm?® aprés injection du vecteur sSAAV10 (Sondhi et al., 2007). En
outre, I’administration du vecteur ssAAV10 thérapeutique induit une diminution des inclusions
tissulaires auto fluorescentes par un facteur 2, et une amélioration importante des fonctions motrices.
Cependant, I’administration de ce vecteur chez la souris adulte n’augmente que de trés peu la survie
des souris traitées. En effet, les souris traitées survivent en moyenne jusqu’a 23 semaines d’age,
contre seulement 17 semaines en I’absence de traitement. A I’inverse, Sondhi et coll. ont montré
dans une étude récente que plus I’injection a lieu précocement, plus le bénéfice thérapeutique n’est
important du point de vue de la survie de souris traitées et de la correction de leur phénotype malade
(Sondhi et al., 2008). Ainsi, Sondhi et coll. ont montré que I’administration intracérébrale d’un
vecteur sSAAV10 codant pour TPP1, chez la souris CLN2-/- nouveau-né a PN2, permet I’expression
de TPP1 dans presque tout I’encéphale. En outre, le niveau de I’activité enzymatique TPP1 a été
mesure comme homogéne dans tout I’encéphale, et a un niveau proche de celui mesuré chez la souris
sauvage. De plus, les auteurs ont observe la disparition presque totale des inclusions auto
fluorescentes intracérébrales chez les souris traitées a PN2. En outre les souris traitées a PN2
montrent une préservation presque totale des capacités motrices, et en particulier dans les tests
d’équilibre et d’effort, avec moins de 10% de différence entre les souris traitées et les souris sauvage.
Enfin, Sondhi et coll. ont montré que le traitement a PN2 permet d’augmenter considérablement
I’espérance de vie moyenne des souris a plus d’un an, contre moins de 4 mois pour les souris non

traitées.

Ces différentes études réalisées chez la souris semblent indiquer que le bénéfice thérapeutique de
ces approches est d’autant plus important que le traitement a lieu précocement, avant la mise en place
des différents symptoémes. Ceci semble avoir des conséquences drastiques du point de vue la survie,
sur I’apparition d’atrophie encéphalique, et sur la préservation des fonctions motrices. En outre, ces
études semblent aussi indiquer que le succes thérapeutique de ces approches dépend fortement de la
capacité du protocole d’administration du vecteur thérapeutique, a induire I’expression de I’enzyme
TPP1 dans tout I’encéphale, de la facon la plus étendue possible, et cela a un niveau proche du
niveau physiologique. De ce fait, il est probable que le bénéfice thérapeutique des prochains essais
clinique soit largement dépendant de I’efficacité du transfert de gene dans I’encéphale et de la
précocité du traitement.
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4 Qbijectif de la these : optimisation du transfert de géne dans

la rétine a I’aide des vecteur AAV.

A ce jour, les AAV recombinants constituent les vecteurs de choix pour le transfert de géne
thérapeutique dans la rétine, et ceci pour les différentes raisons qui ont été évoquees au cours de
I’introduction. En outre, ces vecteurs ont montré leur potentiel thérapeutique dans de nombreuses

études de thérapie génique précliniques réalisées dans des modeles animaux de DHR.

Au demeurant, les essais cliniques de thérapie génique chez les patients atteints de DHR
connaissent des succés plus modérés par rapport € ce qui a été observé dans les études précliniques,
comme cela a été illustré plus haut dans I’introduction (chapitre 3.1). Ce constat nous améne, entre
autres, a nous poser la question de I’efficacité des protocoles de thérapie génique utilisés
actuellement en clinique, et de leur optimisation pour améliorer le bénéfice thérapeutique en clinique

humaine.

Au cours de ma these, j’ai étudié le transfert de géne dans la rétine a I’aide des vecteurs AAVTr,
avec pour finalité de pouvoir optimiser celui-ci. J’ai travaillé principalement sur 2 parametres qui
constituent souvent un frein a I’efficacité thérapeutique des protocoles de thérapie génique in vivo :
I’efficacité du transfert de gene dans la rétine, et la stabilité ou le niveau d’expression des transgénes

in vivo et a long terme.
4.1 Optimisation du protocole d’administration des vecteurs AAVr.

Nous avons étudié la possibilité d’augmenter I’efficacité de transduction de la rétine, et plus
particulierement la surface rétine transduite, suite a une administration unique de vecteur AAVTr, en

changeant la voie d’injection locale intraoculaire au profit d’une administration par voie systémique.

En effet, la capacité a transduire un maximum de cellules d’intéréts, et donc a y apporter le
transgene thérapeutique, va largement conditionner le succés d’un protocole de thérapie dans la
rétine, comme dans d’autres organes. Or, les protocoles d’administration locale de ces vecteurs
AAVr ne permettent pas de transduire plus d’un tiers de la surface totale de la rétine. Ceci est
d’autant plus vrai que seule I’administration sous-rétinienne des vecteurs AAVr permet de cibler
efficacement les cellules de I’EPR et les photorécepteurs. Or, ce mode d’administration limite le
transfert de gene, et donc le bénéfice thérapeutique, uniquement aux cellules directement presentes
dans la zone d’injection sous-rétinienne du vecteur. Ceci a pour conséquence qu’il n’est pas possible
de traiter plus d’un tiers de la surface totale des rétines chez les patients atteints de DHR, chez qui la

rétine est fragilisée, et chez qui il faut donc limiter le volume de vecteur injecté.
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Or, I’ceil est I’'un des organes les plus vascularisés de I’organisme, et I’administration intraveineuse
permettrait potentiellement d’avoir acces a la totalité de la surface de la rétine, et dans les deux yeux
simultanément, contrairement au protocole d’injection sous-rétinien, qui, en outre, correspond a un

geste chirurgical bien plus complexe.

En outre, cette étude a été initiée sur la base de plusieurs publications récentes dont une est issue de
notre laboratoire (Duque et al., 2009; Foust et al., 2009; Foust et al., 2010). Ces différentes études
ont montré la capacité des vecteurs AAVTr injectés par voie intraveineuse a transduire de nombreux
organes périphériques, mais aussi a franchir la barriere hémato-méningeée et a transduire le systéme
nerveux central de facon efficace et étendue, et ceci largement au-dela de ce que permettent les
protocoles d’injection locale dans ces organes (Cearley and Wolfe, 2007; Dodiya et al., 2010; Glatzel
et al., 2000).

De ce fait, il nous a semblé pertinent d’évaluer le tropisme oculaire de différents sérotypes de AAVr
apres leur administration par voie systémique. Afin d’optimiser I’efficacité de ce transfert de géne,
nous avons opté pour des vecteurs de type SCAAV qui permettent généralement une meilleur
expression du transgene dans les cellules transduites, que les vecteurs de type sSAAV. En outre, nous
avons aussi évalué I’effet de I’age administration de ces vecteurs sur I’efficacité du transfert de géne
dans I’eeil, afin de prendre en compte la maturation de barriere hémato-rétinienne qui est incomplete
a la naissance mais mature a I’age adulte, a I’instar de la barriére hémato-méningée dont elle est tres
proche d’un point de vue anatomique et fonctionnelle. Nous avons réalisé cette étude chez le rat ,
puis chez le chat et le chien, dont la physiologie est plus proche de celle de I’humain que de celle du

rat, et chez qui on dispose de modéles de DHR.

4.2 Evaluation de la stabilité de I’expression de génes rapporteurs sous le contrdle de différents
promoteurs, dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs.

Cette seconde étude a été initiée sur la base d’observations préliminaires réalisées il y a quelques
années par un ancien étudiant en these dans notre équipe, Knut Stieger. Il avait étudié dans la rétine
la fonctionnalité d’un systeme de régulation génique de type TetOn, basé sur le trans-inhibiteur
TetR-KRAB et le promoteur CMV. Malgré I’induction pharmacologique de ce systeme d’expression
il avait alors observé une diminution de I’expression du géne rapporteur dGFP dans la rétine des rats,

de facon corrélée a la durée d’éclairage dans I’animalerie rongeur.

Aprés une étude bibliographique approfondie, j’ai émis I’hypothése que [I’activité
transcriptionnelle du promoteur CMV dans les photorécepteurs, et éventuellement dans les cellules
de ’EPR, pourrait étre directement modulée par la lumiére et I’obscurité. En effet, les conditions de
lumiere modulent directement I’activation de la cascade de phototransduction dans les
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photorécepteurs (Burns and Arshavsky, 2005), et indirectement plusieurs voies de signalisation
cellulaire dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR (Farber et al., 1981; Zhang and Cote,
2005). Or ces méme voies de signalisation ont été décrites dans d’autres contextes expérimentaux
comme potentiellement activatrice du promoteur CMV (Salem et al., 2006; Sinclair and Sissons,
2006).

Nous avons ainsi comparé I’expression de geénes rapporteurs dGFP ou Erythropoiétine dans les
cellules de I’EPR et les photorécepteurs, lorsque ceux-ci sont sous le contrdle du promoteur CMV
ubiquitaire, ou sous le contrdle des promoteurs rhodopsine ou rhodopsine kinase qui sont spécifiques
des photorécepteurs. J’ai ainsi étudie le profil et le niveau d’expression de ces genes rapporteurs
lorsque les rats injectés avec les vecteurs AAV correspondant, sont placés dans 2 conditions de
lumiére pendant plusieurs jours consécutifs : soit en éclairage alterné classiquement trouvé en
animalerie rongeur (11h lumiére: 13h obscurité, L/O), soit en éclairage continue (lumiére 24
heures/24, L/L).

La pertinence de cette étude repose sur le fait que le promoteur CMV est un promoteur utilisé
couramment en transfert de géne chez I’animal que ce soit pour évaluer le tropisme d’un nouveau
vecteur AAVr (Ali et al., 1996; Allocca et al., 2007; Lotery et al., 2003; Rolling et al., 1999) ou pour
évaluer I’efficacité thérapeutique d’un transgéne dans la rétine (Lau and Flannery, 2003; Tan et al.,
2009).
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Abstract

Systemic delivery of recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors has recently been
shown to efficiently target cells of the central nervous system. The purpose of our study was to
evaluate gene transfer in the retina after self-complementary (sc) rAAV systemic delivery in rats
and dogs. Sc AAV serotype 1, 5, 6, 8, and 9 carrying a CMV-driven green fluorescent protein
(GFP) were injected intravenously in rats, and transgene expression was analyzed by
fluorescence fundus photography and histological examination. Neonatal rats injected with
SscAAV2/9 vector displayed the strongest GFP expression in the retina, within the retinal pigment
epithelium (RPE) cells. No transgene expression was detected in the retina of adult-injected rats.
We next evaluated the capacity of the sScCAAV2/9.gfp vector to transduce the retina of newborn
and adult dogs after intravenous delivery. Interestingly, efficient gene transfer was observed in
the RPE and tapetal cells in newborn-injected animals but no transduced RPE cell was detected in
adult-injected dogs. The ability of sSCAAV9 vector to transduce RPE cells after neonatal systemic
delivery makes this approach potentially interesting for screening therapeutic transgenes in

animal models of retinal diseases.

Keywords: AAV9; systemic injection; retina; RPE; dog; rat



Introduction

Recombinant adeno-associated viruses (rAAV) are among the most efficient gene
delivery vehicles for therapeutic gene transfer in vivo especially because they can transduce many
tissues with a safe, strong and long-term expression of the transgene in different large animal

models.t?

Recently, several studies have shown that systemic injection of single strand (ss) AAV2/9
vectors was highly efficient to mediate extensive and sustained transduction of many organs in
mice,® in dogs® and in non-human primates.® Even injected into extravascular spaces, sSSAAV2/9
vectors could cross complex endothelial and conjunctive barrier, and subsequently target the

liver, skeletal muscles, heart, and pancreas.’

More interestingly, self complementary (sc) AAV2/9 vector has been decribed to cross
efficiently the blood brain barrier (BBB) in mice and in cats and to transduce many neuronal cells
throughout the central nervous system (CNS).®*° Indeed, a single intravenous injection of
SCAAV2/9 mediated extensive gene delivery in the neocortex, the hippocampus, the cerebellum
and the spinal cord, whereas direct rAAV administration in the brain or in the spinal cord resulted
in a more localized gene transfer.***? Moreover, two recent studies have shown functional and
survival rescue in spinal muscular atrophy mouse models following scAAV9-mediated gene
delivery.'®*® In these latter studies, the efficiency of neuronal cell transduction seems to be higher
when the scAAV2/9 vector was delivered during the neonatal period in mice.>® The fact that
double strand AAV vectors were used, probably contributed to increase the efficiency of gene

transfer in the whole central nervous system.*



Interestingly, the blood retinal barrier (BRB), which is composed of the retinal RPE-
Choroid interface and the intra-retinal vessels, is functionally and anatomically very similar to the
BBB.™® Thus, it seems relevant to evaluate the capacity of the SCAAV2/9 vector to cross the

BRB and to transduce the retina.

In this study, we investigated retinal gene transfer after intravenous (i.v.) delivery of
SCAAV2/9 vector in both newborn and adult rats and dogs. Our results indicate that following
neonatal systemic delivery, sCAAV2/9 transduced the retinal pigmented epithelium (RPE) cells in

the retina, opening interesting perspectives for the treatment of retinal diseases.



Results

Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn rats results in GFP expression in the

RPE cells

We administered scAAV2/1, 5, 6, 8 and 9.gfp vectors in the temporal vein of 10 newborn
Sprague Dawley rats at postnatal day 1 (PN1) (n=2 for each serotype tested; Table 1) and
monitored green fluorescent protein (GFP) expression in the retina by fluorescence fundus
photography (Figure 1). The GFP signal was detected in the retina of animals injected with
scAAV2/5.gfp (Figures 1a and b), scAAV2/8.gfp (Figures 1c and d) and scAAV2/9.gfp (Figures
le and f), as early as three weeks post-injection (Figures 1a, ¢ and e). No GFP signal was
observed by fluorescence fundus photography in rats injected with scAAV2/1.gfp or
SCAAV2/6.gfp (data not shown).

In animals injected with scCAAV2/5.gfp, sSCAAV2/8.gfp or SCAAV2/9.gfp, transgene expression
was observed all over the eye fundus as speckled fluorescent spots, increasing in size and
intensity between three and 10 weeks post-injection (Figure 1). Rats injected with scCAAV2/9.gfp
vector displayed the strongest fluorescence intensity (Figures le and f) whereas only a weak
retinal GFP signal was detected in scAAV2/5.gfp and scAAV2/8.gfp injected rats, at three weeks
(Figures 1a and c) or 10 weeks (Figures 1b and d) post-injection.

Subsequently, we administered scAAV2/8.gfp and scAAV2/9.gfp vectors in the jugular vein of
four adult Sprague Dawley rats at PN90 (n=2 for each serotype tested ; Table 1). In contrast to
results obtained after neonatal vector delivery, no GFP signal was observed in the eye fundus of
any of the injected adult rats, at three or 10 weeks post-injection (data not shown).

In order to accurately determine the types of retinal cells expressing GFP and the extent of



transduction, we analyzed the retinas of the injected rats with fluorescence microscopy at three
months post-injection.

In the retina flatmounts of the rats injected at PN1 with scAAV2/9.gfp, GFP expression was
observed within the choroid/RPE layer (Figures 2a and b), but not within the neuroretina (Figure
2¢). Retina sections of rats injected at PN1 with scAAV2/9.gfp vector clearly displayed GFP
expression in the RPE cells, but not in the other retinal cells (Figures 2d-f). Interestingly,
approximately one to four RPE cells out of 10 expressed GFP, and these transduced RPE cells
were distributed over the entire retina. Retina sections of uninjected rats from the same litter did
not show any GFP signal (Figures 2g-i).

No GFP signal was detected in the retina flatmounts of rats injected at PN90 with the same
vector, thus confirming our initial observations by fluorescence fundus photography (data not

shown).

Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn and adult dogs results in GFP

expression in the posterior segment of the eye

We then evaluated the capacity of sScCAAV2/9.gfp vector to transduce the retina of newborn and
adult dogs, after i.v. delivery. For this purpose, we injected two dogs at PN1 and two dogs at
PN60 (Table 2) and monitored ocular GFP expression by fluorescence fundus photography. We
observed a strong GFP expression in the eye fundus of dogs injected at PN1 (Figure 3b), as well
as in dogs injected at PN60 (Figure 3d). As expected, no specific fluorescence signal was
detected in the eye fundus of the age-matched uninjected control dogs (Figures 3a and c). The

intensity of the fluorescence remained stable over a three month post-injection period (time of the



experiment) for all injected animals, at the exception of the dog D3 (data not shown). For the dog
D3, fundus GFP signal was present during the first 30 days after vector administration, but then
disappeared 15 days after discontinuation of the immunosuppressive regimen which was poorly

tolerated (at 45 days post-vector injection).

Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in dogs leads to the transduction of RPE and

tapetal cells in newborns, but only of tapetal cells in adults

Retina sections of dogs injected at PN1 with sScAAV2/9.gfp vector were analyzed at three months
post-injection using fluorescence microscopy. These displayed GFP expression in the tapetal and
in the RPE cells, but not in the other retinal cells (Figures 4a-c). In order to confirm that RPE
cells were transduced, retina sections were immunolabeled for RPE65 which is specifically
expressed in RPE cells. Co-localization of GFP signal with RPE65 labeling was clearly observed
with fluorescence microscopy (Figures 4g-i). Approximately two to four out of 10 RPE cells
were transduced, and interestingly, they were distributed only over the tapetal area of the retina
(Figures 4a-c), but not outside (Figures 4d-f). As a control, retina sections of uninjected dogs
from the same litter did not show any GFP signal (Figures 4j-I).

Retina sections of dogs injected at PN60 with scAAV2/9.gfp vector, clearly showed transgene
expression in almost all the tapetal cells, but not in the retina (Figures 5a-f). Absence of RPE cell
transduction was confirmed by the absence of colocalization of RPE65 labeling with GFP signal

(Figures 5g-i).



Immunosuppressive treatment is necessary to maintain long term GFP expression in the tapetal

cells of dogs treated at eight weeks of age

In order to determine if the loss of GFP expression observed in the dog D3 could result from an
immune reaction, the presence of GFP-specific antibodies was evaluated by Western Blot in the
sera of all the injected dogs, at two months post SCAAV2/9.gfp administration.

As expected, GFP-specific antibodies were detected in the serum of the dog D3 (Figure 3e), but
not in the sera of dogs D1 and D2 injected at PN1, or in the serum of the dog D4 also injected at
PNG60 but continuously immunosuppressed.

These results correlate the loss of GFP signal observed in the retina of the dog D3, with the
development of an adaptive immune response directed against the GFP protein, upon the
discontinuation of the immunosuppressive regimen at 30 days post-injection. In contrast,
transgene expression persisted up to three months post-injection (time of the experiment) without
any immunosuppressive regimen for dogs D1 and D2 injected at PN1.

We also evaluated the development of immune response against rAAV9 capsid, two months after
vector administration. We detected rAAV9 neutralizing antibodies in the sera of all the injected
dogs, independent of the age of the animal at the time of injection and the immunosuppressive
regimen (Table 2). Nevertheless, the dog D3, whose immunosuppressive treatment was
discontinued, presented the highest titer (1/1000), whereas the dog D4, injected at PN60 and
continuously immunosuppressed, and the dogs D1 and D2 injected at PN1, displayed a lower

anti-rAAV titer (1/50-1/100).



Discussion

This study shows that neonatal i.v. injection of scCAAV2/9.gfp vector results in sustained
transgene expression in the RPE cells of rats and dogs. Surprisingly, no transduced RPE cells
were detected when the scAAV2/9.gfp vector was injected in adults. Consistent transgene

expression was found in the tapetal cells of both newborn and adult-injected dogs.

We observed an efficient transduction of RPE cells in newborn rats when scAAV2/9.gfp was
delivered systemically, compared to the other SCAAV serotypes tested, SCAAV2/1, 5, 6, and 8.
The scAAV2/9-mediated RPE cell transduction was observed over the whole retina. We also
detected a strong transgene expression in a large proportion of RPE and tapetal cells in dogs, after
neonatal sSCAAV2/9 vector administration. This efficient retinal transduction mediated by the
SCAAV9 serotype could be the consequence of a distinct capsid structure and thus of specific
cellular receptors or co-receptors.’® In fact, the rAAV9 serotype has shown serological
characteristics distinct from other serotypes previously described.?’ Another possible explanation
could be a higher stability of the sSCAAV9 particles compared to the other serotypes. Indeed the
ssAAV2/9 vector has been shown to have slower clearance from the blood circulation compared
to sSAAV1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8 vectors after i.v. injection.* Moreover, ssAAV2/9 has been
described in several contexts to efficiently bypass conjunctive and endothelial barriers.*’*°
Interestingly, a conjunctive barrier within the eye known as the Bruch’s membrane (BM),
separates the RPE from the choriocapillaris, which is the dense vascular layer directly beneath the

RPE layer.? Thus, it could be expected that the BM restricts scAAV-mediated retinal

transduction after systemic delivery except for the SCAAV9 serotype.
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Transduction of RPE cells in newborn rats and dogs, is consistent with the fact that the blood
supply of the retina is mainly performed by the choriocapillaris vessels which are fully developed
in newborns.?? On the other hand, the absence of any transduced neuroretinal cells in injected
newborns could be the consequence of the immaturity of the intra-retinal vascular network in

newborns rats and dogs.?*%*

Interestingly, in newborn dogs injected with scAAV2/9.gfp, RPE cells were transduced over the
entire anatomic region where the RPE and the tapetum lucidum are associated. No transduced
RPE cells were found outside the tapetal area of the retina. We hypothesize that, in this region,
the BM has a higher permeability for sScAAV2/9 extravasation from the choriocapillaris toward
the RPE, since the BM has been described to be thinner in the tapetal area than in the non-tapetal

area.”

Surprisingly, in adult animal injected i.v. with sSCAAV2/9 vectors, no transduced RPE cells were
found in the retina of rats and dogs. However, sScCAAV2/9.gfp administration led to an extensive

transduction of the tapetum lucidum present only in dogs.

These results could indicate a change of sScAAV2/9 tropism for RPE cells, between newborn and
adult retina, due to a modification of RPE surface proteins during the postnatal period.?* Such
differences in sSCAAV2/9 tropism, between newborns and adults, have been previously observed
in many organs, including the retina, in mice, after systemic delivery of ss and scAAV2/9

vectors. %1027

These age-related differences could also be attributed to major differences in the BM structure

and composition between newborns and adults. Indeed, the two collagenous and the elastic layer
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present in the BM, are immature at the time of birth, in many species such as the mouse, rat, and
cat.”®** They become progressively denser and more complex a few weeks after birth, thus
making the RPE less accessible from the choriocapillaris. On the other hand, the strong
transduction of the tapetum in injected adult animals, as well as in the newborns, is consistent
with the fact that the tapetum is traversed and highly perfused by the choriocapillaris vessels

which are very permeable.?**

In injected adult animals, the absence of any transduced cells in the neuroretina, despite their
fully developed vasculature, suggests that SCAAV2/9 is not able to reach the neuroretina through
the RPE layer, or to efficiently bypass the BRB formed by the tight junctions between the

endothelial cells of the retinal vessels.™

Another difference, between neonatal and adult i.v. SSAAV2/9 injections, is the necessity to use
immunosuppressive regimen in dogs injected at two months of age in order to maintain long-term
transgene expression. In contrast, no immunosuppressive regimen was needed in neonatal-
injected puppies, whose retinal transgene expression was stable up to three months following
vector administration. These results could be explained by a relative immaturity of the newborn’s
immune system, especially with lower blood lymphocyte count and weaker lymphocyte response
to stimulation with mitogen.** A reduction of cellular costimulatory molecule expression in
newborns could also be responsible of clonal deletion after neonatal antigen delivery.** More
specifically to viral gene transfer, a strong cellular immune reaction was already observed after
direct scAAV2/9 muscle injection in adult dogs but not in neonatal dogs in which systemic
delivery of scAAV2/9 resulted in persistent skeletal muscle transduction throughout the body

without CD4+ and CD8+ T-cell infiltration.® It has been recently shown that neonatal gene
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transfer could allow successful re-administration of sSAAV vectors in a canine model of a

metabolic disease.

Interestingly, while neonatal sSCAAV2/9 delivery was able to avoid immune reaction directed
against the transgene, a specific adaptive immune response against rAAV9 capsid was detected in
all injected dogs, independently of the age of injection. This immune response had no impact on

the transgene expression but could probably prevent successful re-administration of the vector.

In conclusion, we have demonstrated the potential of scAAV2/9 vector injected
intravenously to mediate vector delivery into RPE cells throughout the retina, especially in large
animals. This approach may enable the screening of potentially interesting therapeutic transgenes
by neonatal sSCAAV2/9 vector administration in different animal models of retinal diseases and
could open interesting perspectives in gene therapy for metabolic diseases affecting multiple

organs including the retina.
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Materials and Methods

Animals

Pregnant and adult 90-day old (PN90) female Sprague Dawley rats were purchased from Charles
River Laboratories (Les Oncins, France). Post-natal day 1 (PN1) and PN60 Beagle dogs were
obtained from the Boisbonne Centre at Nantes Veterinary School. Experiments were approved by
the regional ethics committee and carried out according to European guidelines for the care and

the use of experimental animals.

Vectors

Pseudotyped scAAV vectors were generated by packaging AAV2-based recombinant self-
complementary (sc) genomes into AAV1, 5, 6, 8, and 9 capsids as previously described,* at the
University Hospital of Nantes (http://www.vectors.nantes.inserm.fr). The pCMV-gfp sc plasmid
used for the production of SCAAV.gfp vectors was described earlier.® Physical particles were
quantified by dot blot hybridization and vector titers are expressed as vector genomes per

milliliter (vg/ml).

In vivo sCAAV intravenous injections
PN1 rats were rested on a bed of ice for anesthesia, and then injected in the temporal vein with 1
x 10" wvglkg of either scAAV2/1.gfp (n=2), scAAV2/5.gfp (n=2), scAAV2/6.gfp (n=2),

SCAAV2/8.gfp (n=2) or scAAV2/9.gfp (n=2), in a volume of 50 to 70 pl.
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PN9O0 rats were anesthetized with ketamine/xylazine, and then injected in the jugular vein with 1
x 10% vg/kg of scAAV2/8.gfp (n=2) or scAAV2/9.gfp (n=2) vector encoding GFP, in a volume
of 1-2 ml.

PN1 puppies (n=2) and PN60 dogs (n=2) were anesthetized with isoflurane, and then injected in
the jugular vein with 1 x 10*? vg/kg of sScAAV2/9.gfp vector in a volume of 1-2 ml.

Following vector administration, injected adult animals were immunosuppressed with
mycophenolate mofetil (MMF ; 20 mg/kg/day ; Cell Cept, Roche Pharmaceutical, Palo Alto, CA)
combined with cyclosporine (CyA ; Neoral, Novartis Pharma, Rueil Malmaison, France) whose

dosage was adjusted once a week in order to maintain cyclosporinemia above 100 ng/mL.

In vivo fluorescence fundus photography and retina flatmounting

Ocular GFP expression in rats and dogs was monitored at weekly intervals by fluorescence
fundus photography using a Canon UVI retinal camera connected to a digital imaging system
(Lhedioph Win Software, Lheritier SA, Saint-Ouen-I'"Aumone, France).

The preparation of retina flatmounts was performed identically in all animals on 4%
paraformaldehyde-fixed enucleated eyes as described earlier.*

Fixed flatmounts were embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Torrance,
CA) and snap frozen in liquid nitrogen. Cryosections were cut (10 um) and observed using

epifluorescence microscopy (Nikon, Champigny-sur-Marne, France).

Histology and Immunocytochemistry
For histological examinations, retina cryosections were stained using a standard hematoxylin,
eosin, safran (HES) staining protocol. HES sections were viewed with bright-light microscopy

(Nikon, Champigny sur Marne, France).
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For immunocytochemical analysis, retina cryosections were thawed and rehydrated with PBS
(BioWhittaker, Lonza, Verviers, Belgium). The sections were blocked by incubation for one hour
at room temperature in blocking buffer (0.4% PBS/TritonX-100, 6,5% bovine serum albumin),
washed in PBT (0.2% PBS/TritonX-100, 5% BSA) and incubated overnight at 4 °C with mouse
monoclonal anti-RPEG5 antibodies (Abcam, Cambridge, UK) diluted at 1:250 in PBT.

After washing, the sections were incubated overnight at 4°C with goat anti-mouse antibodies
conjugated with Alexa fluor 546nm (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR) diluted at 1:250
in PBT. After washing with PBS, nuclei were stained by incubation with DAPI (Sigma Aldrich,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) diluted in PBS at 4ug/mL for 20 min at room temperature, and
mounted with an antifade medium (Calbiochem, San Diego, CA). The immunolabeled sections

were examined by epifluorescence microscopy (Nikon, Champigny-sur-Marne, France).

Detection of GFP-specific antibodies by Western blot

Following electrophoresis of 200ng of recombinant GFP (Millipore, Billerica, MA) per lane,
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (Hybond, Amersham, Les Ulis, France)
blocked with a solution of PBS supplemented with 5% non-fat dry milk, 1% NP-40 and 0.1%
Tween 20, overnight at 4°C. Membranes were then immunoblotted for two hours with the sera of
injected animals diluted at 1:100 and next incubated with peroxidase-labeled goat anti-dog IgG
(1:15000, Serotec, Oxford, UK) for 45 min. Rabbit anti-GFP antibodies (Millipore, Temecula,
CA) served as a positive control. All membranes were visualized using ECL and exposure to ECL

Hyperfilm.
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Detection of AAV9-specific antibodies

AAV9-specific antibodies in the serum of injected and uninjected dogs were detected according
to a recently described procedure.®’ Briefly, serum samples were heat-inactivated at 56°C for 35
min. Recombinant ssAAV2/9.CMV.LacZ (4 x 10° viral genomes/ well) was diluted in serum-free
Dulbecco’s modification of Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS, Eurobio, Les Ulis, France) and
incubated with serial dilutions (initial dilution, 1:10) of heat-inactivated serum samples on
DMEM for 20 minutes at 37°C. Subsequently, serum-vector mixture was added to 96-well plates
containing 2 x 10° Hela T cells/ well that had been infected two hours earlier with wild-type
HAdV5 (8 viral particles/cell). After an incubation of 24 h at 37°C and 5% CQO2, cells were fixed
with 0.5% glutaraldehyde and developed with X-Gal solution (Promega, Madison, WI). The
antibody titer was reported as the highest serum dilution that inhibited ssAAV2/9.CMV.LacZ

transduction (3-galactosidase expression) by 100%.
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Figure Legends

Figure 1. Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn rats results in GFP

expression in the retina

Live fluorescence fundus photography of rats R3, R7 and R11, injected intravenously at post
natal day 1 (PN1) respectively with (a, b) scAAV2/5.gfp, (c, d) scAAV2/8.gfp or (e, f)

SCAAV2/9 and observed at (a, ¢ ,e) three weeks or (b, d, f) 10 weeks post-injection.

Figure 2. Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn rats results in GFP

expression in the retinal pigmented epithelium (RPE) cells

(a-c) Retina flatmounts and (d-f) sections of rat R11 injected intravenously at PN1 with
SCAAV2/9.gfp. (g-1) Retina sections of the uninjected control rat R15. (a, b) Choroid/RPE
flatmount displayed fluorescent RPE cells. (c¢) Neuroretina flatmount did not display any
fluorescent cells. (d, g) Retina sections were stained with hematoxylin-eosin-safran (HES) or (e,
f, h, i) observed directly by fluorescence microscopy (green, GFP; blue, DAPI). Bar = 100um.
gcl, ganglion cell layer; inl, inner nuclear layer; onl, outer nuclear layer; rpe, retinal pigmented

epithelium.
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Figure 3. Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn and adult dogs results in

GFP expression in the posterior segment of the eye

Live fluorescence fundus photography at three month post-vector administration. (a) Uninjected
control dog D5 and (b) dog D1 from the same litter injected intravenously at PN1 with
SCAAV2/9.gfp. (c) Uninjected control dog D6 and (d) dog D4 from the same litter injected
intravenously with scAAV2/9.gfp at PN60. (e) Detection of GFP-specific antibodies by Western
blot: following electrophoresis of 200ng of GFP per lane, proteins were transferred to a
nitrocellulose membrane and immunoblotted with the serum of animals taken before and two
months after vector injection (inj). GFP-specific antibody (Ab). A one-minute exposure to film is

shown.

Figure 4. Intravenous injection of scAAV2/9.gfp vector in newborn dogs results in GFP

expression in the RPE cells and in the tapetum lucidum

(a-1) Retina sections of dog D1 injected intravenously at PN1 with scAAV2/9.gfp. (j-I) Retina
sections of uninjected control dog D5. Retina sections were sampled (a-c, g-i, j-1) inside the
tapetal area and (d-f) outside the tapetal area. (a, d, j) Retina sections were stained with HES or
(b, c, e, f, Kk, 1) observed directly by fluorescence microscopy (green, GFP; blue, DAPI). (g, h, i)
Retina sections immunolabeled for RPE65 displayed colocalization with GFP fluorescence
(green, GFP; red, RPEG65; blue, DAPI). Bar = 100um. gcl, ganglion cell layer; inl, inner nuclear
layer; onl, outer nuclear layer; rpe, retinal pigmented epithelium; tp, tapetum lucidum; ch,

choroid; sc, sclera.
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Figure 5. Intravenous injection of sSCAAV2/9.gfp vector in adult dogs results in GFP expression

exclusively in the tapetum lucidum

(a-1) Retina sections of dog D4 injected intravenously at PN60 with scAAV2/9.gfp. Retina
sections were sampled (a-c, g-i) inside the tapetal area and (d-f) outside the tapetal area. (a, d)
Retina sections were stained with HES or (b, c, e, f) observed directly by fluorescence
microscopy (green, GFP; blue, DAPI). (g, h, i) Retina sections immunolabeled for RPE65 do not
display colocalization with GFP fluorescence (green, GFP; red, RPEG65; blue, DAPI). Bar =
100um. gcl, ganglion cell layer; inl, inner nuclear layer; onl, outer nuclear layer; rpe, retinal

pigmented epithelium; tp, tapetum lucidum; sc, sclera.



Table 1. List of rats and rAAV serotypes injected

Animal Age of injection SCAAV Dose (vg/kg) GFP signal intensity _ '_I'ropism _
(days) serotype (fundus photography) (histological observation)
R1 1 AAV2/1 102 - nd
R2 1 AAV2/1 10% - nd
R3 1 AAV2/5 102 + RPE
R4 1 AAV2/5 102 + RPE
R5 1 AAV2/6 102 - nd
R6 1 AAV2/6 10" nd
R7 1 AAV2/8 10" RPE
R8 1 AAV2/8 10" RPE
R9 90 AAV2/8 102 - nd
R10 90 AAV2/8 10* - nd
R11 1 AAV2/9 10% +++ RPE
R12 1 AAV2/9 10" +H+ RPE
R13 90 AAV2/9 10 - nd
R14 90 AAV2/9 102 - nd
R15 Uninjected - -

Abbreviations: GFP, green fluorescent protein; kg, kilogram; nd, not done; R, rat; rAAV, recombinant adeno-

associated virus; RPE, retinal pigmented epithelium; sc, self-complementary; vg, vector genome.



Table 2. List of dogs intravenously injected with 10'2 vg/ kg of SCAAV2/9.gfp

. . Neutralizing
. Age of injection  Immunosuppressive . G.FP . Tropism Anti-GFP A anti-AAV9 Ab
Animal - signal intensity (histological
(days) regimen . Before  After Before  After
(fundus phtography) observation) - - i .
inj inj inj inj
D1 None RPE+Tapetum na - na 1/100
D2 None RPE+Tapetum na - na 1/100
D3 60 CyA+MMF (30 days) + (45 days) nd - + - 1/1000
D4 60 CyA+MMF + Tapetum - - - 1/50
D5 Uninjected - - -
D6 Uninjected - - -

Abbreviations: Ab, antibodies; AAV, adeno-associated virus; D, dog; CyA, cyclosporine A; GFP, green fluorescent protein; kg, kilogram;

MMF, mycophenolate mofetil; na, not available; nd, not done; RPE, retinal pigment epithelium; sc, self-complementary; vg, vector

genome.
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11 Résultats et Discussion

1.1.1 Introduction

Au cours de la derniere décennie, la thérapie génique s’est illustrée comme une approche
médicale pertinente et réaliste pour le traitement des maladies génétiques, telles que les
immunodéficiences congeénitales (Cavazzana-Calvo et al.,, 2000). Récemment, plusieurs essais
cliniques ont aussi évalué avec succes la thérapie genique pour le traitement des maladies
neurodégénératives, qui affectent la rétine ou le cerveau (Bainbridge et al., 2008; Christine et al.,
2009; Eberling et al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008a; Marks et al., 2008). Dans ces
différents protocoles cliniques de transfert de gene, un vecteur AAVr simple brin (sSAAV) a été
injecté localement, soit dans I’espace sous-rétinien de I’ceil, soit dans le cerveau. Or, I’administration
locale de ces vecteurs sSAAV ne permet de transduire qu’un faible volume de ces organes, bien que
la totalité de ceux-ci soit souvent affecté dans ces pathologies, et nécessiterait de recevoir le
transgene thérapeutique.

En conséquence, différents groupes de chercheurs ont tenté d’améliorer I’étendue et
I’efficacité du transfert de gene, en multipliant le nombre d’injections du vecteur thérapeutique dans

Ces organes.

Tan et coll. ont montré qu’une seule injection sous-rétinienne du vecteur sSAAV2 chez la souris
permet la transduction d’environ 20% de la rétine, tandis que deux injections sous-rétiniennes
permettent de couvrir 40% de la rétine (Tan et al., 2009). Cependant, cette approche augmente de
facon significative les risques de lésions et de traumatismes associés au geste chirurgical. De ce fait,
cette stratégie semble difficilement applicable en clinique chez les patients atteints de RP dont la

rétine est deja largement fragilisée.

De facon similaire, Sondhi et coll., puis Hackett et coll., ont montré qu’il est possible de transduire
une grande partie des 2 hémispheres cérébraux chez le rat et le primate, a I’aide d’un vecteur
sSAAV?2 codant pour I’enzyme TPP1, en réalisant 12 injections intracérébrales au niveau des cortex
frontaux, pariétaux et occipitaux (Hackett et al., 2005; Sondhi et al., 2005). Cependant, I’application
de ce protocole d’administration chez 10 enfants atteints de la maladie de Batten, et déficients pour
I’enzyme TPP1, a induit presque systématiquement de nombreux effets deléteres suite a
I’administration, tels que des épisodes épileptiques et des détresses respiratoires (Worgall et al.,
2008).
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Ces études illustrent les difficultés auxquelles sont confrontés les chercheurs pour le
développement de protocoles efficaces de thérapie génique. Ceci est d’autant plus vrai lorsqu’il est
question de corriger complétement le phénotype pathologique dans les maladies neurodégénératives,
qui affectent simultanément plusieurs organes dont la rétine et le cerveau, telles que la maladie de
Batten et les mucopolysaccharidoses de types 1, 2, 3, et 4 (MPS I, MPS I, MPS 11l et MPS V). Pour
cela, il faudrait apporter efficacement le transgene thérapeutique dans tous les organes affectés, sans
induire d’effets délétéres ou I’induction d’une réponse immune contre le vecteur AAVr ou le

transgene qui limiterait I’expression a long terme du transgene in vivo.

Récemment, le groupe du Dr Brian K Kaspar a montré récemment que I’administration
néonatale et intraveineuse du vecteur double brin sSCAAV2/9 chez la souris et le primate, abousait a la
transduction extensive du SNC, malgré la présence de la barriere hémato-méningée (BHM) qui
restreint le passage de la plupart des molécules et cellules sanguines (Foust et al., 2009; Foust et al.,
2008; Foust et al., 2010). L administration intraveineuse de 4.10* vg du vecteur sSCAAV2/9 chez la
souris nouveau-née permet I’expression forte et stable du gene rapporteur GFP dans les muscles
squelettiques et cardiaques, mais aussi dans I’ensemble de la moelle épiniére et du cortex cérébral,
ainsi que dans le cervelet et I’hippocampe bien que la BHM est considérée comme fonctionnelle a la
naissance (Foust et al., 2009). Les auteurs de cette étude ont aussi montré que le tropisme du vecteur
SCAAV2/9 pour le systeme nerveux central (SNC), est conditionné par I’age d’administration du
vecteur. Ainsi, I’administration intraveineuse du vecteur SCAAV2/9 aboutit chez la souris nouveau-
née a la transduction des cellules neuronales et gliales, tandis que chez la souris adulte
I’administration intraveineuse du vecteur sSCAAV2/9 aboutit a la transduction des cellules gliales.
L’utilisation dans ces études d’un vecteur SCAAV2/9 double brin, a probablement contribué a une
forte expression du vecteur dans le systéme nerveux central, en permettant de s’affranchir de I’étape
cellulaire limitante de conversion du génome des vecteurs sSAAV simple brin vers leur forme double
brin (McCarty, 2008).

Or, la barriére hémato-rétinienne (BHR) qui isole et protége la rétine des facteurs
potentiellement nocifs circulant dans le sang, présente de nombreuses similarités d’un point de vue
anatomique et fonctionnel avec la BHM qui isole et protege le cerveau de la circulation sanguine. La
BHM est caractérisée par la structure de ces vaisseaux sanguins qui sont non-fenétrés, et dont les
cellules endothéliales sont solidarisées par des jonctions serrées (Zlokovic, 2008). De plus les
capillaires sanguins de la BHM sont associés a une membrane basale, des péricytes et des astrocytes.
Dans la rétine, la BHR est formée par les vaisseaux intra-rétiniens et les cellules de I’EPR. Les
vaisseaux sanguins intra-rétiniens sont organisés de facon identique aux vaisseaux sanguins de la

BHM, et disposent des mémes propriétés de perméabilité aux cellules, aux macromolécules et aux
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solutés presents dans le sang (Cunha-Vaz, 1979; Steuer et al., 2005). Les cellules de I’EPR forment,
quant a elles, une barriére épithéliale qui isole la neurorétine, de I’espace choroidien et en particulier
des vaisseaux sanguins trés perméables du choriocapillaris (Bellhorn, 1981; Peyman et al., 1971;
Pino and Essner, 1981; Pino et al., 1982; Shimomura et al., 2009). Les cellules de I’EPR sont
solidarisées par des jonctions serrées qui forment une zonula occludens continue dans toute la couche
cellulaire de I’EPR.

En outre, il est intéressant de noter que les vecteurs AAVTr de sérotype 9 ont un fort tropisme pour de
nombreux types cellulaires de la rétine, dont les cellules de I’EPR et les photorécepteurs, lorsqu’ils

sont administrés localement par voie sous-rétinienne (Allocca et al., 2007; Lei et al., 2009).

Obijectif de I’étude

L’objectif de cette étude est de comparer le tropisme oculaire de différents sérotypes de
SCAAV, et en particulier celui du vecteur sSCAAV2/9, apres administration intraveineuse chez le
nouveau-ne et I’adulte. L’objectif principal de cette étude est de déterminer si ces vecteurs sont
capables de franchir la barriere hémato-rétinienne (BHR) et de transduire la rétine, de la méme facon
que ce qui a été décrit par le Dr Kaspar pour la BHM et I’encéphale (Foust et al., 2009).

Dans un premier temps nous avons évalué chez le rat nouveau-né et adulte, le tropisme
oculaire des vecteurs sSCAA2/1, scAAV2/5, sCAAV2/6, SCAA2/8 et SCAAV2/9 apres administration
intraveineuse & la dose de 1.10' vecteur génome par Kg (vg/Kg). Dans ce but, nous avons construit
ces différents vecteurs pour qu’ils codent pour le transgene eGFP sous le contr6le du promoteur
ubiquitaire CMV. Nous avons administré ces vecteurs via la veine temporale chez des rats agés de 1
jour (PN1), et via la veine de la queue chez des rats adultes a PN90. Le profil d’expression du géene
rapporteur eGFP dans I’ceil a été déterminé in vivo par photographie du fond d’ceil en fluorescence,

et sur des coupes transversales de rétine par microscopie a fluorescence.

Dans un deuxiéme temps, nous avons sélectionneé le vecteur SCAAVr ayant montré la meilleure
efficacité de transfert de géne dans la rétine chez le rat, puis nous avons évalué le tropisme oculaire
de ce vecteur chez le chien et le chat 8 PN1 et a PN60. Le chien et le chat sont des modeles animaux
plus proches de I’homme que le rat, du point de vue anatomique et physiologique, mais aussi pour ce
qui est du systeme immunitaire, et du développement oculaire. Dans ce but, nous avons administreé le
vecteur le plus performant a la dose de 1.10* vg/Kg via la veine jugulaire chez le chien et le chat &
PN1 ou PN60. De la méme facon, I’expression oculaire de ce vecteur a été déterminée par examen in

vivo du fond d’ceil par fluorescence, et sur des coupes de rétine par microscopie a fluorescence.
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12 Résultats et Discussion

1.2.1 Evaluation du tropisme oculaire des différents sérotypes de vecteur sScCAAV.CMV.eGFP chez

le rat nouveau-né, aprés administration intraveineuse

Résultats expérimentaux

Dans un premier temps, nous avons évalué la capacité des vecteurs sSCAAV de sérotypes 1, 5, 6, 8 et
9 a transduire le segment postérieur de I’ceil, chez le rat nouveau-né, aprés administration
intraveineuse. Le segment postérieur de I’ceil situé a I’arriere du cristallin (figure 1). Le segment

postérieur est formé par la superposition de la neurorétine, de I’EPR, de la choroide et de la sclére.

Dans ce but, nous avons administré par voie intraveineuse 1.10'? vg/Kg de chacun de ces vecteurs, au
niveau de la veine temporale chez le rat a PN1. Chaque vecteur a été injecté chez 2 rats nouveau-nés,
suaf pour le vecteur scAAV2/9.gfp qui a été injecté chez 7 rats nouveau-nés. Nous avons ensuite
évalué le profil d’expression oculaire de ces vecteurs par photographie du fond d’ceil en
fluorescence, qui permet de visualiser I’expression du gene rapporteur eGFP in vivo et de facon

répétée et non invasive.

L’observation en fluorescence du fond d’ceil des rats injectés a PN1 avec les vecteurs SCAAV2/1.gfp
(n=2) ou scAAV2/6.gfp (n=2), ne révele pas I’expression du gene rapporteur eGFP dans le segment

postérieur de I’ceil, que ce soit & 3 ou 10 semaines post-injection (figure S1).

Un léger signal fluorescent tres sporadique est détecté dans le segment postérieur des rats injectés
avec les vecteurs SCAAV2/5.gfp (n=2) ou scAAV2/8.gfp (n=2), a 3 semaines post-injection (figures
la et 1c). Entre 3 et 10 semaines post-injection, I’expression de I’eGFP augmente en intensité,
(figures 1b et 1d). Le profil d’expression de ces vecteurs est similaire dans I’ceil droit et I’ceil gauche

de chaque rat (figure S1).

A I’inverse, un signal fluorescent relativement fort et homogeéne est détecté sur une trés grande partie
du segment postérieur des rats injectés avec le vecteur scCAAV2/9.gfp (n=7) (figures le et 1f). Ce
signal GFP fort a été observe chez tous les rats injectés a PN1, et ceci dans leurs 2 yeux (figure S2).
L’intensité du signal fluorescent eGFP induite par I’administration du vecteur sSCAAV2/9 est de loin
supérieure a celle induite par les autres vecteurs, que ce soit a 3 semaines post-injection (figure le)
ou 10 semaines post-injection (figure 1f). Entre 3 et 10 semaines post-injection, le signal fluorescent

eGFP augmente notablement en intensité.
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3 semaines post-injection 10 semaines post-injection

il gauche il droit il gauche il droit

R1
scAAV2/1

R3
ScAAV2/5

R5
ScAAV2/6

R7
ScAAV2/8

Figure S1. L’injection intraveineuse des vecteurs ScAAV2/1.gfp, scAAV2/5.gfp, scAAV2/6.gfp et
sCAAV2/8.gfp chez le rat nouveau-né, n’aboutit pas a I’expression efficace de I’eGFP dans le segment
postérieur de I’ceil.

Photographie en fluorescence du fond d’ceil in vivo des rats R1, R3, R5 et R7, injectés respectivement avec les
vecteurs SCAAV2/1.gfp, SCAAV2/5.gfp, SCAAV2/6.gfp, et SCAAV2/8.gfp par voie intraveineuse a 1 jour aprés la
naissance.

Le fond d’ceil de ces rats a été photographié en fluorescence a 3 semaines et 10 semaines post-injection.
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(Eil gauche il droit

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

Figure S2. L’injection intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp chez le rat nouveau-né aboutit de fagon
reproductible a I’expression efficace de I’eGFP dans le segment postérieur, et dans les deux yeux
simultanément.
Photographie en fluorescence du fond d’ceil in vivo chez 6 rats injectés avec le vecteur sSCAAV2/9.gfp par voie
intraveineuse a 1 jour apres la naissance.
Le fond d’ceil de ces rats a été photographié en fluorescence dans leur ceil droit et gauche a 12 semaines post-
injection.
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A 3 mois post-injection, les yeux des rats injectés a PN1 avec le vecteur sSCAAV2/9.gfp ont
éte prélevés, et traité de 2 facon différentes apreés fixation au PFA (1) soit la neurorétine est séparée
de I’EPR et de la choroide pour réaliser des photographie de montage a plat de rétine, (2) soit coupé
au cryostat pour réaliser des coupes congelées transversales du segment postérieur (rétine-choroide-

sclére) (figures 2a-c).

L’observation des montages a plat au microscope a fluorescence ne révéele I’expression sporadique
mais forte de I’eGFP dans les cellules de I’EPR sur la totalité de la surface de la rétine (figure 2a et
2b), mais pas dans la neurorétine (figure 2c). L’expression de I’eGFP dans les cellules de I’EPR est
caractérisee par la forme hexagonale des cellules de I’EPR et donc du signal fluorescent eGFP
(figure 2b).

L’analyse des coupes transversales de réetine a eté réalisée apres marquage de I’ADN nucléaire au
DAPI (bleu). Le transgéne eGFP est exprimée dans les cellules de I’EPR, mais pas dans la
neurorétine, ni dans la choroide (figure 2d-f). On estime entre 10 et 40% la proportion de cellules de
I’EPR exprimant I’eGFP.

En parallele, nous avons injecté des rats contrbles a PN1 avec une solution tampon (PBS) ne
contenant pas le vecteur SCAAV2/9. L’analyse de leur fond d’ceil et de coupes congelées de leurs

rétines, ne révele pas de signal fluorescent eGFP dans le segment postérieur de leurs yeux (figure
2g-1).

Discussion des résultats expérimentaux

Ces résultats montrent que le vecteur scCAAV2/9 administré chez le rat a PN1 dans la circulation
sanguine permet la transduction bilatérale de la rétine, et plus précisément des cellules de I’EPR,
contrairement aux vecteurs sCAAV2/1, scAAV2/5, scAAV2/6, et scAAV2/8. L’efficacité de
transduction des cellules de I’EPR induite par ce protocole est relativement faible, car moins d’un
tiers des cellules de I’EPR exprime le transgéne, mais permet de couvrir la presque totalité de rétine,
contrairement a ce qui est obtenue traditionnellement aprés injection sous-rétinien. Néanmoins,

aucun de ces vecteurs ne permet la transduction de la neurorétine.

L’absence de cellules transduites dans la neurorétine pourrait s’expliquer par I’immaturité de la
vascularisation intra-rétinienne qui couvre moins de 10% de la surface de la rétine a la naissance
chez le rat (Cairns, 1959), a I’inverse de la vascularisation de la choroide qui est mature et trés bien
développée a la naissance (Braekevelt and Hollenberg, 1970; Cairns, 1959). La vascularisation intra-
rétinienne se développe essentiellement aprés la naissance chez la souris, le rat ou le chien, a

I’inverse du primate ou de I’humain dont les vascularisations intra-rétiniennes et choroidiennes sont
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complétement développées a la naissance (Cairns, 1959; Cunha-Vaz, 1966; Flower et al., 1985 ;
Fruttiger, 2007 ; Gariano and Gardner, 2005; Provis, 2001).

De ce fait, nos résultats suggerent que la transduction des cellules de I’EPR est induite par
I’extravasation des vecteurs sCAAV2/5, 2/8 et 2/9, a partir des vaisseaux choroidiens, et plus
probablement du choriocapillaris qui est trés perméable et adjacent aux cellules de I’EPR (Pino and
Essner, 1981; Pino et al., 1982; Shimomura et al., 2009). En outre, I’absence de transduction de la
neurorétine indique I’incapacité de ces vecteurs a franchir la barriere que constitue I’EPR, pour entrer

dans la neurorétine.

La transduction de I’EPR observée suite a I’administration intraveineuse du vecteur de sérotype
SCAAV2/9 est bien plus forte qu’aprés administration des autres sérotypes évalués. Cette différence
est probablement liée a propriétés biologiques individuelles de chacun de ces vecteurs, et en

particuliers aux propriétés biologiques spécifiques du sérotype 9 de I’AVV.

En effet, Zincarelli et coll. ont montré qu’apres son administration dans la veine de la queue, le
vecteur sSAAV2/9 persiste dans la circulation sanguine beaucoup plus longtemps que les vecteurs
ssAAV2/1, 2/5 et 2/8, chez la souris adulte (Zincarelli et al., 2008). A 48 heures post-injection, la
concentration sanguine du vecteur ssSAAV2/9 était 100 fois plus grande que celles des vecteurs
sSAAV2/1 et ssAAV2/6, et 10 fois plus grande que celle du vecteur ssAAV2/8. La vitesse
d’élimination plus faible du vecteur ssAAV2/9 par rapport aux autres vecteurs évalués, peut avoir
pour cause une stabilité plus importantes des particules dans la circulation sanguine, ou encore une
vitesse de capture moins importante du vecteur circulant par les organes fortement irrigués tels que le

foie.

On peut donc supposer que la plus grande disponibilité des vecteurs AAV9 circulant apres
administration intraveineuse, favorise une meilleure transduction des organes distants et tres irrigués

comme I’ceil.

D’autre part, ces différents sérotypes de vecteur AAVr sont dépendants de différents récepteurs et
corécepteurs cellulaires, pour entrer et transduire les cellules (figure 15) (Parrish, 2010).

Les vecteurs de sérotypes AAV2/1, 2/5, 2/8 et 2/9 sont capables d’entrer et de transduire plus ou
moins efficacement les cellules de I’EPR, lorsqu’ils sont injectés dans I’espace sous-rétinien au
niveau du pole apical des cellules de ’EPR. A I’inverse, dans notre étude, les vecteurs AAVr sont
administrés par voie intraveineuse, ce qui induit leur extravasation des choriocapillaris et leur contact

avec les cellules de I’EPR au niveau du p0le basal des cellules de ’EPR.
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Or les cellules de I’EPR sont des cellules trés polarisées (figure S3) (Sonoda et al., 2009).
L’organisation fonctionnelle des cellules de I’EPR repose sur I’expression de récepteurs, de
molécules d’adhésion et de canaux ioniques, de fagon exclusive sur certains domaines cellulaires :
surface apicale, basale, ou baso-latérale (Gundersen et al., 1991; Gundersen et al., 1993; Philp et al.,
2003; Quinn and Miller, 1992 ; Rizzolo, 2007). De ce fait, on peut supposer que les récepteurs
cellulaires permettant I’entrée cellulaire de ces différents sérotypes d’AAVTr au niveau du p6le apical,
ne sont pas nécessairement présents au niveau du pole basal des cellules de I’EPR. Ceci pourrait

expliquer en partie I’absence de transduction de I’EPR par les vecteurs SCAAV2/1 et 2/6.

Les vecteurs AAVr de sérotypes 8 et 9 ont été décrits comme utilisant le récepteur de la lamine
37/67-KDa (67LR) pour entrer dans les cellules (Gao et al., 2004; Gao et al., 2002) (figure 15). Or,
plusieurs études réalisées chez la souris nouveau-née, ont montré que le récepteur 67LR est exprimé
dans la rétine de fagcon abondante, au niveau des cellules de I’EPR et de la choroide. (McKenna et al.,
2001; Stitt et al., 1998). Ceci pourrait expliquer la meilleur efficacité de transduction de I’EPR par le
vecteur SCAAV2/9 qui a éte décrit comme interagissant avec le récepteur cellulaire 67R pour entrer
dans les cellules (Gao et al., 2004) (figure 15).

La capacité du vecteur scAAV2/9.gfp a transduire plus efficacement les cellules de I’EPR, pourrait
aussi étre expliquée par la capacité des vecteurs ssAAV2/9 et scAAV2/9 a franchir les barrieres
endothéliales et conjonctives, afin de sortir ou de rentrer dans la circulation sanguine. Ceci a été
montré dans plusieurs études realisées chez, la souris, le chien ou encore le primate. Bostick et coll.
ont montré, chez la souris nouveau-née, que I’administration intraveineuse d’un vecteur sSsAAV2/9,
permet une transduction forte et stable de nombreux organes dont les muscles squelettiques et les
poumons (Bostick et al., 2007; Zincarelli et al., 2008). Ceci suggere que le vecteur sSAAV2/9 a la
capacité de franchir relativement facilement la barriére endothéliale des vaisseaux sanguins, pour
transduire ces différents organes. De plus, Inagaki et coll. ont montré que I’administration des
vecteurs sSSAAV2/8 et ssSAAV2/9 par voie intra-péritonéale ou sous-cutanée chez la souris adulte,
permet la transduction du foie (Inagaki et al., 2006). Les résultats de cette derniére étude suggerent
que les vecteurs sSAAV2/8 et 2/9 ont la capacite de franchir les barrieres vasculaires, mais cette fois-
ci pour entrer dans la circulation sanguine, puis pour transduire le foie. Yue et coll. ont montré que
I’administration intraveineuse d’une forte dose de vecteur scAAV2/9 chez le chien nouveau-né
(2.10" vg/Kg), permet la transduction forte et stable d’un trés grand nombre de muscles
squelettiques dans le thorax et I’abdomen, les membres antérieures et posterieures, et la téte (Yue et
al., 2008). Foust et coll. ont montré que le vecteur SSAAV2/9 administré par voie intraveineuse chez
le primate nouveau-né, a la capacité de franchir la barriere hémato-méningée pour transduire de

facon forte et étendue le systéme nerveux central (Foust et al., 2010).
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Figure S3. Schéma de la rétine et de la choroide illustrant le caractere polarisé des cellules de I’épithélium
pigmentaire rétinien.

L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est situé entre la neurorétine et la choroide. L’ERP est composé de
cellules épithéliales polarisées et organisées en monocouche cellulaire. Les cellules de I’EPR sont organisées
fonctionnellement en domaines cellulaires apicaux, basaux et latéraux spécialiseés.

Au niveau du p6le apical, les cellules de I’'EPR présentent de nombreuses microvillosités dans lesquelles sont
enchassés les segments externes des photorécepteurs. Ces interactions permettent la phagocytose des segments
externes des photorécepteurs, ainsi que le transport bidirectionnel de métabolites entre les cellules de I’'EPR et
les photorécepteurs.

Au niveau latéral, les cellules de I’EPR sont solidarisées par des jonctions serrées qui forment une zonula
occludens continue sur toute la surface de I’EPR. Cette zonula occludens forme la barriere hémato-rétinienne
externe.

Au niveau du pble basal, les cellules de I’EPR présentent de nhombreuses invaginations. L’EPR est associé a la
membrane basale supérieure de la membrane de Bruch. Sous la membrane de Bruch, le choriocapillaris est un
réseau dense de vaisseaux sanguins trés perméables.

Ilustrations issues de Sonoda 2009 Nature Protocols.
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1.2.2 Evaluation du tropisme oculaire des sérotypes scAAV2/8 et scAAV?2/9 chez le rat adulte,

aprés administration intraveineuse

Résultats expérimentaux

Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a déterminer si I’administration intraveineuse des
vecteurs SCAAV chez le rat adulte, permet la transduction des cellules de I’'EPR de la méme fagon
que chez le rat nouveau-né. Dans ce but, nous avons évalué le tropisme oculaire des vecteurs
SCAAV2/8.gfp et scAAV2/9.gfp chez le rat adulte, car ces 2 vecteurs apparaissent comme les
vecteurs les plus efficaces pour transduire les cellules de I’EPR chez le rat nouveau-né apres
administration intraveineuse. Nous avons injecté ces vecteurs a la dose de 1.10*vg/Kg, dans la veine
de la queue de rats adultes a PN90 (n=2 pour chaque vecteur). Nous avons ensuite évalué in vivo le
profil d’expression de ces vecteurs dans le segment postérieur de chaque ceil par I’examen du fond

d’ceil en fluorescence.

L’observation en fluorescence du fond d’ceil de ces rats ne montre aucune expression du transgene

GFP dans le segment postérieur de I’eeil, que ce soit a 3 ou 10 semaines post-injection (figure S4).
Discussion des résultats expérimentaux

L’absence de transduction de la neurorétine suggere que les vecteurs SCAAV2/8 et SCAAV2/9 ne sont
pas capables de franchir la barriére hémato-rétinienne chez le rat adulte, que ce soit au niveau des

vaisseaux intra-rétiniens qui sont complétement matures a PN90, ou au niveau de I’EPR.

Ceci peut s’expliquer par la tres faible perméabilité passive de la barriére hémato-rétinienne pour les
éléments circulants du sang (Bellhorn, 1981; Cunha-Vaz, 1966; Peyman et al., 1971). En effet,
plusieurs études ont montré que la barriere hémato-rétinienne empéche le passage dans la rétine de
solutés tel que le bleu de trypan, ou de petites protéines recombinantes telles que la micro-
peroxydase (diametre inférieure a 2,5nm), suite a leur administration intraveineuse chez le rat, le chat

et le lapin (Cunha-Vaz, 1966), ou chez le primate adulte (Peyman et al., 1971).
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Figure S4. L’injection intraveineuse des vecteurs scAAV2/8.gfp et scAAV2/9.gfp chez le rat adulte,

n’aboutit pas a I’expression efficace de I’eGFP dans le segment postérieur de I’il.
Photographie en fluorescence du fond d’ceil in vivo des rats R9 et R14, injectés respectivement avec les vecteurs

SCAAV2/8.gfp et sScAAV2/9.gfp, par voie intraveineuse a 90 jours apres la naissance.
Le fond d’ceil de ces rats a été photographié en fluorescence a 3 semaines et 10 semaines post-injection.
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Les résultats de notre étude montrent aussi que les vecteurs sSCAAV2/8.gfp et sSCAAV2/9.g9fp ne
permettent pas de transduire I’EPR du rat adulte aprés injection intraveineuse, contrairement a ce que
nous avons observé chez le rat nouveau-né. Trois hypothéses pourraient expliquer ce changement de

tropisme oculaire :

» Une premiéere hypothese serait que chez le rat adulte, les cellules de I’EPR ne sont plus
permissives aux vecteurs sSCAAV2/8 et 2/9 via leur pble basal. En effet, différentes études
réalisées chez la souris ont montré que dans les jours qui suivent la naissance, les protéines de
surfaces qui sont exprimées a la surface des cellules de I’EPR évoluent de fagcon importante ce

qui modifie le phénotype moléculaire des cellules de I’EPR.

McKenna et coll. ont montré chez la souris que I’expression du récepteur de la laminine 37/67-
KDa dans la rétine, et en particulier dans la choroide et les cellules de I’EPR, est divisée par un
facteur 8 entre PN1 et PN11 (McKenna et al., 2001). Or, ce récepteur a été identifié comme
permettant I’entrée cellulaire des sérotypes d’AAVr 8 et 9 (figure 15) (Gao et al., 2004).

Ainsi, on pourrait imaginer que la modification du phénotype moléculaire des cellules de I’EPR
pendant la période post-natale, puisse altérer fortement la capacité des vecteurs SCAAV2/8.gfp et
SCAAV2/9.gfp a transduire les cellules de I’EPR entre PN1 et PN90, chez le rat.

> Une deuxieme hypothese serait que la maturation de la membrane de Bruch pendant la période
post-natale, puisse former une barriere conjonctive suffisamment imperméable pour s’opposer au

passage des vecteurs SCAAV2/8 et 2/9 vers les cellules de I’EPR, chez le rat adulte.

La membrane de Bruch est une structure conjonctive qui fait I’interface entre les cellules de
I’EPR et le choriocapillaris. Elle est organisée en 5 couches conjonctives superposées (figure
S3) : 2 membranes basales externes respectivement accolées a I’EPR et au choriocapillaris, et 3
couches centrales de tissus conjonctifs de type collagéne ou élastique (Booij et al., 2010b;
Braekevelt and Hollenberg, 1970; Hirabayashi et al., 2003; Nakaizumi, 1964a).

Or, que ce soit chez la souris, le rat ou le chat, la membrane de Bruch est immature a la
naissance, et en particulier les 3 couches conjonctives centrales (Braekevelt and Hollenberg,
1970 ; Greiner and Weidman, 1991; Hirabayashi et al., 2003). Aprés la naissance, celles-ci

augmentent significativement en épaisseur et s’organisent en réseaux complexes.

De ce fait, on peut supposer que la membrane de Bruch, immature a la naissance, ne constitue
pas a PN1 un obstacle a I’extravasation des vecteurs SCAAV2/8 et 2/9 vers I’EPR, et le devienne
a PN90 chez le rat.
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> Finalement, une troisieme hypothése serait que certaines différences anatomiques et
physiologiques entre le rat nouveau-né et adulte, pourraient influer sur la stabilité systémique du
vecteur SCAAV2/9 ou encore sa concentration locale dans la circulation sanguine de I’’ceil, et
plus généralement sur sa disponibilité locale dans I’espace choroidien chez le rat adulte. Il semble
cependant difficile d’identifier un facteur specifique qui pourrait aller dans le sens de cette

hypothése.

1.2.3 Evaluation du tropisme oculaire du vecteur scAAV2/9 chez le chien et le chat, aprés

administration intraveineuse a la naissance ou a I’age adulte

Résultats expérimentaux

Dans un troisieme temps, nous avons cherché a déterminer si I’administration intraveineuse du
vecteur scAAV2/9.gfp dans des modéles gros animaux (chien et chat) plus proches de I’lhomme que
les rongeurs, permettrait la transduction des cellules de I’EPR, a I’instar de ce que nous avons

observé chez le rat nouveau-né.

Dans ce but, nous avons injecté le vecteur scAAV2/9.gfp & la dose de 1.10*vg/Kg, au niveau de la
veine jugulaire, chez 2 chiens et 2 chats nouveaux nés (PN1), ainsi que chez 2 chiens et 2 chats
adultes (PN60). Nous avons ensuite évalué in vivo le profil d’expression oculaire du vecteur
SscAAV2/9.gfp par examen du fond d’ceil en fluorescence, afin de visualiser I’expression du géne

rapporteur eGFP dans le segment postérieur de I’ ceil.

Les 2 chiens et les 2 chats injectés a PN1 sont nommes respectivement D1 et D2, et C1 et C2. Aucun

de ces animaux, n’a recu de traitement immunosuppresseur au cours de I’expérience.

Les 2 chiens et les 2 chats injectés a PN60 sont nommes D3 et D4, et C3 et C4. Le chien D4, et les
chats C3 et C4 ont été immunosupprimés en continue pendant toute la durée de I’expérience
(Cyclosporine et Mycophenolate mofetil), tandis que le chien D3 a été immunosupprimé avant
I’injection du vecteur et jusqu’a 30 jours post-injection. L’arrét du traitement immunosuppresseur
chez le chien D3 a été motive par les effets secondaires séveres induits par ce traitement chez ce

chien.

Dans un premier temps, nous avons déterminé le tropisme oculaire du vecteur sSCAAV2/9.gfp chez

les chiens (D1 et D2) et le chat (C1) nouveau-né aprés administration intraveineuse :

> Nous avons d’abord observé en fluorescence le fond d’ceil des animaux injectés & PN1 pour y
détecter I’expression de I’eGFP (D1, D2 et C1). Le signal fluorescent eGFP a été observé dans

une grande partie du segment postérieur des yeux des chiens D1, D2 (figure 3b et S5) et du chat
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C1 (figure S6). Le signal eGFP est fort, d’aspect moucheté. Celui-ci est principalement localisé
dans la partie centrale et supérieure de la rétine, alors qu’il est absent de la partie périphérique de
la rétine. L expression oculaire du vecteur SCAAV2/9.gfp est restée stable entre 1 et 3 mois post-
injection (durée de I’expérience) (figure 3b, S5 et S6).

Les chiens et les chats contréles, qui sont issue des mémes portées et qui n’ont pas regu le
vecteur sCAAV2/9.dgfp, ne présentent pas un signal fluorescent eGFP dans leur ceil (figures 3a,
S5 et S6). Nous y avons cependant observé une auto-fluorescence relativement forte associée au
tapis qui est sous-jacent a I’EPR.

» L’analyse par microscopie a fluorescence des coupes de rétine des chiens D1 et D2 et du chat C1,
a été realisee a 3 mois post-injection, en prelevant des coupes de rétine au niveau de la zone
tapétale de I’ceil et en dehors. La zone tapétale de I’eil correspond a la région centrale de la
rétine qui est associée avec le tapis (figure S7). Le tapis est une structure cellulaire réfléchissante

propre aux chiens et aux chats, et dont le réle est de réfléchir la lumiére incidente vers la rétine.

Chez les chiens D1 et D2, I’eGFP est exprimée dans les cellules de I’EPR et les cellules du tapis
(figures 3a-c). Des résultats similaires sont obtenus chez le chat C1 a 3 mois post-injection
(figures S8a-c). Nous avons confirmé I’expression de I’eGFP dans les cellules de I’EPR par
immunomarquage fluorescent de I’enzyme RPE65 spécifiquement exprimée par les cellules de
I’EPR, et par la co-localisation du marquage fluorescent RPEG5 (rouge) avec le signal fluorescent
eGFP (vert) (figures 4g-h et S8g-i). Nous avons aussi observé que les cellules de I’EPR
exprimant I’eGFP sont localisées exclusivement dans la zone tapétale du segment postérieur de
I’ceil (figures 3a-c et S8a-c), tandis que les cellules de I’EPR localisées en dehors de cette zone
tapétale n’expriment pas I’eGFP (figures 3d-f et S8d-f). Nous estimons entre 20 et 40% la
proportion des cellules de I’EPR présentes dans la zone tapétale de la rétine et exprimant I’eGFP.
Une quantification histologique ou génomique plus précise par QPCR serait nécessaire pour

déterminer précisément I’efficacité du transfert de gene dans les cellules de I’EPR.

Ces resultats montrent que I’administration intraveineuse du vecteur sSCAAV2/9.gfp chez le chien a
PN1, aboutit a la transduction forte des cellules du tapis, et de facon sporadique pour les cellules de

I’EPR localisées dans la zone tapétale.
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il gauche il droit

Figure S5. L’injection intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp chez le chien nouveau-né et adulte, aboutit
a I’expression forte de I’eGFP dans le segment postérieur dans les deux yeux simultanément.

Photographie en fluorescence du fond d’ceil in vivo des chiens D1 (b, ¢), D2 (d, e) et D4 (e, f) injectés par voie
intraveineuse avec le vecteurs scAAV2/9.gfp, respectivement a PN1 et PN60.

Les fonds d’ceil des chiens D1, D2 et et D4 ont été photographiés a 10 semaines post-injection, avec leur
controles respectifs (a) et (f) qui correspondent a des chiens non-injectés respectivement d’age similaire aux
chiens D1-D2 et D4.
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Figure S6. L’injection intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp chez le chat nouveau-né et chez le chat
adulte, aboutit a I’expression forte de I’'eGFP dans le segment postérieur dans les deux yeux
simultanément.

Photographie en fluorescence du fond d’ceil in vivo des chats C1 (b, c) et C3 (e, f) injectés par voie
intraveineuse avec le vecteurs scAAV2/9.gfp, respectivement a PN1 et PN60.

Le fond d’ceil des chats C1 (b, c) et C3 (e, d) a été photographié & 10 semaines post-injection, avec leur
contrdles respectifs (a) et (d) qui correspondent a des chats non-injectés issus de la méme fratterie que les chats
CletC3.
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Figure S7. Schéma de la structure de la choroide chez le chien, dans la zone tapétale et la zone non-
tapétale du segment postérieur de I’eil.

(A)Photographie du fond d’ceil d’un chien adulte sain, a la limite de la zone tapétale et de la zone non-tapétale.
(B)Schéma représentant la structure de la choroide et de la membrane de Bruch dans la zone non tapétale du

segment postérieur de I’ ceil.
(C)Schéma représentant la structure de la choroide et de la membrane de Bruch dans la zone tapétale du

segment postérieur de I’ ceil.

1. Cellules de I’épithelium pigmentaire rétinien. 2. Membrane basale supérieure.

3. Zone supérieure de fibres collagéniques. 4. Zone intermédiaire de fibres élastiques.
5. Zone inférieure de fibres collagéniques. 6. Membrane basale inférieure.

7. Cellule endothéliale fenétrée du choriocapillaris. 8. Tapis (tapetum lucidum).

Illustrations issues de Nakaizumi 1964 Archives of Ophthalmology. 135



Figure S8. Coupes transversales de rétines de chats injectés avec le vecteurs scAAV2/9.gfp a 1
jours apreés la naissance, et observées au microscope a fluorescence 3 mois post-injection.

Coupes transversales de rétine d’un chat injecté a PN1 avec le vecteur scAAV2/9.gfp a la dose de 1.10'?vg/Kg
(a-i) , et d’un chat contrdle (j-1). Les coupes de rétine ont été prélevées dans la zone tapétale de I’eil (a-c, g-i, j-

I) ou dans la zone non-tapétale de I’ceil (d-f).

L’ expression de I’eGFP (vert) a été observée sur les coupes de rétine apres simple marquage de I’ADN
nucléaire au DAPI (bleu), ou aprés immunomarquage de la protéine RPE65 (rouge) exprimée spécifiqguement
dans les cellules de I’EPR.

cg, cellules ganglionnaires; cni, couche nucléaire interne; cne, couche nucléaire externe; epr, épithélium
pigmentaire rétinien; tp, tapetum lucidum; ch, choroide; sc, sclére. Barre d’échelle = 100um. 136



Dans un deuxiéme temps, nous avons déterminé le tropisme oculaire du vecteur SCAAV2/9.gfp apres
administration intraveineuse & PN60 chez le chien (D3 et D4) et le chat (C3 et C4) :

> Nous avons d’abord observé en fluorescence le fond d’ceil des animaux injectés a PN60 avec le
vecteur sSCAAV2/9.gfp (D3, D4, C3 et C4), pour y détecter I’expression de I’eGFP.

Chez le chien D4 et les chats C3 et C4, le signal fluorescent eGFP a été observé dans une grande
partie du segment postérieur, de fagon similaire aux chiens D1, D2 et C1 (figures 3d, S5 et S6).
Le signal fluorescent est fort, d’aspect moucheté, et localisé principalement au niveau de la partie
centrale et supérieure de la rétine. L’expression oculaire du vecteur scAAV2/9.gfp chez les
animaux D4, C3 et C4 est restée stable entre jusqu’a 3 mois post-injection (durée de

I’expérience) (figures 3d, S5 et S6).

A I’inverse, les chiens et les chats contrbles issus des mémes portées que D3, D4, C3 et C4, ne
présentent pas de signal fluorescent eGFP, mais uniquement I’auto-fluorescence spécifique du

tapis sous-jacent a I’EPR (figures 3c et S4c).

Chez le chien D3, le signal fluorescent eGFP a eté observé comme fort dans le segment
postérieur jusqu’a 30 jours post-injection. A 45 jours post-injection, soit 15 jours apres I’arrét du
traitement immunosuppresseur, le signal fluorescent eGFP est indétectable dans le segment

postérieur de I’ceil (résultat non montré).

» L’analyse par microscopie a fluorescence des coupes de rétine du chien D4 et des chats C3 et C4,
a 3 mois post-injection, révele que I’eGFP est exprimée uniquement dans les cellules du tapis
(figures 5a-c et S9a-c). Nous avons confirmé que les cellules de I’EPR n’expriment pas I’eGFP,
en montrant que I’absence de co-localisation entre I’eGFP et le marquage de la proteine RPE65
(figures 5g-i et S9g-i). En dehors de la zone tapétale, nous n’avons pas observé I’expression de
I’eGFP (figures 5d-f et S9d-f).

Discussion des résultats expérimentaux

Ces résultats montrent que I’administration intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp chez le chien ou
le chat, permet la transduction des cellules de I’EPR lorsque le vecteur est injecté a la naissance, mais
pas lorsque le vecteur est injecté chez les animaux adultes. De la méme facon que chez le rat
nouveau-né et adulte, le tropisme oculaire du vecteur scAAV2/9 semble étre dépendant de I’age
auquel il est administré. En outre, la transduction des cellules de I’EPR par le vecteur sScAAV2/9.gfp,
est restreinte aux cellules présentes dans la zone tapétale de I’eeil qui correspond environ a un tiers de
la surface totale de la rétine, et ou les cellules du tapis sont transduites fortement par le vecteur
SCAAV2/9.gfp indépendamment de I’4ge des animaux au moment de I’administration du vecteur.
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L’absence de transduction de la neurorétine chez les chiens et les chats injectés a PN1 (figures 4a-f
et S8a-f) comme a PN60 (figures 5a-f et S9a-f), peut s’expliquer de la méme fagon que chez les rats
injectés a PN1let PN9O.

> A la naissance, le réseau vasculaire intra-rétinien est immature et trés peu développé chez le
chien comme chez le chat nouveau-né (Flower et al., 1985; Stone et al., 1995). En effet, celui-ci
couvre moins de 10% de la surface de la rétine a PN1. L’administration systémique du vecteur
scAAV2/9.gfp ne permet donc pas de transporter le vecteur directement dans la rétine via la
vascularisation intra-rétinienne. De plus, nos résultats montrent qu’a PN1 le vecteur sSCAA2/9.gfp

n’est pas capable de franchir I’'EPR pour transduire la neuroreétine.

> Chez les chiens et les chats injectés a PN60, I’absence de transduction de la neurorétine suggere
que le vecteur SCAAV2/9 n’est pas capable de franchir la barriere hémato-rétinienne au niveau
des vaisseaux intra-rétiniens, lorsque ceux-ci sont complétement développés et matures, ou au

niveau de I’EPR a I’age adulte.

De maniere surprenante, la transduction des cellules de I’EPR chez le chien nouveau-né, comme
chez le chat nouveau-né, est restreinte a la zone tapétale de I’eil (figures 4a-c et S8a-c). Celle-ci
correspond a la partie centrale du segment postérieur ou la rétine est associée au tapis (figure S7).
Ces reésultats suggerent que les cellules de ’EPR de la zone tapétale, sont plus facilement
accessibles, et donc plus facilement transduites, que les cellules de I’EPR localisées en dehors de la
zone tapétale. En effet, I’observation par microscopie électronique de la rétine de chien adulte par
Nakaizumi, a mis en évidence que la structure et la composition de la membrane de Bruch sont
differentes entre la zone tapétale (figure S7b) et non-tapétale (figure S7c¢) (Nakaizumi, 1964b). La
membrane de Bruch est moins épaisse dans la zone tapétale (figure S7b). Les 3 couches
conjonctives qui la constituent y sont tres atrophiées, au point que les membranes basales associées
au choriocapillaris et a I’EPR sont fréguemment accolées I’une a I’autre. Ainsi, il existerait moins
d’obstacles a la transduction des cellules de I’EPR par le vecteur sScAAV2/9, dans la zone tapétale
qu’en dehors, en particulier au cours de la période néonatale lorsque la membrane de Bruch est

immature

Au contraire, chez le chien et le chat adulte, la maturation de la membrane de Bruch pourrait
contribuer a diminuer la capacité du vecteur sScAAV2/9 a avoir acces aux cellules de I’EPR.

La transduction des cellules du tapis chez le chien nouveau-né, comme chez le chien adulte, est forte
et couvre la totalité du tapis. La forte vascularisation du tapis par les vaisseaux fenétrés du
choriocapillaris, facilite probablement I’extravasation du vecteur scAAV2/9.gfp et la transduction
des cellules du tapis.
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Figure S9. Coupes transversales de rétines de chats injectés avec le vecteurs scAAV2/9.gfp a 60
jours apreés la naissance, et observées au microscope a fluorescence 3 mois post-injection.

Coupes transversales de rétine d’un chat injecté a PN60 avec le vecteur scAAV2/9.gfp a la dose de 1.10%vg/Kg
(a-i), prélevées dans la zone tapétale de I’eil (a-c, g-i) ou dans la zone non-tapétale de I’ceil (d-f).

L’expression de I’eGFP (vert) a été observée sur les coupes de rétine apres simple marquage de I’ADN
nucléaire au DAPI (bleu), ou aprés immunomarquage de la protéine RPE65 (rouge) exprimée spécifiqguement
dans les cellules de I’EPR.

cg, cellules ganglionnaires; cni, couche nucléaire interne; cne, couche nucléaire externe; epr, épithélium
pigmentaire rétinien; tp, tapetum lucidum; ch, choroide; sc, sclére. Barre d’échelle = 100um.
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1.2.4 Evaluation de la réponse immune chez le chien aprés administration intraveineuse du vecteur
scAAV2/9 a PN1 et PN60

Résultats expérimentaux

Afin de mettre en évidence le développement d’une éventuelle réponse humorale contre le transgene
ou la capside du vecteur scAAV2/9.gfp chez les chiens et les chats injectés a PN1 ou PN60. Dans ce
but, nous avons évalué avant I’injection du vecteur et 2 mois apres, la présence dans le sérum des
animaux injectés d’anticorps dirigés contre le transgene eGFP par western blot, et la présence
d’anticorps contre la capside AAV9 par un test de neutralisation. A ce jour, nous n’avons évalué que
la réponse humorale chez les chiens injectés a PN1 et PN60.

L’évaluation de la présence d’anticorps sériques anti-eGFP a été réalisée en incubant les sérums des
chiens, avant et aprés administration du vecteur scAAV2/9.gfp, avec une membrane de nitrocellulose
sur laquelle nous avons fait migrer la protéine eGFP purifiée (figure 3e). La concentration des
anticorps sériques anti-AAV9 a été évaluée en déterminant la dilution limite du sérum des chiens,
suffisante pour induire 50% d’effet neutralisant in vitro sur I’efficacité de transduction du vecteur
AAV9 sur des cellules HEK293.

Evaluation de la réponse immune chez les chiens injectés a PN1

L’analyse des sérums des chiens injectés a PN1 (D1 et D2), n’a pas révélé la présence d’anticorps
anti-eGFP a 2 mois post-injection (figure 3e). Cependant, nous avons trouvé une concentration
d’anticorps neutralisants anti-AAV9 relativement importante dans le serum des chiens D1 et D2,

avec un facteur de dilution limite de leur sérum égale a 1/100 (table 2).
Evaluation de la réponse immune chez les chiens injectés & PN60

L’analyse des serums des chiens D3 et D4, avant I’administration du vecteur a PN60, n’a pas revélé

la présence d’anticorps anti-eGFP (figure 3e), ni celle d’anticorps neutralisants anti-AAV9 (table 2).

L’analyse des sérums des chiens D3 et D4, 2 mois post-injection, révéle la présence d’anticorps anti-
eGFP chez le chien D3 dont le traitement immunosuppresseur a été arrété a 1 mois post-injection,
mais pas chez le chien D4 dont le traitement immunosuppresseur a €té continue (figure 3e). Il est
intéressant de relever que la disparition du signal GFP observé chez le chien D3 est associée au
développement d’une réponse humorale contre le transgene. A I’inverse, la persistance du signal

GFP chez le chien D4 est associée a I’absence d’anticorps sérique contre I’eGFP.

Chez les chiens D3 et D4, nous n’avons pas détecté la présence d’anticorps neutralisant anti-AAV9
avant I’administration du vecteurs (table 1), tandis que nous avons détecté des anticorps neutralisants
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chez ces 2 chiens a 2 mois post-injection (table 1). Il est intéressant de relever que la concentration
en anticorps neutralisant est bien plus importante chez le chien D3, que chez le chien D4, avec
respectivement des concentrations neutralisantes d’anticorps équivalentes a un facteur de dilution de
1/1000 pour D3 contre 1/50 pour D4 (table 1).

Discussion des résultats expérimentaux

Ces resultats montrent que I’administration intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp induit le
développement d’une réponse humorale contre la capside du vecteur, indépendamment de I’age
d’administration du vecteur ou de I’administration d’un traitement immunosuppresseur. Ces résultats
montrent aussi que I’administration intraveineuse du vecteur scAAV2/9.gfp a PN1 n’induit pas le
développement d’une réponse humorale contre le transgene eGFP, méme en I’absence de tout
traitement immunosuppresseur. Ceci est d’autant plus surprenant que si le systeme immunitaire est
partiellement mature chez le chien a la naissance (Ponder, 2007), il I’est complétement a I’age de 2
mois. En outre, I’eGFP est exprimé non seulement dans I’EPR, mais aussi dans le tapis qui est
localisé dans la choroide qui est trés vascularisé, et donc accessible pour les cellules
immunocompétentes. Ceci nous porterait a suggérer que I’administration a la naissance du vecteur
sCAAV2/9.gfp n’induit pas non plus ultérieurement le développement d’une réponse immune a

médiation cellulaire impliquant les LT CD8+ cytotoxiques.

Ceci est en cohérence avec plusieurs études récentes réalisées chez le chien nouveau-né, qui ont
montré que I’administration néonatale d’un vecteur AAVr ou YRV permet I’expression stable et a
long terme d’un transgene potentiellement immunogene dans de nombreux organes, sans induire de
réactions immunes déléteres a son expression (Ponder et al., 2006; Traas et al., 2007; Weinstein et
al., 2010; Yue et al., 2008).

Traas et coll. ont montré dans un modele canin MPS I, que I’administration néonatale et
intraveineuse d’un vecteur YRV codant pour I’enzyme a-L-iduronidase, permet I’expression stable
jusqu’a 18 mois post-injection du transgéne dans de nombreux organes dont le foie, le cerveau, la
rate, le cceur et les reins. De facon similaire, Weinstein et coll. ont montré que I’administration
intraveineuse néonatale d’un vecteur ssAAV2/8 codant pour I’enzyme glucose-6-phosphatase (G6P)
chez le chien déficient pour cette enzyme, peut étre suivi a I’age adulte d’une seconde administration
systémique d’un vecteur ssAAV2/1 codant pour le méme transgene, afin de renforcer le niveau
d’expression in vivo du transgene, et ceci sans induire de réactions immunes déléteres contre celui-ci
(Weinstein et al., 2010). Les auteurs ont montré qu’il est ainsi possible d’obtenir une expression forte
et stable du transgene thérapeutique G6P chez le chien adulte & plus de 18 mois post-injection, en

I’absence de tout traitement immunosuppresseur.
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Ces études et les resultats de notre étude semblent suggérer collectivement qu’il est possible de
contourner le développement d’une réponse humorale, voir cellulaire, vis-a-vis d’un transgeéne,

lorsque le vecteur thérapeutique (AAVr ou YRV) est administré a la naissance par voie intraveineuse.

Ceci peut étre expliqué en partie par I'immaturité du systéme immunitaire a la naissance, chez
certains animaux tels que la souris, le chien et le chat. En effet, plusieurs études ont mis en évidence

pendant la période néonatal (Ponder, 2007) :

> Le nombre cellules présentatrice d’antigene (CPA) circulantes dans le sang est réduit chez le
nouveau-né, par rapport a I’adulte. Or, ce sont ces CPA qui sont responsables en grande partie de
I’initiation des réponses immune adaptatives humorales et cellulaires spécifiques des antigenes

génerée par les vecteurs viraux ou I’expression du transgene (Nayak and Herzog, 2010).

> La sous-expression, chez le nouveau-né, des genes exprimant les cytokines pro-inflammatoires,
telles que I’IL-2 ou IFNy, et dont le role est de stimuler le développement des réponses immunes

adaptatives.

> La sous-expression, chez le nouveau-né, de certaines molécules de co-stimulation, nécessaires a la
coopération entre cellules présentatrices d’antigenes (CPA) et les lymphocytes T (LT), telles que
les molécules de surface cellulaire CD28 et CD40 ligand.

Chez les chiens injectés a I’age adulte avec le vecteur sScAAV2/9.gfp, nous avons observé chez
I’un des deux animaux, le chien D3, la perte du signal GFP visible au fond d’ceil. Ce phénomeéne est
associe a I’arrét au préalable du traitement immunosuppresseur, et a la mise en évidence d’anticorps

anti-eGFP dans le sérum de ce chien a 2 mois post-injection.

L’une des hypotheses de travail que nous pourrions suggérer pour expliquer ce phénomene, serait le
développement d’une réponse immune délétere dirigée contre I’eGFP qui aurait conduit a

I’élimination des cellules exprimant le transgene dans I’ceil.

Au demeurant, nous ne pouvons pas I’affirmer de fagon scientifiquement rigoureuse pour plusieurs

raisons :

» D’une part, nous n’avons observé ce phénoméne que chez un seul chien, ce qui ne permet

pas de conclure sur la reproductibilite de ce phénomene.

» Drautre part, nous n’avons pas Vérifié la persistance ou la disparition de I’expression de

I’eGFP dans les organes périphériques trés susceptibles aux réponses immunes (foie,
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muscles, diaphragme, cceur...), et qui ont été transduits suite a I’administration

intraveineuse du vecteur SCAAV2/9.gfp.

En conséquence, nous ne pouvons pas conclure a ce jour sur I’existence d’un lien de causalité entre

ces trois événements.

Notre étude a aussi montré le développement d’une réponse humorale vis-a-vis de la capside
du vecteur scAAV2/9.gfp indépendamment de I’dge d’administration systémique du vecteur.
L’évaluation de la concentration sérique en anticorps neutralisants anti-AAV9, a montré une
concentration relativement forte d’anticorps évaluée a une dilution limite en anticorps neutralisants
moyenne entre 1/50 et 1/100, chez les chiens injectés a PN1 et PN60. Or, il est probable qu’une
concentration sérique modérée ou importante en anticorps neutralisants, empécherait la re-
administration efficace de ce méme vecteur chez les chiens injectés a PN1 ou a PN60. En effet,
Scallan et coll. ont montré que la transduction du foie par administration intraveineuse d’un vecteur
sSAAV2/2 chez la souris, est complétement inhibée en présence d’une concentration d’anticorps
neutralisants anti-AAV2, équivalent a une dilution limite en anticorps neutralisant égale ou inférieure
a 1/10. Or, chez tous les chiens de notre étude, la concentration serique en anticorps anti-AAV9 est

entre 5 et 100 fois supérieure a ce seuil.

Cependant, il est probable que nous puissions administrer ultérieurement les chiens de notre étude,
avec un vecteur AAVr de sérotype différent. En effet, Halbert et coll. ont montré que
I’administration intra-pulmonaire répétée d’un vecteur sSAAV2/2 chez la souris immunocompétente,
aboutit a I’absence presque totale de transfert de géne a la suite de la seconde injection (Halbert et
al., 2000). Mais I’administration successive de 2 vecteurs de sérotype différent (SSAAV2/2 et
sSAAV2/6), permet de s’affranchir de la réponse humorale et cellulaire générée contre le vecteur
sSAAV2/2, et permet d’augmenter I’expression du transgene dans les poumons. De fagon similaire,
Weinstein et coll. ont montré recemment dans un modele canin déficient pour I’enzyme G6P, que
I’administration intraveineuse néonatale d’un vecteur sSAAV2/8 peut étre suivie avec succes de
I’administration d’un vecteur sSAAV2/1, malgré le développement d’une réponse humorale contre le
vecteur sSAAV2/8 (Weinstein et al., 2010)
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13 Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois qu’il est possible de transduire les
cellules de I’EPR dans les 2 yeux simultanément, apres I’administration néonatale et intraveineuse
d’un vecteur scAA2/9 chez le rat, le chien et le chat. Nous avons aussi montré la persistance et la
stabilité de I’expression du transgéne dans I’eil a plus de 2 mois post-injection, sans induire le
développement d’une réponse immune délétére a I’expression du transgéne. Cependant, nous avons
aussi montré que la transduction des cellules de I’EPR chez I’animal nouveau-né n’est pas
généralisée a I’ensemble des cellules de ’EPR. Chez le rat, I’administration systémique du vecteur
SCAAV2/9.gfp aboutit a la transduction d’environ 10-20% des cellules de I’EPR de fagcon dispersee
dans toute la rétine, tandis que chez le chien et le chat, environ 20-40% des cellules de I’EPR sont
transduites, mais uniquement dans la zone tapétale de la rétine. Finalement, nous avons montré chez
le rat et le chien, que I’administration intraveineuse d’un vecteur SCAAV2/9 chez I’animal adulte ne
permet pas la transduction des cellules de I’EPR. En outre, la persistance de I’expression du
transgene dans les cellules du tapis chez le chien injecté a PN60, est conditionnée par
I’administration d’un traitement immunosuppresseur continu, a I’inverse des chiens injectés a PN1
chez qui aucun traitement immunosuppresseur n’est nécessaire. Ceci suggeére donc la mise en place
d’un phénomeéne de tolérisation vis-a-vis du transgene apres I’administration intraveineuse du

vecteur a PN1, mais pas a PN60.

Les principales applications thérapeutiques que I’on pourrait envisager pour ce mode
d’administration, concerne le traitement des maladies dégénératives qui se déclarent dans les
premiéres semaines de la vie ou dont le diagnostic prénatal existe. Ce mode d’administration pourrait
étre particulierement pour les pathologies affectant simultanément plusieurs organes parmi la liste
suivante : la rétine, le systéeme nerveux central, le cceur, le foie, les muscles squelettiques, la rate ou

encore les reins.

De ce fait, les formes infantiles de la maladie de Batten, ou certaines formes de MPS, semblent des
cibles particulierement pertinentes (Ashworth et al., 2006; Bozorg et al., 2009; Poll-The et al., 2003).
La MPS de type Ill, en particulier, se déclarent dans les 6 premiers mois de la vie de I’enfant, et elle
induit une dégénérescence progressive de la rétine et I’encéphale, ainsi que des atteintes des systéemes
musculosquelettiques, cardiovasculaires et respiratoires (Ashworth et al., 2006; Sands and Davidson,
2006).

Un traitement précoce par thérapie génique présenterait I’avantage de corriger les déficiences
enzymatiques avant la mise en place de lésions histologiques et fonctionnelles irréversibles, en

particulier pour les maladies graves ou fatales qui ont un déclenchement précoce et une progression

144



rapide, en plus de faire peser des risques vitaux important sur les patients. En outre, I’administration
néonatale d’un vecteur AAVr permettrait de contourner la pré-immunité vis-a-vis des AAV qui est
souvent rencontrée dans les populations humaines a I’age adulte (Boutin et al., 2010; Calcedo et al.,
2009), mais qui est considérée comme négligeable avant I’4ge de 6 mois (Blacklow et al., 1971;
Chen et al., 2005).

Cependant, une évaluation de I’innocuité de ce protocole d’administration intraveineuse et neonatal
du vecteur scAAV2/9 est indispensable dans le futur, ainsi que I’évaluation de son efficacité
thérapeutique pour ce qui est du transfert de géne dans la rétine, avant toute considération clinique.

Dans ce but, il serait particulierement pertinent d’évaluer ce protocole

Dans ce but, nous allons prochainement évaluer la capacité de ce mode d’administration a restaurer
I’expression du gene RPE65 dans les cellules de I’EPR chez le chien Briard RPE65-/-, qui sont
déficients pour I’enzyme RPEG5 indispensable au cycle visuelle, et qui correspond a un modele gros
animal d’amaurose congénitale de Leber. Nous espérons ainsi évaluer I’efficacité thérapeutique de
cette approche et plus précisément sa capacité a prévenir la perte de fonction de la rétine et sa
dégenérescence, qui s’installent chez ces chiens vers I’age de 4 a 9 mois. 1l nous semblerait aussi
particulierement pertinent d’évaluer le potentiel thérapeutique de cette approche dans les modeles
canins de MPS Il et VII qui sont caractérisés par des atteintes rétiniennes, encéphaliques,
musculaires, squelettiques et cardiaques. Nous ne disposons pas malheureusement de ces modeéles

animaux dans notre laboratoire.

Afin de déterminer I’innocuité et la faisabilite clinique de ce protocole d’administration
intraveineuse, il semble indispensable de I’évaluer chez le primate qui est un modéle animal
préclinique plus proche de I’humain que le rat, le chien et le chat, du point de vue de I’anatomie

oculaire, du systeme immunitaire, ainsi que d’un point de vue développemental.

» Du point de vue du développement oculaire, le développement de la rétine chez I’humain et le
primate, a lieu au cours de la période prénatale, entre la 5éme et la 18éme semaine de
développement embryonnaire pour I’humain, et entre la 4éme et la 14éme semaine de
développement embryonnaire pour le primate (Finlay, 2008). A I’inverse, le développement de la
rétine chez le chien et la souris commence pendant la période embryonnaire pour finir entre la

2eéme et la 4éme semaine apres la naissance (Parry, 1953).

> En outre, le phénomene de « tolérisation » observé dans notre étude vis-a-vis du transgéne, a été
décrit dans plusieurs études comme dépendant de nombreux facteurs dont la nature du transgéne,
le niveau d’expression du transgéne dans I’organisme, les organes ciblés, et surtout le niveau de
maturité du systeme immunitaire au moment de I’administration du vecteur (Ponder, 2007). Or,
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le systeme immunitaire chez I’humain est plus mature a la naissance que celui de la souris ou du
chien, en particulier du point de vue de la fonction des cellules Ly CD8+ (Marchant et al., 2003;
Siegrist, 2001; West, 2002).

De ce fait, I’évaluation de ce protocole d’administration intraveineuse et néonatale du vecteur
SCAAV2/9 chez le primate, aurait une valeur prédictive bien plus pertinente pour déterminer non
seulement le tropisme oculaire et I’efficacité du transfert de géne dans la rétine chez I’humain, mais

aussi I’innocuité dans I’ceil et les autres organes.

En parallele, nous pouvons aussi envisager différentes stratégies permettant d’augmenter I’efficacité
du transfert de géne dans les cellules de I’EPR, et pour optimiser I’expression du transgene dans ces
cellules.

> Le protocole d’administration pourrait étre ainsi modifié pour augmenter la quantité de vecteur
SCAAV2/9 circulant dans I’eil, apres administration systémique. En effet, I’administration du
vecteur SCAAV2/9 dans le systeme veineux favorise sa dispersion dans tout le systéeme sanguin,
mais ne favorise pas sa concentration dans la vascularisation oculaire. De ce fait, on pourrait
imaginer administrer le vecteur par voie artérielle, et plus précisément au niveau de la carotide

interne qui irriguent directement I’eil et le cerveau.

> Nous pourrions aussi envisager de co-administrer un inhibiteur réversible du protéasome avec le
vecteur sCAAV2/9, afin de diminuer la dégradation intracellulaire des vecteurs AAVr par le
protéasome, et ainsi augmenter I’efficacité de transduction des vecteurs sSCAAV2/9 a MOI égale.
En effet, Monohan al, ont montré que la co-injection d’un vecteur sSAAV2/2 ou ssAAV2/8, avec
I’inhibiteur du protéasome « bortezomib », permet d’augmenter I’expression hépatique du
transgene par un facteur 3 a 4, chez la souris et le chien (Monahan et al., 2010). De plus, Finn et
coll. ont montré que cette stratégie permet aussi de diminuer ou de ralentir la présentation des
peptides antigéniques dérivés de la capside des vecteurs AAVr sur les récepteurs CMH | des
hépatocytes murins, et donc diminuer I’activation du systeme immunitaire contre les cellules
transduites (Finn et al., 2010).

> En outre, nous pourrions aussi envisager d’augmenter la dose du vecteur SCAAV2/9 administré
par la répétition de ces injections de fagon tres rapprochée pendant les 48 heures qui suivent la

naissance.
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> L’efficacité de transduction des cellules de I’EPR pourrait étre éventuellement améliorée en
évaluant d’autres sérotypes de vecteurs AAVr par administration intraveineuse néonatale, et en
particulier le sérotype scAAV2/10. Récemment, Hu et coll. ont évalué I’administration
intraveineuse du vecteur ssAAV2/10 chez la souris nouveau-née (Hu et al., 2010). Les auteurs
ont comparé par bioluminescence in vivo, les profils d’expression de la luciférase apres
I’injection a PN2 des vecteurs sSsAAV2/1 a ssAAV2/10 codant pour la luciférase sous le contréle
du promoteur ubiquitaire CMV, a la dose de 1.10" vg/Kg. Les auteurs ont montré que le vecteur
ssAAV2/10 permet d’induire I’expression du transgene la plus forte et la plus étendue dans tout
le corps. De plus, les auteurs ont montré que le vecteur sSAAV2/10 permet une efficacité de
transduction entre 2 et 10 fois plus grande que celle du vecteur sSAAV2/9, pour le cerveau, le

ceeur, les reins, le foie, les muscles squelettiques, les poumons, le pancréas et les intestins.

» Finalement, I’optimisation de la cassette d’expression pourrait permettre une augmentation
significative de I’expression du transgene dans la rétine a nombre de copies égales de vecteur par
cellule. Cette optimisation pourrait avoir lieu a 3 niveaux. (1) L’utilisation de promoteurs plus
forts que le CMV, tel que le promoteur composite CAG. (2) L’intégration d’une séquence WPRE
dans la région 3’UTR de la cassette d’expression, pour augmenter la concentration cellulaire des
ARNmM recombinants. (3) L’intégration d’une séquence consensus Kozack pour optimiser la

traduction des ARNm recombinants en protéines.
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2.1 Introduction

La thérapie génique constitue une approche prometteuse pour le traitement des pathologies
dégenératives héreditaires de la rétine. Celles-ci affectent principalement les photorécepteurs et les
cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien. Leur prévalence est estimée a 1 naissance sur 4000
(Hartong et al., 2006). L’identification d’une partie des genes impliqués dans ces pathologies, a
permis le développement de stratégies de thérapie génique.

Or, la réussite d’un protocole de transfert de géne thérapeutique, que ce soit dans I’eil ou dans
d’autres organes, dépend principalement de 4 paramétres. (1) Une distribution efficace du vecteur
dans les organes ciblés. (2) L’utilisation d’un vecteur ayant un bon tropisme pour les cellules
d’intérét, et permettant de transporter efficacement le transgéne thérapeutique dans le noyau des
cellules d’intérét. (3) L’expression stable du transgéene thérapeutique a un niveau adequat. (4) La
minimisation des réactions immunes et cytopathiques déléteres au transfert de géne thérapeutique et

associées au vecteur viral ou au transgéne.

De ce fait, les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAVr) ont émerges comme des vecteurs de
choix dans le développement de stratégies de thérapie génique pour le traitement des pathologies
génétiques de la rétine. D’une part, les AAVr autorisent la transduction efficace de la plupart des
types cellulaires de la rétine. D’autre part, les AAVr permettent une expression stable du transgene

dans les cellules transduites, tout en induisant une réponse immunitaire minime.

En outre, I’optimisation du transfert de géne passe également par I’optimisation des éléments
génétiques qui composent la cassette d’expression. L’un des principaux leviers de cette optimisation
repose sur le choix du promoteur qui permet de déterminer le niveau d’expression du transgene in
vivo, ainsi que les types cellulaires dans lesquels le transgene sera exprimé (Surace and Auricchio,
2008). On distingue généralement 2 catégories de promoteurs recombinants: les promoteurs
ubiquitaires et les promoteurs spécifiques. Les promoteurs ubiquitaires, tels que les promoteurs CMV
ou CAG, induisent en générale une expression forte dans tous les types cellulaires de la rétine (Ali et
al., 1996; Stieger et al., 2008). Les promoteurs spécifiques, tels que les promoteurs rhodopsine et
rhodopsine Kinase, restreignent I’expression du transgene a un seul type cellulaire, tout en induisant
une expression plus ou moins forte du transgene (Khani et al., 2007; Zack et al., 1991). Ainsi, le
choix du promoteur est crucial pour assurer un niveau d’expression du transgene suffisant pour
induire un effet thérapeutique dans les cellules d’intérét, et s’affranchir d’effets potentiellement

déléteres suite a I’expression non désirée du transgéne, dans d’autres cellules.
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Le promoteur recombinant CMV est un promoteur ubiquitaire d’origine virale, qui dérive du
promoteur du géne viral IE1/2 du cytomégalovirus humain (CMV MIEP). Le promoteur recombinant
CMV a éte largement utilisé en transfert de géne dans la rétine, comme dans d’autres organes, car sa
taille réduite (environ 600 pb), facilite son intégration dans les cassettes d’expression des vecteurs
AAVr dont la capacité cargo est limitée a 4,7 Kb (Wu et al., 2010). En outre, il permet une
expression forte dans de nombreux types cellulaires dont ceux de la rétine (Bennett et al., 1999;
Stieger et al., 2008).

Or, le promoteur sauvage CMV MIEP est régulé dans de nombreux types cellulaires par plusieurs
voies de signalisation et facteurs de transcription endogeénes (figure 26). Ainsi, I’activation et
I’inhibition du promoteur CMV MIEP sont dépendantes de I’activation ou de I’inhibition de ces
voies de signalisations cellulaires, qui sont elles-mémes régulées par des événements physiologiques
des cellules, la stimulation des cellules par des neurotransmetteurs ou encore des hormones (Sinclair
and Sissons, 2006). Parmi les voies de signalisations identifiées comme regulant de fagon puissante
le promoteur sauvage CMV MIEP, Hunninghake et coll. ont mis en évidence que la stimulation de la
voie de signalisation AMP cycligue (AMPc/PKA) permet d’induire fortement I’activation du
promoteur CMV MIEP dans les Ly naifs (Hunninghake et al., 1989; Sands and Palmer, 2008). De
plus, les auteurs ont montré que cet effet est dépendant de la présence dans I’enhancer du promoteur
sauvage CMV MIEP, de 5 séquences répétées de 19 pb. Or ces 5 séquences répétées portent chacune
une séquence consensus de type « CAMP Responding Element » (CRE) : 5’-ATTGACGTCAAT-3’.
Plus tard, Keller et coll., ainsi que Cuevas-Bennett and Shenk, ont montré que I’activation du
promoteur CMV MIEP induite par la stimulation de la voie de signalisation AMPc/PKA, passe par la
phosphorylation et I’activation des facteurs de transcription CREB/ATF (CAMP Responding Element
Binding protein/Activating Transcription Factor), ainsi que par la fixation de ces facteurs de
transcription au niveau de I’enhancer sur les séquences consensus CRE (Cuevas-Bennett and Shenk,
2008; Keller et al., 2007).

Il est important de noter que le promoteur recombinant CMV, conserve 4 des 5 séquences CRE dans
sa séquence génétique, et que celles-ci sont fonctionnelles dans le contexte du transfert de gene in
vivo. En effet, Salem et coll. ont construit un vecteur adénovirus exprimant le géne rapporteur -
galactosidase sous le contréle du promoteur recombinant CMV, puis ce vecteur fut injecté in vivo
chez le cochon afin de transduire les vaisseaux coronaires (Salem et al., 2006). Les auteurs ont
ensuite montré que I’expression du transgene pouvait étre inhibée a plus de 80% apres
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I’administration orale d’un B bloquant, qui induit I’inhibition de la voie de signalisation AMPc, et
des voies de signalisation associées, dont dépend I’activation des facteurs de transcription CREB et
ATF.

Les facteurs de transcription CREB/ATF sont ubiquitaires, et sont régulés de facon dynamique in
vivo dans la plupart des cellules eucaryotes, par de nombreuses voies de signalisation (Mayr and
Montminy, 2001). Ces voies de signalisation induisent I’activation des kinases cellulaires telles que
la protéine kinase A (PKA) ou la protéine kinase G (PKG), qui a leur tour activent CREB/ATF en les
phosphorylant. Ceci a pour conséquence la dimerisation de CREB/ATF sur les promoteurs
présentant des séquences CRE, et le recrutement du complexe d’initiation de la transcription
(Shaywitz and Greenberg, 1999). Or, ces voies de signalisation sont elles-mémes régulées par une
grande variété d’evénements physiologiques et pathologiques, tels que les variations de potentiel
membranaire, I’influx intracellulaire d’ions calcium (Ca2+), la stimulation des cellules par des
neurotransmetteurs ou des hormones, ou encore les variations de pH (Johannessen et al., 2004).
Parmi ces voies de signalisation, les voies dépendantes de I’AMP cyclique (AMPc/PKA), et du GMP
cycligue (GMPc/PKG) ont été decrites comme pouvant induire la phosphorylation et I’activation des
facteurs de transcription CREB/ATF (figures 27 et 28) (Mayr and Montminy, 2001; Pilz and
Casteel, 2003; Shaywitz and Greenberg, 1999).

Dans les photorécepteurs, ces voies de signalisation AMPc/PKA et GMPc/PKG ont été décrites
comme étant fortement régulées par la lumiére, via I’activation et I’inactivation de la cascade de
phototransduction (figure 28) (Burns and Arshavsky, 2005; Jackson et al., 2009; Zhang and Cote,
2005). A I’obscurité, la cascade de phototransduction est inactive, et le GMPc est produit en
abondance dans les photorécepteurs par I’enzyme guanylate cyclase (Farber et al., 1981; Orr et al.,
1976). La forte concentration intracellulaire en GMPc ([GMPc]) induit I’ouverture de canaux
ioniques Na+/Ca2+ dépendants du GMPc, et I’augmentation intracellulaire de la concentration en
Ca2+ ([Ca2+]). L’augmentation de [GMPc] induit I’activation de la voie signalisation GMPc/PKG.
L’augmentation de [Ca2+] induit I’activation de I’adénylate cylase dependante du Ca2+ et donc la
production d’AMPc, ce qui induit I’activation de la voie AMPc/PKA. A la lumiére, I’activation de la
cascade de phototransduction induit I’hydrolyse du GMPc et la fermeture des canaux ioniques GMPc
dépendants. En conséquence, la voie GMPc/PKG est inactivée, de méme que la voie AMPCc/PKA via

I’inactivation de I’adénylate cyclase.
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A Régulation de la voie de signalisation GMPc/PKG dans les photorécepteurs
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Figure 28 (début). Schéma des voies de signalisation associées a la cascade de phototransduction, et
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Régulation de la voie de signalisation de I’acide rétinoique dans les photorécepteurs
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Figure 28 (fin). Schéma des voies de signalisation associées a la cascade de phototransduction, et de
leur régulation par la lumiére et I’obscurité dans les photorécepteurs.

(A) La voie de signalisation GMPc/PKG est régulée, entre autres, par la concentration intracellulaire en guanosine
monophosphate cyclique ([GMPc]) qui est produite par la guanylate cyclase. A I’obscurité la [GMPc] est élevée, et
induit I’activation de la protéine kinase dépendante du GMPc (PKG). L’activation de PKG induit la phosphorylation
et I’activation des facteurs de transcription CREB/ATF. A la lumiére, la cascade de phototransduction est activée, et
induit I’hydrolyse du GMPc via la phosphodiéstérase PDE6. La diminution de la [GMPc] induit la perte de
I’activation de PKG et donc de CREB/ATF.

(B) La voie de signalisation AMPc/PKA est régulée par la concentration intracellulaire en calcium ([Ca2+]).
A I’obscurité la [GMPc] est elevée et induit I’ouverture de canaux ionique dépendant du GMPc. L’ouverture de ces
canaux ioniques induit une augmentation de [Ca2+] et I’activation de I’adénylate cyclase 1 (AC1) des
photorécepteurs. L’activation de I’AC1 induit la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), qui a
son tour active la protéine kinase A (PKA). L’activation de PKA induit la phosphorylation et I’activation de
CREB/ATF. A la lumiére, I’activation de la cascade de phototransduction induit I’hydrolyse du GMPc, la fermeture
des canaux ioniques dépendants du GMPc, la diminution de la [Ca2+], et pour finir I’inactivation de AC1 et PKA.

(C) La voie de signalisation de I’acide rétinoique est activée a la lumiére par la dégradation des photopigments en
all-trans-rétinal (ATRA). L’ATRA est transformé en acide rétinoique (AR) par I’enzyme rétinaldéhyde
déshydrogénase. L’AR induit I’activation de facteurs de transcription : les récepteurs de I’acide rétinoique qui ont
été décrits comme activateur du promoteur CMV. A I’obscurité la concentration en ATRA et en AR diminue
fortement, de méme que I’activation des récepteurs a I’acide rétinoique.
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2.1.1. Obijectifs de I’étude stratégies expérimentales

Le but de cette étude est de déterminer si les variations d’exposition a la lumiere environnementale
peuvent induire des variations d’expression d’un transgene lorsque celui-ci est sous le contréle du
promoteur recombinant CMV dans les photorécepteurs, et dans le contexte du transfert de gene par
les vecteurs AAVr simple brin (SSAAV).

> Le premier objectif de cette étude a été d’évaluer un potentiel effet de la lumiére in vivo sur
I’expression de 2 géenes rapporteurs dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR de la
rétine de rat. Les genes rapporteurs que nous avons utilisés sont «I’enhanced green
fluorescent protein » (eGFP) et I’eGFP déstabilisée (dGFP). L’ expression dans la rétine de
ces 2 protéines fluorescentes peut étre suivie in vivo par un examen fluorescent du fond d’ceil,
et par I’observation de coupes de rétine au microscope a fluorescence. En outre, la dGFP
présente I’avantage d’avoir une demi-vie courte (2 heures), qui permet de visualiser in vivo
les variations importantes d’expression du transgéne dans la rétine, si ces variations ont lieu
sur une échelle de quelques heures (Folliot et al., 2003; Li et al., 1998).
Ainsi, nous avons construit des vecteurs AAVr de sérotypes 4 ou 5, exprimant I’eGFP ou la
dGFP, sous le controle des promoteurs recombinants CMV, rhodopsine (RHO) ou rhodopsine
kinase (RK), de facon a comparer dans les photorécepteurs I’effet de la lumiére sur
I’expression de ces transgenes lorsqu’ils sont dirigés par ces 3 promoteurs.
Les vecteurs AAVT de sérotype 4 ou 5 permettent de transduire les cellules de I’EPR seules,
ou en association avec les photorécepteurs, aprés injection sous-rétinienne. Ceci permet
d’évaluer séparément I’effet de la lumiére sur I’expression d’un transgéene dans les cellules de
I’EPR et dans les photorécepteurs.
Finalement, nous avons défini 2 conditions d’exposition a la lumiére auxquelles nous avons
soumis les rats injectés avec ces vecteurs. La 1% condition de lumiére (L/O) correspond & un
éclairage cyclique sur 24 heures : 11 heures de lumiere a 40 Lux, puis 13 heures d’obscurité.
La 2™ condition de lumiére (L/L) correspond & une exposition continue & la lumiére 24
heures sur 24, a environ 350 Lux.
Nous avons ensuite placé les rats injectés avec ces vecteurs dans ces 2 conditions de lumiére,
pendant des périodes de 1 a 7 jours consécutifs, au cours desquelles nous avons suivi
I’expression des génes rapporteurs eGFP et dGFP, in vivo par examen du fond d’ceil par

fluorescence, puis par microscopie a épifluorescence sur coupes de rétine.
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> Le deuxieme objectif de cette étude a été de quantifier I’effet de I’exposition prolongée a la
lumiere, sur I’expression dans la rétine d’un transgéne sous le contrdle du promoteur CMV.
Dans ce but, nous avons construit le vecteur AAV2/5.CMV.EPO exprimant le transgene
érythropoiétine de macaque (EPO) sous le contréle du promoteur CMV. Lorsque le transgéne
EPO est exprimé dans la rétine, il présente I’avantage de sécréter la protéine EPO dans I’ceil
qui est quantifiable par dosage ELISA, apres ponction de la chambre antérieure (PCA). On
peut ainsi corréler la concentration intraoculaire en EPO ([EPQ]), avec le niveau d’expression
du vecteur dans la rétine, comme cela a été montré chez le primate au préalable par notre
équipe (Stieger et al., 2006). Nous avons administré en sous-rétinien le vecteur
AAV2/5.CMV.EPO chez des rats adultes, que nous avons placés successivement en
condition L/O et L/L, puis nous avons dosé la [EPQO] de ces rats en fonction des conditions de
lumiére.
Nous avons aussi eu pour objectif de quantifier les éventuelles variations du niveau des
ARNmM recombinants (ARNm EPO), induites par I’exposition prolongée a la lumiere.
Malheureusement, nous n’avons pu collecter que des résultats préliminaires qui seront

abordés a la fin de cette étude.

» Le troisieme objectif de cette étude a été de déterminer le rble de la cascade de
phototransduction et des voies de signalisation associées, dans I’effet inhibiteur de la lumiére,
sur I’expression du transgéne EPO dans les photorécepteurs, aprés administration sous-
rétinienne du vecteur AAV2/5.CMV.EPO. Dans ce but, nous avons cherché a activer ou
inhiber in vivo les voies de signalisation AMPc/PKA, GMPc/PKG et de I’acide rétinoique, a
I’aide d’agents pharmacologiques. Ces agents pharmacologiques ont été sélectionnés sur la
base d’une étude bibliographique (Tableau 1). Ces agents pharmacologiques ont été decrits
comme étant des activateurs ou des inhibiteurs spécifiques de ces voies de signalisation. Dans
un premier temps, nous avons déterminé leur toxicité oculaire, et la dose maximale injectable.
Dans un deuxiéme temps, nous avons administré I’un de ces agents pharmacologiques, le
zaprinast, qui est un inhibiteur de la cascade de phototransduction chez des rats préalablement
injectés avec un vecteur AAV2/5.CMV.EPO exprimant I’EPO sous le contrdle du promoteur
recombinant CMV. Nous avons ensuite quantifié la concentration intraoculaire en EPO, en
fonction des conditions de lumiére L/O ou L/L, et en fonction de I’administration ou non de

ces agents pharmacologiques.
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22 MATERIEL ET METHODES

2.2.1 Construction des plasmides recombinants

Au cours de cette étude, nous avons construit cing plasmides recombinants (figure 29) par digestions
et ligations enzymatiques in vitro. Ces 5 plasmides dérivent tous du plasmide recombinant
SSV9.CMV.eGFP décrit dans une étude précédente (Zhang et al., 1999) et qui porte les ITR de
’AAV2 :

> Le plasmide SSV9.CMV.eGFP porte le promoteur recombinant CMV, I’ADN complémentaire
(ADNC) de I’eGFP et le signal de polyadénylation (polyA) SV40 qui dérive du virus simien 40.
Le promoteur CMV a une taille de 603 pb, et dérive directement du promoteur viral du géene

« immediate early gene 1 » (IE1) du virus cytomégalovirus humain.

> Le plasmide SSV9.CMV.dGFP a été construit en remplacant I’ADNc de I’eGFP présent dans la
cassette d’expression du plasmide SSV9.CMV.eGFP, par celui de la dGFP.

» SSVO.RHO.dGFP a été construit a partir du plasmide SSV9.CMV.dGFP, en remplacant le
promoteur CMV par le promoteur rhodopsine d’origine bovine (RHO) dont la taille est 2561 pb
(Zack et al., 1991).

» SSVO9.RK.AGFP a été construit a partir du plasmide SSV.CMV.dGFP, en remplacant le
promoteur CMV par le promoteur rhodopsine kinase d’origine humaine (RK) dont la taille est
204 pb (Khani et al., 2007).

» SSVO9.CMV.EPO a été construit a partir du plasmide SSV9.CMV.eGFP en remplagant I’ADNc
de I’eGFP par celui de I’EPO, et le polyA SV40 par le polyA BGH polyA.

2.2.2. Production des vecteurs AAV recombinants

Au cours de cette étude nous avons utilisé 7 vecteurs AAVr produits a partir des plasmides
recombinants cités ci-dessus. Ces vecteurs AAVr sont soit de sérotype 4, afin de pouvoir transduire
exclusivement les cellules de I’EPR apres injection sous-rétinienne, soit de sérotype 5, afin de

transduire les cellules de I’EPR ainsi que les photorécepteurs apres injection sous-rétinienne :

> Les vecteurs AAV2/4.CMV.eGFP et AAV2/5.CMV.eGFP ont été produits a partir du plasmide
SSV9.CMV.eGFP, et leur concentration est respectivement de 3.10™ et 10.10* génome vecteur

par mL (vg/mL).

> Les vecteurs AAV2/4.CMV.dGFP et AAV2/5.CMV.dGFP ont été produits a partir du plasmide
SSV9.CMV.dGFP, et leur concentration est respectivement 3.10"" et 6.10™ vg/mL.
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> Le vecteur AAV2/5.RHO.dGFP a été produit a partir du plasmide SSV9.RHO.dGFP, et sa

concentration est 16.10™ vg/mL.

» Le vecteur AAV2/5.RK.dGFP a été produit a partir du plasmide SSV9.RK.dGFP, et sa
concentration est 9.10*" vg/mL.

» Le vecteur AAV2/5.CMV.EPO a été produit a partir du plasmide SSV9.CMV.EPO, et sa

concentration est 25.10™ vg/mL.

Les vecteurs recombinants utilisés dans cette étude ont été produits par la plateforme de

production de vecteurs précliniques de I’université de Nantes (www.vectors.nantes.inserm.fr). La

méthode de production de ces vecteurs est la méthode de double transfection transitoire en cellules
HEK293, dérivée de la méthode décrite par Rabinowitz et coll. (Rabinowitz et al., 2002). Les
cellules HEK293 sont des cellules humaines embryonnaires transformées par I’intégration dans leur

génome d’une copie du géne E1 de I’adénovirus.

Briévement, les HEK293 sont transfectées avec deux plasmides recombinants par la méthode
de précipitation de I’ADN par le phosphate de calcium. Le premier plasmide contient une cassette
d’expression flanquée des ITR de I’AAV2, dans notre étude ce premier plasmide correspond a I’un
des plasmides recombinants décrits dans la section précédente. Le second plasmide contient les
différents génes nécessaires a la production de I’AAVr qui sont (1) les genes auxiliaires de
I’adénovirus E2, E4 et VA, (2) le géne REP de I’AAV2 (3) le gene CAP spécifique du sérotype de
I’AAV dans lequel on souhaite produire le vecteur. Les cellules HEK293 transfectées sont récoltees
environ 46 a 72 heures post-transfection, puis lysées par plusieurs cycles de congélation-
décongélation. La purification des particules se fait ensuite par ultracentrifugations sur gradients de
chlorure de césium (Salvetti et al., 1998; Snyder and Flotte, 2002). La titration des vecteurs
recombinants purifiés est ensuite effectuée par la méthode de dot-blot décrite par Salvetti et coll.
(Salvetti et al., 1998).
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A m— CMV = eGFP = SV40pA —ﬁ
B m— CMV = dGFP = SV40pA —m
C m— RK = dGFP = SV40pA —m
D m— RHO = dGFP ~ SV40pA —m
E ﬁ— CMV = EPO = BGHpA —m

Figure 29. Schéma des vecteurs AAV recombinants (AAVr).

Le génome des vecteurs AAVr est flanqué des séquences ITR de I’AAV2, pour permettre la production des
vecteurs AAVr et leur expression dans le noyau des cellules transduites. Chaque vecteur est composé d’une
cassette d’expression formée d’un promoteur, d’un transgéne sous la forme d’un ADN complémentaire
(ADNC), et une séquence de polyadénylation (polyA).

(A)Vecteur exprimant la protéine fluorescente « enhanced green fluorescent protein » (eGFP) sous le contrdle
du promoteur recombinant CMV de 603pb, et flanqué du SV40 polyA dérivé du virus simien 40.

(B)Vecteur exprimant la protéine fluorescente eGFP déstabilisée (dGFP) sous le contrdle du promoteur
recombinant CMV, et flanqué du SVV40 polyA.

(C)Vecteur exprimant la dGFP sous le contréle du promoteur rhodopsine kinase humain (RK) de 204pb, et
flanqué du SV40 polyA. Ce vecteur a été construit dans la plasmide SSV9.RK.dGFP.

(D)Vecteur exprimant la dGFP sous le contréle du promoteur rhodopsine bovin (RHO) de 2561pb, et flanqué
du SV40 polyA.

(E)Vecteur exprimant I’érythropoiétine de macaque (EPO) sous le controle du promoteur CMV, et flanqué
d’un polyA dérivé du gene de I’hormone de croissance bovine (BGH polyA).
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2.2.3. Injection sous-rétinienne des vecteurs AAVr

Cette étude a été réalisée sur des rats albinos Wistar adultes agés d’environ 2 mois. Toutes les
expériences ont été réalisées en conformité avec la déclaration sur l'utilisation des animaux dans la
recherche ophtalmologique de I’ARVO. L’ensemble des expériences in vivo, ont eu lieu a I’école

véterinaire de Nantes (ONIRIS), dans le centre de Boisbonne.

Les rats sont endormis par anesthésie gazeuse a I’isofluorane (5%), puis par injection
intramusculaire d’un mélange de kétamine (mg) et xylazine (mg). L’injection sous-rétinienne de ces
vecteurs AAVT a été réalisée a la dose d’environ 1.10° vg par ceil, pour un volume d’injection total
de 4 a 5uL. La méthode d’injection sous-rétinienne utilisée est réalisée par voie trans-sclérale et
trans-choroidienne. Cette méthode a été décrite dans une étude précédente par Rolling et coll.
(Rolling et al., 1999). Brievement, la pupille des rats est dilatée par administration locale de
tropicamide et de néosynéphrine. Un tunnel est ensuite percé a travers la tunique sclérale et la
choroide pour avoir accés a la rétine. Enfin, une seringue Hamilton a aiguille 33 gauge (33G) est
chargée avec la solution de vecteur mélangée avec 1uL de fluorescéine diluée, puis I'aiguille est
montée sur un cadre stéréotaxique. La seringue est inserée dans I’espace sous-rétinien, et la solution
de vecteur y est injectée pour former une bulle d’injection entre I’EPR et les photorécepteurs. La
présence de fluorescéine dans la solution de vecteur permet de visualiser la bulle d’injection sous-
rétinienne par fluorescence a I’angiographe, et donc de vérifier que I’injection a été réalisée

correctement.

Nous avons injecté les 7 vecteurs AAVr dans autant de groupes distincts de rats, afin de
pouvoir évaluer I’effet de la lumiére, le quantifier et évaluer I’effet d’agent pharmacologique sur

I’expression dans la rétine :

» Afin d’évaluer dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs, I’effet de la lumiére sur
I’expression in vivo d’un transgene dirigé par le promoteur CMV, nous avons procédé a
I’injection sous-rétinienne des vecteurs suivants : AAV2/4.CMV.eGFP, AAV2/5.CMV.eGFP,
AAV2/4.CMV.dGFP et AAV2/5.CMV.dGFP, AAV2/5.RHO.dGFP et AAV2/5.RK.dGFP.

Chaque vecteur a été injecté de facon bilatérale chez 4 rats.

En outre, nous avons injecté les vecteurs AAV2/4.CMV.dGFP et AAV2/5.CMV.dGFP chez 4
rats supplémentaires pour chacun de ces vecteurs, afin de pouvoir analyser leur expression par

microscopie a fluorescence.

> Afin de quantifier I’effet de la lumiere sur I’expression d’un transgéne sous le contréle du

promoteur CMV, dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs, nous avons injecté le vecteur
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AAV2/5.CMV.EPO chez 6 rats. Puis nous avons quantifié I’expression du transgene EPO en

fonction des conditions de lumiére.

> Afin de déterminer le role de la cascade de phototransduction et de la voie GMPc/PKG, dans
I’effet de la lumiere sur I’expression du transgene EPO dans la rétine, nous avons procédé a
I’injection sous-rétinienne du vecteur AAV2/5.CMV.EPO chez 6 rats. Nous avons ensuite
quantifié la concentration intraoculaire en EPO, en fonction des conditions de lumiere L/O et

L/L, et en fonction de I’administration d’agents pharmacologiques.

2.2.4 Protocole d’exposition a la lumiére

Au cours de cette étude, les rats ont éte placés par couple, dans des cages transparentes, avec de la
nourriture et de I’eau a volonté. Les rats sont libres de leurs mouvements dans les cages. Les piéces
dans lesquelles les rats ont été hébergés disposent d’un environnement régulé pour la température

(environ 21°C) et pour la ventilation.

Au cours de cette étude, les rats ont eté soumis alternativement a 2 conditions d’exposition a la

lumiere :

> La premiere condition de lumiere (lumiere/obscurité ou L/O) correspond a un éclairage cyclique
sur 24 heures, constitue d’une période de 11 heures d’eclairage a 40-50 Lux, suivie d’une période
de 13 heures d’obscurité. Cette condition de lumiére correspond a ce qui est classiquement trouveé

en animalerie rongeur, et correspond a une condition d’éclairage d’intensité faible.

» La seconde condition de lumiére (lumiére/lumiére ou L/L) correspond a un éclairage continu, 24
heures sur 24, a une intensité d’environ 300 a 400 Lux. Cette condition de lumiere correspond a
une condition d’éclairage d’intensité modéree. Cette condition de lumiére n’induit pas de Iésions
de la rétine, et seules des intensités beaucoup plus grandes, de I’ordre de 2000 Lux et plus, sont
déléteres pour la rétine (Allocca et al., 2007; Noell et al., 1966; Rattner et al., 2008).

2.2.5 Observation in vivo de I’expression des transgénes eGFP et dGFP

L’expression des genes rapporteurs eGFP et dGFP dans la rétine, a été observée in vivo a I’aide d’un
angiographe, chez tous les rats injectés avec un vecteur exprimant I’eGFP ou la dGFP. Le signal
fluorescent émis par ces protéines eGFP et dGFP dans la rétine des rats a ainsi pu étre photographie.
Ces observations ont été réalisées apres avoir endormi les rats par anesthésie gazeuse (isofluorane
5%) et a I’aide d’un angiographe Canon UIV (Lhedipoh Win Software, Lhéritier SA, Saint-Ouen-

I’Aumone, France).
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Les photographies des fonds d’ceil en fluorescence ont été réalisées a heure fixe, entre 9n30 et vers
11h00 du matin, avec des paramétres d’acquisition propres a chaque animal tout au long de la

cinétique d’observation.

2.2.6 Observation au microscope a fluorescence des rétines

Les rats ont été anesthésiés par injection intramusculaire de kétamine et de xylasine, puis euthanasiés
par injection intracardiaque d’une dose létale de sodium de pentobarbital. Leurs yeux ont été ensuite
énucléés et fixés par incubation dans un bain de para-formaldehyde a 4%, pendant 40 minutes, a

température ambiante.

Les yeux sont ensuite disséques pour enlever le segment antérieur de I’ceil, ainsi que le cristallin et le
vitré. Le segment postérieur de I’ceil est ensuite disséqué a I’aide d’un microscope opératoire, pour
obtenir 4 pétales de segment postérieur. Chaque pétale de segment postérieur est constitué de la
rétine, de la choroide et de la sclére sous-jacente. Ces 4 pétales sont ensuite plongés dans un milieu
d’inclusion cryo-protecteur, le tissutek (Sakara Fineteck, Torrance, CA, USA), avant d’étre congelés

dans I’azote liquide.

Finalement, ces pétales sont coupés au cryostat (Leica Microsystemes SAS, Nantéerre, France) pour
obtenir des coupes congelées de 18um d’épaisseur. Ces coupes sont ensuite, soit observées
directement au microscope a épi-fluorescence (Nikon, Champigny-sur-Marne, France), soit colorées

a I’hématoxyline-éosine-safran (HES) puis observées en microscopie a lumiére blanche.

2.2.7 Dosage de la concentration intraoculaire en érythropoiétine

La concentration intraoculaire en érythropoiétine ([EPO]) des rats injectés avec le vecteur
AAV5.CMV-EPO, a été dosée a partir d’échantillons de I’humeur aqueuse et a I’aide d’un kit de
dosage ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay) (Quantikine IVD, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Pour cela, les rats sont endormis par anesthésie gazeuse a I’isofluorane
(5%), puis une ponction de la chambre antérieure de I’ceil est realisee a I’aide d’une seringue a
insuline 30G. La quantification de la [EPO] est réalisée par dosage ELISA et exprimée en milli

unités internationales par mL (mUI/mL).

2.2.8 Préparation des agents pharmacologiques et évaluation de leur toxicité

Au cours de cette étude, nous avons souhaité déterminer le role de la cascade de phototransduction et
des 3 voies de signalisation associées, dans I’effet de la lumiére sur I’expression du transgene EPO
dans les photorécepteurs. Ces 3 voies de signalisation sont schématisées figure 28 : (A) la cascade de
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phototransduction et la voie de signalisation GMPc/PKG, (B) la voie de signalisation AMPC/PKA,
(C) la voie de signalisation de I’acide rétinoique.

Pour cela, nous avons effectué une étude bibliographique avancée, et nous avons sélectionné 5 agents
pharmacologiques activateurs ou inhibiteurs, et ciblant spécifiquement I’une de ces voies de

signalisation :

> Le zaprinast (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) est un inhibiteur de I’enzyme
phosphodiéstérase 6 (PDE6) (figures 6 et 28A) (Zhang et al., 2005). PDE6 est une enzyme
essentielle de la cascade de phototransduction, dont le rdle est d’hydrolyser le GMPc en GMP, et
de diminuer la concentration intracellulaire en GMPc. De ce fait, PDE6 est aussi impliqué dans la
voie de signalisation GMPc/PKG (Burns and Arshavsky, 2005).

» Le CPT-cAMP et le RP-cAMP (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) sont des analogues non
dégradables de I’AMPc. Le CPT-cCAMP est un activeur réversible de la voie de I’AMPCc/PKA,
tandis que le RP-cAMP est un inhibiteur réversible (figure 28B) (Fukuhara, 2004).

> Le all-trans-rétinal (Calbiochem, Nottingham, UK), et le RO 41-5253 (Enzo Life Sciences,
Exeter, UK) sont respectivement un activateur et un inhibiteur des récepteurs de I’acide
rétinoique. Le promoteur recombinant CMV dispose de 3 sites de liaisons aux récepteurs de

I’acide rétinoique, dans sa séquence génetique (McVey et al., 2008).

Tous ces agents pharmacologiques ont été achetés sous forme de poudre déshydratée, puis dissouts
dans une solution de tampon physiologique (Bausch&Lomb, Waterfold, Ireland) pour les molécules
CPT-cAMP et RP-cCAMP, tandis que les molécules zaprinast, all-trans-rétinal et RO 41-5253 ont été
dissoutes en diméthyle sulfoxide.

La concentration des solutions meres pour ces différents agents pharmacologiques est 184mM pour
le zaprinast, 5 mM pour le CPT-cCAMP, 20 mM pour le RP-cCAMP, 41mM pour le all-trans-rétinal, et
103 mM pour le RO 41-5253. Toutes les solutions d’agents pharmacologiques ont été diluées dans

une solution tampon physiologique, avant d’étre injectées in vivo.

Pour chaque molécule, la toxicité oculaire a été déterminée en administrant ces molecules a 3
concentrations croissantes, qui sont presentées dans le tableau 1. Afin de surveiller I’apparition
d’événements inflammatoires ou dégénératifs dans les yeux des rats aprés I’injection de ces agents
pharmacologiques, nous avons examiné le fond d’ceil des rats pendant au moins 3 semaines post-

injection.
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2.2.9 Analyses statistigues

Les moyennes et les déviations standards (SD) pour les différents groupes expérimentaux ont été
calculées. L’analyse statistique des valeurs expérimentales a été réalisée par le test de Student non
apparié ou apparié, a I’aide du logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla CA, CA,
USA). On considere comme statistiquement significative, la difféerence entre 2 valeurs ou groupes

experimentaux, pour une valeur de p inférieure a 0,05.

2.3 RESULTATS

2.3.1 Evaluation de I’expression des transgénes eGFP et dGFP sous le contrdle du promoteur

CMV, dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR, en fonction des conditions de lumiéere L/O et
L/L

Dans la premiére partie de cette étude, nous avons cherché a déterminer I’effet de I’exposition
prolongée a la lumiere, sur I’expression de plusieurs vecteurs exprimant I’eGFP ou la dGFP sous le
contréle du promoteur CMV.

a. Evaluation de I’effet de la lumiére dans les cellules de I’EPR

Afin de déterminer I’effet de I’exposition prolongée a la lumiere sur I’expression de ces transgénes
dans les cellules de I’EPR, nous avons administré a des rats adultes 2 vecteurs AAVr de serotype 4
en sous-rétinien, dont le tropisme est restreint aux cellules de I’EPR (Weber et al., 2003) : les
vecteurs AAV2/4.CMV.eGFP (n=4) et AAV2/4.CMV.dGFP (n=8).

Jusqu’a 1 mois post-injection, les rats injectés avec ces vecteurs ont été placés en condition L/O, puis
I’expression des transgénes eGFP et dGFP dans les cellules de I’EPR a été observée in vivo par
photographie du fond d’ceil en fluorescence (figures 30A et 31A). L’expression de ces transgenes
dans les cellules de I’EPR, se traduit par un signal fluorescent d’aspect moucheté ou piquete,

caractéristique de la forme hexagonale des cellules de I’EPR.

Nous avons ensuite placé successivement ces rats en condition de lumiére cyclique (Lumiére 11h:
Obscurité 13h, L/O) et de lumiere continue (Lumiére/Lumiére, L/L), pour des périodes de 4 jours
consécutifs. A la fin de chaque période de 4 jours, nous avons observé et photographié I’expression
des transgenes eGFP et dGFP dans I’EPR (figures 30A et 31A) :

> Aprés 4 jours en condition L/O, le signal fluorescent émis par I’eGFP et la dGFP est fort, et

localisé uniquement dans les cellules de I’EPR, que ce soit pour les rats injectés avec le vecteur
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AAV2/4.CMV.eGFP ou AAV2/4.CMV.dGFP. Nous n’avons pas observé de variations dans

I’intensité ou la topographie du signal fluorescent au cours de la période d’exposition en L/O.

> Aprés 4 jours en condition L/L, le signal fluorescent dans la rétine des rats injectés avec les
vecteurs AAV2/4.CMV.eGFP et AAV2/4.CMV.dGFP, est identique a ce qu’il était en condition
L/O. Nous n’avons pas observé de variations d’intensité ou de topographie du signal, méme apres

10 jours d’exposition consécutifs en condition L/L.

> Nous avons confirmé ces observations, par I’analyse au microscope a fluorescence des coupes
congelées des rétines de rats AAV2/4.CMV.AdGFP exposées a ces 2 conditions de lumiére (figure
32B).

> Le passage d’une condition de lumiére & une autre, n’induit pas de variations dans I’intensité ou

la topographie du signal fluorescent dans la rétine (figure 30A et 31A).

Ces résultats suggérent que I’expression des transgénes eGFP et dGFP dans les cellules de I’EPR,
n’est pas affectée par I’exposition prolongeée a la lumiere, lorsque ces transgénes sont sous le contréle

du promoteur CMV.

En outre, I’observation au microscope de ces coupes de rétine n’a pas mis en évidence d’effets

déléteres sur la retine, suite a I’exposition prolongée a la lumiere pour une intensité de 300-400 Lux.

Ces résultats suggerent aussi que I’exposition des rats de fagon prolongée a la lumiére n’induit pas le
bleaching de I’eGFP ou de la dGFP dans la rétine. Le phénoméne de bleaching correspond a la
diminution de I’intensité d’un signal fluorescent, suite a I’exposition prolongée ou intense a une
source de lumiere, ce qui induit la dénaturation de la protéine fluorescent. Ce phénoméne a éte

observé et decrit in vitro, mais jamais in vivo a notre connaissance.
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Figure 30. Observation in vivo de I’expression des vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.eGFP dans
la rétine de rats, apres exposition successive aux conditions d’éclairage L/O et L/L.

Les vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.eGFP ont été administrés en sous-rétinien chez des rats, pour transduire
spécifiquement les cellules de I’EPR, ou en association avec les photorécepteurs.

A 1 mois post-injection les rats injectés ont été placés alternativement dans les conditions de lumiéres L/O et
L/L, pendant des périodes de 4 jours consécutifs, puis I’expression de I’eGFP dans la rétine a été observée par
photographie du fond d’ceil en fluorescence. La condition de lumiére L/O correspond a un éclairage cyclique sur
24 heures (11 heures de lumiére a 40 Lux: 13 heures d’obscurité), tandis que la condition de lumiére L/L
correspond a un éclairage continue 24 heures sur 24, a 300-400 Lux.

(A)Expression de I’eGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/4.CMV.eGFP. En conditions L/O
et L/L, I'expression de I’eGFP est restreinte aux cellules de I’EPR. L’exposition alternée aux conditions de
lumiére L/O et L/L, n’induit pas de modification du profil d’expression de I’eGFP dans la rétine.

(B)Expression de I’eGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/5.CMV.eGFP. En conditions L/O
et L/L, I’expression de I’eGFP est localisée dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs. L’exposition
successive aux conditions de lumiére L/O et L/L, n’induit pas de modification du profil d’expression de I’eGFP
dans la rétine.
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Figure 31. Observation in vivo de I’expression des vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.dGFP dans
la rétine de rats, apres exposition alternée aux conditions d’éclairage L/O et L/L.

Les vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.AGFP ont été administrés en sous-rétinien chez des rats adultes, pour
transduire spécifiquement les cellules de I’EPR seules, ou en association avec les photorécepteurs.

A 1 mois post-injection les rats ont été placés successivement dans les conditions de lumiéres L/O et L/L,
pendant des périodes de 4 jours consécutifs, puis I’expression de la dGFP dans la rétine a été observée par
photographie du fond d’ceil en fluorescence.

(A)Expression de la dGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/4.CMV.dGFP. En conditions
L/O et L/L, I’expression de la dGFP est restreinte aux cellules de I’EPR. L’ exposition successive des rats aux
conditions de lumiere L/O et L/L, n’induit pas de modifications du profil d’expression de la dGFP.

(B)Expression de la dGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/5.CMV.dGFP. En condition
L/O, I’expression de la dGFP est localisée dans les cellules de I’'EPR et les photorécepteurs, tandis qu’en
condition L/L, I’expression de la dGFP est localisée uniquement dans les cellules de I’EPR. L’exposition
successive des rats aux conditions de lumiére L/O et L/L, induit la disparition du signal fluorescent dans les
photorécepteurs de facon réversible et reproductible.
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b. Evaluation de I’effet de la lumiére dans les photorécepteurs.

De la méme fagon, nous avons cherché a déterminer I’effet de I’exposition prolongée a la lumiere,
sur I’expression de ces transgenes dans les photorécepteurs. Dans ce but, nous avons administré a des
rats adultes, 2 vecteurs AAVr de sérotype 5 en sous-rétinien, dont le tropisme permet la transduction
des photorécepteurs et des cellules de I’EPR (Lotery et al., 2003; Yang et al., 2002) : les vecteurs
AAV2/5.CMV.eGFP (n=4) et AAV2/5.CMV.dGFP (n=8).

L’expression de ces 2 vecteurs AAV2/5, se traduit dans les photorécepteurs par un signal fluorescent
d’aspect fin, uniforme et homogéne dans la rétine, qui se superpose au signal fluorescent d’aspect
moucheté émis par les cellules de I’EPR (figures 30B et 31B).

A 1 mois post-injection, nous avons placé successivement les rats injectés en conditions L/O et L/L,
pour des périodes de 4 jours consécutifs. A la fin de chaque période de 4 jours, nous avons observé et
photographié I’expression des transgénes eGFP et dGFP dans les photorécepteurs et I’EPR (figures
30B et 31B).

Nous avons d’abord observeé I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.eGFP dans la rétine en fonction
des conditions de lumiére L/O et L/L. Ce vecteur exprime la protéine eGFP qui est utilisé

classiguement en transfert de géne in vivo, et dont la demi-vie est d’environ 48-72 heures.

> Aprés 4 jours en condition L/O, le signal fluorescent émis par I’eGFP est intense dans les
photorécepteurs et les cellules de I’EPR (figure 30B). Nous n’avons pas observé de variations
dans I’intensité ou la topographie du signal fluorescent au cours de la période d’exposition en
L/O.

> Apres 4 jours en condition L/L, le signal fluorescent émis par I’eGFP dans la rétine, est identique

a ce qu’il était en condition L/O (figure 30B).

> Le passage successif d’une condition de lumiére a I’autre, n’induit pas de variations d’intensité
ou de topographie du signal fluorescent dans la rétine.

Nous avons ensuite observé I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.dGFP dans la rétine, en fonction
des conditions de lumiére L/O et L/L. Ce vecteur exprime la protéine eGFP déstabilisée (dGFP) dont

la demi-vie est d’environ 2-4 heures.

> Apres 4 jours en condition L/O, le signal fluorescent émis par la dGFP est intense et stable dans
les photorécepteurs et les cellules de I’EPR, pour les rats injectés avec les vecteurs
AAV2/5.CMV.dGFP. Nous n’avons pas observé de variations dans I’intensité ou la topographie
du signal fluorescent au cours de la période d’exposition en L/O (figure 31B).
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> Cependant, apres 4 jours d’exposition a la condition L/L, le signal fluorescent émis par la dGFP
disparait completement des photorécepteurs, mais persiste a I’identique dans les cellules de
I’EPR, chez les rats injectés avec le vecteur AAV2/5.CMV.dGFP (figure 31B).

» L’analyse en microscopie a fluorescence de coupes de rétines de rats injectés avec le vecteur
AAV2/5.CMV.dGFP, a permis de confirmer qu’en condition L/O, I’expression de la dGFP est
présente dans les photorécepteurs et les cellules de I’EPR, tandis qu’en condition L/L, la dGFP

est exprimée uniquement dans les cellules de I’EPR (figure 32A).

> Le passage de la condition L/O a L/L ou inversement, induit la modification systématique du
profil d’expression de la dGFP dans la rétine pendant toute la cinétique (figure 33) :

0 Le passage de la condition L/O vers la condition L/L, induit dans les 24 a 48 heures qui
suivent I’exposition a la condition L/L, la disparition du signal dGFP présent dans les

photorécepteurs. Le signal fluorescent dans les cellules de I’EPR reste quant a lui stable.

0 Le passage de la condition L/L vers la condition L/O, induit dans les 24 a 48 heures qui
suivent I’exposition a la condition L/O, la réapparition du signal dGFP dans les

photorécepteurs. Le signal fluorescent dans les cellules de I’EPR reste quant a lui stable.

Ces résultats montrent pour la premiére fois, que I’exposition prolongée a la lumiéere induit la
répression du vecteur AAV2/5.CMV.dGFP sous le contrdle du promoteur CMV, dans les
photorécepteurs mais pas dans les cellules de I’EPR.

Nous avons aussi montré que ces variations d’expression ne peuvent étre observées qu’avec I’aide du
géne rapporteur dGFP. La différence d’expression des vecteurs AAV2/5.CMV.dGFP et
AAV2/5.CMV.eGFP dans la rétine en fonction des conditions de lumiere, s’explique par la
différence importante de stabilité cellulaire entre I’eGFP et la dGFP. La demi-vie courte de la dGFP
(<2 heures) ne permet pas I’accumulation intracellulaire de la dGFP, et permet ainsi de visualiser in
vivo et en « temps réel », les variations d’expression du transgene dGFP dans la rétine (Folliot et al.,

2003), contrairement a I’eGFP qui a une latence cellulaire beaucoup trop importante.
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Figure 32. Observation au microscope a fluorescence de coupes transversales de rétine de rats
injectés avec les vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.AGFP, aprés exposition aux conditions de
lumiére L/O ou LL.

Les vecteurs AAV2/4 et AAV2/5.CMV.AdGFP ont été injectés en sous-rétinien chez des rats adultes, pour
transduire respectivement les cellules de I’EPR seules (epr), ou en association avec les photorécepteurs (cne).
Les rats ont été placées pendant 4 jours consécutifs en condition de lumiére L/O ou L/L, avant d’étre
euthanasiés. Les rétines ont été coupées, puis I’ADN nucléaire a été marqué au DAPI (bleu).

(A) En condition L/O, I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.dGFP est localisée dans les photorécepteurs et
I’EPR (epr). En condition L/L, I’expression du vecteur AA2/5.CMV.dGFP est localisée uniquement dans le
I’EPR.

(B) En conditions L/O et L/L, I’expression du vecteur AAV2/4.CMV.dGFP est localisée uniguement dans les
cellules de I’EPR.

epr, épithélium pigmentaire rétinien; cne, couche nucléaire externe; cni, couche nucléaire interne; cg, cellules
ganglionnaires. 170
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Figure 33. Observation in vivo de I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.dGFP dans la rétine,
apres une exposition courte aux conditions d’éclairage L/O et L/L.

Le vecteur AAV2/5.CMV.dGFP a été administré en sous-rétinien chez un rat adulte pour transduire les cellules
de I’EPR et les photorécepteurs.

Les rats injectés ont d’abord été placés en condition d’éclairage cyclique (L/O) pendant 7 jours consécutifs, la
photographie en fluorescence du fond d’ceil révéle que I’expression de la dGFP est forte dans les cellules de
I’EPR et les photorécepteurs. Aprés 2 jours en condition d’éclairage continu (L/L), le signal fluorescent émis
par la dGFP disparait des photorécepteurs, mais celui-ci est restauré aprés 2 jours d’exposition en condition
L/O. Le signal fluorescent émis par la dGFP dans les cellules de I’EPR reste stable tout au long de cette
cinétique.
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2.3.2 Evaluation de I’expression dans les photorécepteurs de la dGFP sous le contrdle des

promoteurs rhodopsine et rhodopsine kinase, en fonction des conditions de lumiére L/O et L/L

Nous avons ensuite cherché a déterminer si I’exposition prolongée a la lumiere induit aussi dans les
photorécepteurs, la répression de I’expression du transgene dGFP lorsque celui-ci est sous le contréle
de promoteurs rhodopsine (RHO) ou rhodopsine kinase. Ces 2 promoteurs sont actifs uniquement les
photorécepteurs et sont utilisés couramment en transfert de gene dans la rétine (Bennett et al., 1998;
Flannery et al., 1997; Khani et al., 2007; Lee et al., 2010; Sun et al., 2010; Zack et al., 1991).

Dans ce but, nous avons administré en sous-rétinien et de facon bilatérale, les vecteurs
AAV2/5.RK.AGFP (n=4) et AAV2/5.RHO.dGFP (n=4) chez des rats adultes. L’expression de ces
vecteurs dans la rétine se traduit par un signal fluorescent dGFP restreint aux photorécepteurs (figure
34) (Khani et al., 2007; Zack et al., 1991).

A 1 mois post-injection, nous avons placé ces rats successivement en condition L/O et L/L, pour des
périodes allant jusqu’a 7 jours consécutifs. A la fin de chaque période, nous avons observé et

photographié I’expression du transgéne dGFP dans les photorécepteurs (figures 34) :

» Apres 7 jours en condition L/O, le signal fluorescent émis par la dGFP est relativement faible
dans les photorécepteurs des rats injectés avec le vecteur AAV2/5.RK.dGFP (figure 34A).
Tandis que le signal fluorescent est fort dans les photorécepteurs des rats injectés avec le vecteur
AAV2/5.RHO.dGFP (figure 34B). Aucune variation dans I’intensité ou la topographie du signal
dGFP n’a été observée pour ces 2 promoteurs, au cours de la période d’exposition en L/O.

> Apres 7 jours en condition L/L, le signal fluorescent émis par la dGFP dans la rétine des rats
injectés avec les vecteurs AAV2/5.RK.dGFP et AAV2/5.RHO.dGFP, est respectivement
identique a ce qu’ils étaient en condition L/O (figure 34). En outre, aucune variation du signal
dGFP n’a été observée pour ces 2 promoteurs pendant la période d’exposition L/L, méme apres

10 jours d’exposition consécutifs a la lumiére.

> Le passage successif d’une condition de lumiére a I’autre, n’induit aucune variation du signal

fluorescent dGFP dans la rétine chez les rats injectés avec ces vecteurs (figure 34).
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Figure 34. Observation in vivo de [I’expression des vecteurs AAV2/5.RK.AGFP et
AAV2/5.RHO.dGFP dans la rétine de rats apres expositions prolongée aux conditions
d’eclairage L/O et L/L.

Les vecteurs AAV2/5.RK.dGFP et AAV2/5.RHO.dGFP ont été administrés en sous-rétinien chez des rats
adultes. Leur expression est restreinte aux photorécepteurs car le promoteur rhodopsine kinase humain (RK) et
le promoteur rhodopsine bovin (RHO) sont des promoteurs spécifiques des photorécepteurs.

A 1 mois post-injection les rats injectés avec ces vecteurs ont été placés successivement dans les conditions de
lumiéres L/O et L/L pendant des périodes de 7 jours consécutifs, puis I’expression de la dGFP dans la rétine a
été observée par photographie du fond d’ceil en fluorescence.

(A)Expression de la dGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/5.RK.dGFP. En conditions L/O
et L/L, I’expression de la dGFP est relativement faible dans les photorécepteurs. L’exposition successive aux
conditions de lumiére L/O et L/L, n’induit pas de modification du profil d’expression de la dGFP dans la rétine.

(B)Expression de la dGFP dans la rétine d’un rat injecté avec le vecteur AAV2/5.RHO.dGFP. En conditions
L/O et L/L, I’expression de la dGFP est relativement forte dans les photorécepteurs. L exposition alternée aux
conditions de lumiére L/O et L/L, n’induit pas de modification du profil d’expression de la dGFP dans la rétine.
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Ces resultats suggerent que I’expression du transgene dGFP n’est pas réprimée par la lumiere dans

les photorécepteurs, lorsque I’expression de la dGFP est dirigée par les promoteurs RHO et RK.

Or les vecteurs AAV2/5.CMV.dGFP, AAV2/5.RK.dGFP et AAV2/5.RHO.dGFP ne se distinguent
entre eux que par leur promoteur, le reste de la cassette d’expression étant strictement identique
(figure 29).

De ce fait, ces résultats suggerent que I’effet répresseur de la lumiére sur I’expression du transgene

dGFP dans les photorécepteurs, est dépendant du promoteur recombinant CMV.

2.3.3. Quantification de la concentration intraoculaire en érythropoiétine en fonction des

conditions de lumiére L/O et L/L.

Dans la deuxieme partie de cette étude, nous avons cherche a quantifier I’effet de I’exposition
prolongée a la lumiére sur I’expression d’un transgéne sous le contrdle du promoteur CMV, apres

transfert de géne dans la rétine.

Dans ce but, nous avons utilisé le vecteur AAV2/5.CMV.EPO exprimant I’érythropoiétine (EPO)
sous le contréle du promoteur CMV. L’EPO présente plusieurs avantages comme géne rapporteur

pour cette étude :

> La proteine EPO est stable a la lumiere, et permet de faire complétement abstraction du

phénomene de bleaching.

> L’expression de I’EPO dans les photorécepteurs et I’EPR, aboutit a sa sécrétion dans les

compartiments liquidiens de I’ceil, dont la chambre antérieure (Stieger et al., 2006).

» La concentration intraoculaire en EPO ([EPO]) peut étre quantifiée de fagon répétée par ponction
de la chambre antérieure (PCA) et dosage «ELISA ». En outre, cette concentration est
directement proportionnelle au niveau d’expression du transgéne dans la rétine (Stieger et al.,
2006; Stieger et al., 2007).

» Le turn-over de I’EPO dans les compartiments liquidiens de I’ceil, est de moins de 3 jours. Ceci
permet de corréler les variations importantes de I’expression du transgéene dans la rétine, avec les

variations de concentrations intraoculaires [EPO] mesurées sur des périodes courtes.

> La [EPQ] est égale a 0 mUI/mL chez les rats contrdles et ne varie pas entre les conditions de
lumiére L/O ou L/L.
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Nous avons procedé a I’injection sous-rétinienne du vecteur AAV5.CMV-EPOm chez 6 rats (rats
AAV5.CMV-EPOm), qui ont été placés en condition L/O jusqu’a 2 mois post-injection. Entre 2 et 6
mois post-injection, ces rats ont été placés successivement en conditions L/O et L/L, pendant des
périodes de 7 jours consécutifs (Figure 35). A la fin de chaque période de 7 jours, une ponction de la
chambre antérieure (PCA) a éte realisée sur tous les rats, et nous avons ensuite quantifié les [EPO]
par dosage ELISA :

» Aprés 7 jours en condition L/O, la [EPO] moyenne (n=6) est comprise entre 311 et 458 mUI/mL
(figure 35). Les différentes [EPO] moyennes mesurées apres chaque condition L/O, ne sont pas
significativement différentes entre elles (p>0,05). Nous avons utilisé le test de « Student »

apparié pour analyser les valeurs [EPO] moyennes.

> Apres 7 jours en condition L/L, la [EPO] moyenne est divisée par un facteur 3 ou 4 par rapport a
la condition L/O, pour atteindre un niveau basal compris entre 89 et 156 mUI/mL (figure 35).
Les [EPO] moyennes mesurées aprés chaque condition L/L ne sont pas statistiquement
différentes entre elles (p>0,05).

> Le passage de la condition L/O vers la condition L/L induit systématiquement une diminution de
la [EPO] moyenne de I’ordre de 60% a 70%. L’analyse statistique des valeurs de [EPO]
moyennes mesurees entre les conditions L/O et en L/L, sont significativement différentes
(p<0,01) (figure 35). Le passage de la condition L/L vers la condition L/O, induit
systématiquement la restauration de la [EPO] moyenne.

» L’exposition des rats AAV5.CMV.EPO pendant 14 jours a la condition L/O, n’induit pas de
variations significatives de la [EPO] moyenne d’une semaine sur l'autre (figure 35). Ceci
suggere que les variations de la [EPO] moyenne sont directement dépendantes de I’exposition

prolongée a la lumiére.

Ces résultats montrent que I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO est inhibée dans la rétine par
I’exposition prolongée a la lumiére, de fagon similaire au vecteur AAV2/5.CMV.dGFP. Ces résultats
montrent aussi que I’exposition prolongée a la lumiére divise par un facteur 2 ou 3 I’expression du
vecteur AAV2/5.CMV.EPO dans la retine, par rapport a la condition L/O. De plus, ces résultats
indiquent que cet effet inhibiteur est entierement réversible et reproductible, tout au long de la
cinétique qui a duré 4 mois environ. Ceci est d’autant plus intéressant que la plupart des études de
transfert de géne dans la rétine chez la souris et le rat sont évaluées dans des conditions de lumiere

similaires a la condition L/O.

175



600

*kx *k*k
*kx *kk

500

400 —
300 +
200 +
| !
100 +
O L] L] L] L]
70 77 125 168 175

63 133 140 147 154 161

Jours post-injection

Concentration intraoculaire en EPO en mUIl/mL

Figure 35. Concentration intraoculaire moyenne en érythropoiétine ([EPO]) chez les rats
injectés avec le vecteur AAV2/5.CMV.EPO, en fonction des conditions de lumiere L/O et L/L.

Le vecteurs AAV2/5.CMV.EPO a été administré en sous-rétinien chez des rats adulte (n=6).

A 2 mois post-injection, les rats ont d’abord été exposés a la condition de lumiére L/O pendant une période de 7
jours consécultifs, a la fin de laquelle une ponction de la chambre antérieure (PCA) a été réalisée sur tous les rats
pour quantifier leur [EPQO]. Ce premier dosage est représenté par la premiére barre d’histogramme noire a 63
jours post-injection.

Puis les rats ont été placés successivement en condition de lumiere L/L (o barre d’histogramme blanche) et en
condition de lumiére L/O(m barre d’histogramme noire), pendant des périodes de 7 jours consécutifs a la fin
desquelles la [EPO] a été quantifiée.

L’exposition des rats a la condition de lumiére L/L induit une diminution importante de la concentration
intraoculaire en EPO. Cette diminution est réversible en plagant les rats en conditions L/O.

Les valeurs moyenne des [EPO] ont été calculés pour chaque point de cinétique, ainsi que leur déviation
standard. La différence de [EPO] moyenne entre 2 points de cinétique, est considérée comme statistiquement
significative pour p<0.01 (***), aprés analyse avec le test de Student.
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Sur la base de nos observations réalisees sur le profil d’expression dans la rétine du transgéne dGFP
dirigé par le promoteur CMV selon les conditions de lumiére, nous supposons que les variations de
la concentration intraoculaire en EPO entre les conditions L/O et L/L, correspond a un changement
du profil d’expression du transgene EPO dans la rétine. En condition L/O, nous supposons que la
forte [EPO] correspond a I’expression du transgene a la fois par les cellules de I’EPR et par les
photorécepteurs. A I’inverse, en condition L/L, nous supposons que la faible [EPO] correspond a
I’expression du transgéne uniquement par les cellules de I’EPR.

En conclusion, ces résultats confirment I’effet répresseur de la lumiere sur I’expression d’un
transgene dans les photorécepteurs, lorsque celui-ci est sous le contrdle du promoteur CMV. Ces
résultats permettent aussi d’exclure définitivement le bleaching comme explication de ce
phénomeéne, étant donné que la protéine EPO n’y est pas sensible. Ces résultats montrent aussi que
cet effet inhibiteur de la lumiére est indépendant du transgene utilisé (dGFP ou EPO) ou du signal de
polyadénylation (SV40 polyA ou BGH poly A). Nous proposons donc comme hypothése que la
lumiere réprime spécifiquement I’expression des transgenes sous le contrdle du promoteur CMV, et
ceci unigquement dans les photorécepteurs. Nous proposons aussi comme hypothese que ce
phénomeéne passe par I’activation de la cascade de phototransduction qui est spécifique des

photorécepteurs.

2.3.4 Evaluation de la toxicité oculaire des agents pharmacologiques ciblant la cascade de

phototransduction, et les voies de signalisation associées

Dans la troisieme partie de cette I’étude, nous avons cherché a déterminer I’implication de la cascade
de phototransduction et des voies de signalisation associées (AMPc/PKA, GMPc/PKG, Acide
Rétinoique) dans I’effet répresseur de la lumiere sur les transgenes dirigés par le promoteur CMV
dans les photorécepteurs. Ces différentes voies de signalisation sont schématisées dans la figure 28 :
(1) la cascade de phototransduction et la voie de signalisation GMPc/PKG (figure 28A), (2) la voie
de signalisation AMPCc/PKA (figure 28B), et (3) la voie de signalisation de I’acide rétinoique (figure
28C).

Dans ce but, nous avons sélectionné des agents pharmacologiques qui sont des activateurs ou des
inhibiteurs spécifiques de la cascade de phototransduction et des voies de signalisation associées.
Cependant, avant de pouvoir évaluer leur effet in vivo en fonction des conditions de lumiere, il était
impératif de déterminer leur toxicité et la concentration optimale non toxique qu’il est possible

d’injecter in vivo.
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Les 5 agents pharmacologiques sélectionneés sont :

> Le zaprinast qui permet d’inhiber la cascade de phototransduction et la voie de signalisation
GMPCc/PKG.

Le zaprinast est un inhibiteur réversible et spécifique de I’enzyme phosphodiéstérase 6 (PDES),
qui est une enzyme clé de la cascade de phototransduction (Burns and Arshavsky, 2005; Zhang
and Cote, 2005). Plusieurs études ont montré que I’administration de zaprinast sur des explants
de rétine de rat exposés a la lumiére, induit I’arrét de la cascade de phototransduction, et
I’augmentation de la sécrétion de glutamate au niveau de la synapse des photorécepteurs
(Barabas et al., 2004; Paquet-Durand et al., 2009).

> Le CPT-cAMP et le RP-cAMP qui permettent respectivement d’activer et d’inhiber la voie de
signalisation AMPc/PKA (Fukuhara, 2004).

Le CPT-cAMP est un activateur compétitif et réversible des différents facteurs cellulaires activés
par I’AMPc endogéne, dont la kinase PKA (Sen and Campochiaro, 1991; Shen et al., 1999). Le
RP-cAMP est un inhibiteur compétitif et réversible des mémes facteurs cellulaires que ceux
activés par I’AMPc (Aragona and Wang, 2007; Cancedda et al., 2003).

> Le all-trans-rétinal (ATRA) et le RO 41-5253 qui permettent respectivement d’activer et
d’inhiber la voie de signalisation de I’acide rétinoique.

L’ATRA est une molécule identique a la forme endogéne produite dans les photorécepteurs.
L’ATRA possede aussi la capacité d’activer les récepteurs a I’acide rétinoique (Chambon, 1996).
Le RO 41-5253 est un antagoniste réversible et competitif de I’ATRA pour les récepteurs a

I’acide rétinoique (Schapira et al., 2000).

Puis, nous avons déterminé la toxicité oculaire de chaque agent pharmacologique. Dans ce but, nous
avons défini pour chaque agent pharmacologique, 3 doses croissantes a administrer in vivo, sur la
base d’une étude bibliographique extensive. Les différentes doses et concentrations évaluées sont
présentées dans le tableau 1. Tous les agents pharmacologiques ont été administrés par voie sous-
rétinienne dans un volume de 5L de tampon, a I’exception de I’ATRA qui a été administré par voie
intramusculaire dans un volume de 500uL de tampon. Nous avons ensuite surveillé par examen du
fond d’ceil I’apparition éventuelle d’effets toxiques tels qu’une inflammation locale, une décoloration

de la rétine, une nécrose ou encore un détachement de la neurorétine.

» L’administration sous-rétinienne de zaprinast n’induit pas d’effet délétere sur la rétine, méme a la

concentration la plus elevée testée : 10mM.
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» L’administration sous-rétinienne du CPT-cAMP induit une dilatation transitoire des vaisseaux
intra-rétiniens lorsqu’il est injecté a la concentration maximale (5mM), mais pas aux

concentrations plus faibles 1ImM et 100uM.

» L’administration sous-rétinienne de RP-cCAMP n’induit pas d’effet délétére sur la rétine, méme a

la concentration la plus élevée testée : 20mM.

» L’administration intramusculaire de I’ATRA n’induit pas d’effet delétére sur la rétine, méme a la

concentration la plus elevée testée : 10mM.

» L’administration sous-retinienne de RO 41-5253 n’induit pas d’effet delétere sur la rétine, méme

a la concentration la plus elevée testée : 1ImM.

Nous avons donc sélectionné les concentrations maximales non toxiques, comme étant optimale pour
étre administrées in vivo. Ces concentrations sont surlignées en rouge dans le tableau 1 : 10mM pour
le zaprinast, 1ImM pour le CPT-cAMP, 20mM pour le RP-cCAMP, 10mM pour I’ATRA, et enfin
1mM pour RO 41-5253.

2.3.5 Evaluation de I’effet de I’administration intraoculaire de zaprinast sur I’effet répresseur de la

lumiere dans la rétine

Nous avons ensuite cherché a déterminer si le blocage de la cascade de phototransduction par
I’administration intraoculaire de zaprinast, permet de lever I’inhibition induite par I’exposition

prolongée a la lumiére, sur I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO dans la rétine.

Dans ce but, nous avons injecté le vecteur AAV5.CMV.EPO chez un groupe de 6 rats en sous-
rétinien, puis nous avons confirmé I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO dans la rétine par
PCA et dosage de la [EPO] a 1,5 mois post-injection (figure 36A) (résultats non montrés).

A 2 mois post-injection, nous avons réalisé quantifier I’expression du transgéne EPO dans la rétine
en fonction des conditions de lumiére au cours de 2 cinétiques : la premiére a été réalisée sans
administration intraoculaire de zaprinast (figure 36B) tandis que la seconde a été réalisée avec

administration intraoculaire de 50nmoles de Zaprinast (figure 36C).
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A Chronologie de I’expérience visant a déterminer I’effet du zaprinast in vivo
sur I’effet répresseur de la lumiere dans la rétine des rats AAV2/5.CMV.EPO

Injection sous-rétinienne Evaluation 1ére cinétique controle 2eme cinétique
du vecteur de I’expression sans administration de avec administration
AAV2/5.CMV.EPO du vecteur zaprinast de zaprinast
chez 6 rats. AAV2/5.CMV.EPO 1 1
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Figure 36 (début). L’administration intraoculaire de zaprinast restaure I’expression du vecteur
AAV2/5.CMV.EPO dans la rétine, en condition de lumiére L/L.
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. 2eme cinétique avec administration de zaprinast
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Figure 36 (fin). L’administration intraoculaire de zaprinast restaure I’expression du vecteur
AAV2/5.CMV.EPO dans la rétine, en condition de lumiére L/L.

(A)Représentation schématique de la chronologie de I’expérience. 6 rats ont été injectés en sous-rétinien avec le
vecteur AAV2/5.CMV.EPO. A 1,5 mois post-injection, I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO dans la
rétine des rats, a été vérifié par ponction de la chambre antérieure (PCA) de I'eil et dosage ELISA de la
concentration intraoculaire en EPO ([EPO]). 15 jours plus tard, nous avons commence la cinétique contrdle sans
administration de zaprinast, qui a été suivie de la cinétique avec administration intraoculaire de zaprinast.

(B)Cinétique contrdle sans administration de zaprinast. Les rats ont été placé en condition L/O jusqu’au jours 1
de la cinétique, puis placé en condition L/L entre le jour 2 et 16, puis a nouveau en condition L/O entre le jour
17 et 23. Une PCA et un dosage de [EPO] ont été réalisé aux jours 1, 4, 9, 14, 16, et 23.

(C)Cineétique avec administration de zaprinast. Les rats ont été placé successivement dans les conditions de
lumiére L/O et L/L de fagon identique a la lere cinétique contrdle. Cependant au jour 36 de la cinétique, les rats
ont recu une administration intraoculaire de 50 nmoles de zaprinast. De la méme facon, une série de PCA et un
dosage de [EPO] ont été réalisé aux jours 30, 33, 38, 43, 45 et 52.

Les valeurs moyennes des [EPO] ont été calculés pour chaque point de cinétique et normalisées par rapport a la
valeur moyenne du premier jour de chaque cinétique (100%). Les déviations standard ont été calculées. La
différence de [EPO] moyenne entre 2 points de cinétique, est considérée comme statistiguement significative
pour p<0.01 (***), apres analyse avec le test de Student.
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La premiéere cinétique contrdle a pour but de quantifier la concentration intraoculaire [EPO] chez
les rats AAV2/5.CMV.EPO, uniquement en fonction des conditions de lumiére L/O et L/L (figure
36B).D’abord, les rats ont été placés en condition L/O, 7 jours avant le début de la cinétique. Au 1%
jour de la cinétique (J1), la [EPO] moyenne a éeté dosée et normalisée a 100%. Entre J2 et J16, les
rats ont été placés en condition L/L, ce qui a induit une diminution de la [EPO] moyenne entre 22 et
41% de la [EPO] moyenne initiale. A partir de J16, les rats ont été placés de nouveau en condition
L/O, ce qui a restauré la [EPO] & J23, a son niveau initial (84%+15%) (figure 36B).

La deuxiéme cinétique est similaire & la premiére cinétique, mais elle a pour but de déterminer
I’effet de I’administration sous-rétinienne de zaprinast sur la [EPO] moyenne en condition L/L. Pour
cela nous avons administré 50 nmoles de zaprinast (10mM, 5uL) en sous-rétinien chez ces rats
AAV2/5.CMV.EPO a J36, soit 6 jours apres le début de la condition L/L (figure 36C). De la méme
fagon, les rats ont été placés en condition L/O, 7 jours avant le début de la deuxiéme cinétique. A J30
nous avons dosé la [EPO] moyenne, puis nous I’avons normalisée a 100%. Entre J31 et J45, les rats
ont été placés en condition L/L, ce qui induit a J33 la diminution de la [EPO] moyenne a 33% du
niveau initial. Cependant, I’administration du zaprinast a J36, induit une augmentation de la [EPO]
moyenne a J38, qui atteint alors 74% du niveau initial. L’administration intraoculaire induit donc une
augmentation de la [EPO] de + 124% a 48 heures post-injection. A J43 et J45, la [EPO] moyenne
revient & son niveau basal & environ 37% du niveau initial. A partir de J45, rats ont été placés a

nouveau en condition L/O, ce qui a restauré la [EPO] a son niveau initial (120%+30%).

En outre, nous avons vérifié que I’administration sous-rétinienne de 5uL d’une solution tampon sans

zaprinast, n’induit pas d’augmentation de la [EPO].

Ces résultats montrent que I’administration intraoculaire de zaprinast permet d’augmenter
spécifiqguement I’expression basale du vecteur AAV2/5.CMV.EPO dans la rétine en condition L/L.
De ce fait, ces résultats suggerent que le blocage de la cascade de phototransduction, permet de lever
I’effet inhibiteur induit par I’exposition prolongée a la lumiére, sur I’expression du vecteur
AAV2/5.CMV.EPO dans les photorécepteurs. Nous proposons donc que I’effet inhibiteur de la
lumiere sur I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO passe par I’activation de la cascade de

phototransduction.

Afin de déterminer précisément le ou les voie(s) de signalisation impliquée(s) dans la régulation de
I’expression des transgenes EPO dans les photorécepteurs, lorsque ceux-ci sont dirigés par le
promoteur CMV, il aurait été necessaire d’évaluer in vivo I’effet des autres agents pharmacologiques

en fonction des conditions de lumiére.
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Faute de temps, nous n’avons pas pu évaluer au cours de la durée ma these, les 4 autres agents
pharmacologiques restants. Pour la méme raison, nous n’avons pas pu quantifier le niveau des

ARNmM recombinants exprimes dans la rétine, en fonction des conditions de lumieres L/O et L/L.

2.4  DISCUSSION

2.4.1 Résumé des résultats expérimentaux

Dans cette étude, nous avons montré que I’exposition prolongée a une lumiere d’intensité modérée
(300-400 Lux), induit la répression dans la rétine, et plus précisément dans les photorécepteurs, de
I’expression des transgénes dGFP et EPO lorsque ceux-ci sont dirigés par le promoteur CMV. Ce
phénomene a lieu dans les 24 a 48 heures qui suivent I’exposition continue a la lumiére, et se traduit
par la répression continue de I’expression de ces transgenes pendant toute la durée de I’exposition a
la lumiére. A I’inverse, I’exposition prolongée a la lumiere n’a pas d’effet inhibiteur sur I’expression

de ces transgénes dans les cellules de I’EPR.

En outre, nous avons montré que I’effet inhibiteur de la lumiére sur I’expression de ces transgenes,
est indépendant du transgéne (dGFP ou EPO) ou de la séquence polyA inclus dans la cassette
d’expression. Nous avons montré aussi que cet effet inhibiteur affecte uniquement I’expression de la
dGFP lorsque celui-ci est dirigé par le promoteur recombinant CMV, et pas lorsqu’il est dirigé par
d’autres promoteurs (promoteurs RHO et RK).

Finalement, nous avons montré que I’administration intraoculaire d’un inhibiteur de la cascade de
phototransduction, le zaprinast, permet de lever I’effet inhibiteur de la lumiere dans la rétine sur

I’expression du transgene EPO sous le contrdle du promoteur CMV.

Ces observations réalisées in vivo ont été rendues possible par I’utilisation des genes rapporteurs
dGFP et EPO, dont la demi-vie est courte avec 2 heures pour la dGFP, et moins de 3 jours pour
I’EPO. Ces deux genes rapporteurs nous ont permis de suivre quasiment en temps réel les variations

d’activité de ces différentes cassettes d’expression dans la rétine.

2.4.2 Discussion relative aux mécanismes cellulaires potentiellement responsables de [I’effet

répresseur de la lumiére dans les photorécepteurs.

Afin d’expliquer ce phénoméne d’inhibition par la lumiére, nous sommes amené a nous poser 2
questions. La premiere consiste a déterminer si ce phénoméne d’inhibition induit uniquement dans
les photorécepteurs, est de type «cell-autonomous» ou non, c'est-a-dire si les variations
d’expression des transgénes sont indépendantes ou non des autres types cellulaires présents dans la
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rétine. La seconde question consiste a savoir si I’inhibition de I’expression des transgénes sous le
contréle du promoteur CMV, a lieu au niveau transcriptionnel (promoteur CMV), ou au niveau post-
transcriptionnel (ARNm et protéine recombinante).

Pour determiner si I’effet inhibiteur de la lumiere dans les photorécepteurs est de type « cell-
autonomous » ou non, il serait intéressant de vérifier in vitro sur culture primaire de photorécepteurs,
s’il est possible de reproduire la repression des vecteurs AAV2/5.CMV.dGFP et
AAV2/5.CMV.EPO, par une exposition prolongée a la lumiere. Malheureusement, les cultures
primaires de photorécepteurs sont difficiles & réaliser, et nous ne disposons pas de cette technique

actuellement dans notre laboratoire (Romano and Hicks, 2007).

Cependant, nous avons pu montrer au cours de cette étude que I’effet inhibiteur de la lumiére semble
passer par I’activation de la cascade de phototransduction dans les photorécepteurs. En effet,
I’inhibition pharmacologique de I’enzyme PDEG par le zaprinast, permet de lever en grande partie la
répression induite par I’exposition prolongée a la lumiére sur I’expression du transgéne EPO dans la
rétine. Cette hypothése est cohérente avec le fait que I’expression du transgéne dGFP n’est pas

inhibée par la lumiere dans les cellules de I’EPR, qui ne sont pas des cellules photosensibles.

Toutefois, afin de déterminer de facon rigoureuse et définitive I’implication de la cascade de
phototransduction dans ce phénomene, il serait nécessaire de vérifier pharmacologiquement, que
I’activation de la cascade de phototransduction en condition L/O permet de réprimer I’expression
dans les photorécepteurs des transgénes dGFP et EPO, lorsque ceux-ci sont sous le contréle du
promoteur CMV. Malheureusement, nous n’avons pas trouvé d’agent pharmacologique permettant

d’activer de fagon spécifique, efficace et réversible la cascade de phototransduction.

De plus, au cours de cette étude, nous avons aussi souhaite déterminer I’implication des voies de
signalisation associées a la cascade de phototransduction (AMPc/PKA, GMPc/PKG et voie de
signalisation de I’acide rétinoique). Dans ce but, nous avons sélectionné et évaluée la toxicité de
plusieurs agents pharmacologiques spécifiques et réversibles. Cependant, faute de temps, nous
n’avons pu évaluer in vivo que I’effet du zaprinast sur I’expression du vecteur AAV2/5.CMV.EPO

dans la rétine en condition L/L.

Quant a savoir a quel niveau a lieu I’inhibition de ces I’expression de ces transgenes, au niveau
transcriptionnel ou au niveau post-transcriptionnel, 1l semble trés probable que I’effet de la lumiére
porte soit sur I’activation du promoteur CMV, soit sur la stabilité des ARNm ou leur traduction :

» En effet, nous avons montré au cours de notre étude que parmi les 3 vecteurs
AAV2/5.CMV.dGFP, AAV2/5.RK.dGFP et AAV2/5.RHO.dGFP, seul le vecteur sous le
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contréle du promoteur CMV est inhibé, alors qu’ils expriment tous les 3 la méme protéine
recombinante dGFP. Donc, il semble peu probable que la lumiére inhibe I’expression de la dGFP
en dégradant spécifiqguement la protéine dGFP produite par le vecteur AAV2/5.CMV.dGFP, et
pas la protéine dGFP identiqgue produite par les vecteurs AAV2/5.RK.AGFP et
AAV2/5.RHO.dGFP. De ce fait, nous pouvons supposer que I’exposition prolongée a la lumiere

module I’activité du promoteur CMV, ou la stabilité des ARNm ou leur traduction.

Dans I’hypothése ou cet effet inhibiteur aurait lieu au niveau transcriptionnel, nous proposons un
modele de régulation de I’activité du promoteur CMV dans les photorécepteurs par la lumiére et
I’obscurité (figure 37).

Nous proposons I’hypothese que I’activation et I’inactivation de la cascade de phototransduction
induisent respectivement, I’inactivation et I’activation des voies de signalisation AMPc/PKA et
GMPc/PKG dans les photorécepteurs, et par extension I’activation des facteurs de transcription
activateurs CREB et ATF qui activeraient & leur tour le promoteur CMV.

En effet, le promoteur recombinant CMV présente dans sa séquence, 4 sites « CAMP Response
Element » (CRE) capables de recruter les facteurs de transcription CREB et ATF (Mayr and
Montminy, 2001). Ces facteurs de transcription activateurs, CREB et ATF, sont présents de
facon ubiquitaire dans I’organisme. Or, I’activation de ces FT a été décrite comme étant induite
par de nombreuses voies de signalisation cellulaire dont les voies GMPc/PKG et surtout
AMPCc/PKA (Johannessen et al., 2004; Mayr and Montminy, 2001; Pilz and Casteel, 2003).

Dans les photorécepteurs, ces mémes voies de signalisation ont été décrites comme étant régulées
par la cascade de phototransduction (Burns and Arshavsky, 2005). A I’obscurité, la concentration
intracellulaire en GMPc est élevée dans les photorécepteurs, induisant I’activation de la voie de
signalisation GMPc/PKG (Paquet-Durand et al., 2009; Zhang and Cote, 2005). En outre, a
I’obscurité, les canaux ioniques Ca2+/Na+ dépendant du GMPc, sont activés par la concentration
élevée du GMPc dans les photorécepteurs. Ceci a pour conséquences: (1) I’entrée dans les
photorécepteurs de Ca2+, (2) I’activation de I’adénylate cyclase 1 qui induit une augmentation de
la concentration intracellulaire en AMPc, et (3) I’activation de la voie de signalisation
AMPC/PKA (Jackson et al., 2009; Willardson et al., 1996). A la lumiére, I’activation de la
cascade de phototransduction aboutit & I’activation de PDE6 qui lyse le GMPc, et induit une
diminution des concentrations intracellulaires en Ca2+ et en AMPc (Burns and Arshavsky, 2005;
Farber et al., 1981; Jackson et al., 2009; Orr et al., 1976). Ceci a pour conséquences, d’une part
I’inhibition de la voie de signalisation GMPCc/PKG, et d’autre part I’inhibition de la voie de
signalisation AMPc/PKA/CREB-ATF.
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Figure 37. Proposition d’un mécanisme de régulation transcriptionnelle du promoteur CMV,
par la lumiére et par I’obscurité dans les photorécepteurs.
Voir la partie discussion pour le détail de ce mécanisme.
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Ainsi, nous supposons que le promoteur CMV est active a I’obscurité, mais inactivé par la

lumiére, via I’activation et I’inactivation des voies de signalisation GMPc/PKG et AMPc/PKA.

En outre, ce modeéle est cohérent avec le fait que les promoteurs rhodopsine et rhodopsine kinase,
qui ne sont pas inhibés par I’exposition prolongée a la lumiere, ne présentent pas de motifs CRE

dans leur séquence.

Afin de déterminer si cette hypothese est correcte, il serait nécessaire de réaliser une cinétique de
quantification par RT-QPCR du niveau des ARNmM recombinants exprimés dans les
photorécepteurs par les vecteurs AAV2/5.CMV.dGFP et AAV2/5.CMV.EPO, en conditions L/O
et L/L.

Nous avons recemment conduit une premiére série d’expériences préliminaires, pour mettre au point

cette expérience. Cependant, nous sommes confrontés a 2 problémes majeurs, qui nous ont empéchés

d’aboutir a un protocole expérimental rigoureux pour quantifier les ARNm recombinants :

>

Le premier probléme correspond & la difficulté de trouver des génes endogénes, dont I’expression
est stable entre ces 2 conditions de lumiére, et qui puissent servir a normaliser I’expression des

ARNmM recombinants entre les rats des différents groupes expérimentaux en L/O et L/L.

Le second probleme a pour cause I’hétérogénéité, parfois importante, du niveau d’expression
d’un transgene pour une condition de lumiére donnée, entre les différents rats injectés avec le
méme vecteur. De ce fait, afin de pouvoir conduire une analyse statistique comparative entre les
differents groupes de rats, il faut soit homogénéiser autant que possible le niveau d’expression
initial de tous les rats, soit constituer des groupes de rats avec un grand nombre d’animaux
(n>20) pour pouvoir faire abstraction dans les tests statistiques (Student non apparié) de cette
hétérogénéité intra-groupes.

2.4.3 Discussion au sujet des conséquences potentielles de ce phénomeéne sur la thérapie génigue

dans I’il

Le promoteur CMV a été tres largement utilisé en transfert de gene dans la rétine, que ce soit

pour y faire exprimer un gene rapporteur, pour évaluer le tropisme d’un vecteur viral, ou pour

évaluer les bénéfices d’un transgene thérapeutique (Ali et al., 1996; Allocca et al., 2007; Lau et al.,
2000; Tan et al., 2009; Weber et al., 2003; Yang et al., 2002). On peut dés lors, se demander si le
choix du promoteur CMV pour diriger I’expression de ces différents transgenes, aurait pu étre
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défavorable a leur expression dans la rétine, et donc a I’évaluation voire au succes de certaines
stratégies thérapeutiques. La question se pose particulierement dans les contextes expérimentaux
supposant une exposition prolongée a la lumiére des animaux traités, ou dans le contexte de
I’activation continue ou anormale de la cascade de phototransduction. Deux études, Lau et coll. 2000
et Tan et coll., nous ont semblées illustrer particulierement bien cette problématique (Lau et al.,
2000; Tan et al., 2009).

Lau et coll. ont évalué I’effet thérapeutique du facteur neurotrophique, Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF2), pour prévenir la dégénérescence rétinienne induite par I’exposition prolongée a une
source de lumiére intense (Lau and Flannery, 2003; Lau et al., 2000; Noell et al., 1966).

En effet, Noell et coll. ont montré que I’exposition de rats a une lumiere blanche de forte intensité
(2 000 Lux) et pendant une période de 7 jours consécutifs, induit la dégénérescence de la rétine avec
une diminution du nombre de photorécepteurs suite a leur apoptose (Noell et al., 1966; Yu et al.,
2007). En outre, Faktorovich et coll. ont montré que I’administration intra-vitréenne de la protéine
recombinante FGF2 chez des rats, avant leur exposition prolongée a une lumieére intense (7-14 jours,
2000 Lux), permet de préserver histologiqguement la rétine et d’empécher I’apoptose des

photorécepteurs (Faktorovich et al., 1992).

Ainsi, Lau et coll. ont évalué I’effet thérapeutique de I’injection sous-rétinienne d’un vecteur
sSAAV2 codant pour FGF2 sous le contréle du promoteur CMV, pour prévenir la dégénérescence
induite par une exposition prolongée a une lumiére intense (7 jours, 1300 Lux). Les auteurs ont
montré que le traitement des rats avec ce vecteur ne permet de prévenir ni la dégenérescence de la

.....

mesurée par ERG (Lau and Flannery, 2003; Lau et al., 2000) .

On peut s’interroger sur la différence d’efficacité thérapeutique entre la stratégie d’injection
intraoculaire de la protéine FGF2 de Faktorovich et coll., et la stratégie d’expression in situ de FGF2
dans la rétine de Lau et coll.

L’hypothése la plus évidente serait la différence dans la méthode d’administration du FGF2 dans
I’eeil. Faktorovich et coll. ont injecté dans I’ceil la protéine FGF2 active biologiquement, tandis que
Lau et coll. ont injecté dans la rétine un vecteur exprimant le transgéne FGF2 bien que I’efficacité

biologique la protéine FGF2 exprimée par ce vecteur n’ait pas été prouvee au préalable.

Une autre hypothese découle directement des résultats de notre étude, et du fait que Lau et coll. aient
utilisé un vecteur sSsAAV2 exprimant FGF2 sous le contrdle du méme promoteur CMV que nous

avons utilisé dans notre étude, pour transduire les photorécepteurs et les cellules de ’EPR. On peut
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conjecturer que I’expression de FGF2 dans la rétine des rats traités avec ce vecteur est maximum en
condition d’éclairage cyclique, mais que pendant la période d’exposition a une lumiere prolongée et
intense, I’expression de FGF2 a été réprimée fortement. De ce fait, on peut supposer que FGF2
n’était pas exprimé a un niveau suffisant pour permettre un effet thérapeutique et préventif contre la
dégenérescence rétinienne induite par 7 jours consécutifs de lumiére intense. Dans ce contexte,
I’évaluation de I’efficacité thérapeutique du transfert de gene FGF2 dans la rétine semble difficile a

évaluer correctement.

Plus récemment, Tan et coll. ont évalué I’efficacité d’un protocole de thérapie génique de
complémentation dans différents modeles murins porteurs de mutations dans le géne « Aryl
hydrocarbon receptor interacting like protein 1 » (AIPL1) (Tan et al., 2009). AIPL1 est une protéine
chaperonne exprimée dans la rétine spécifiquement dans les photorécepteurs. Celle-ci est nécessaire
a la biosynthese de I’enzyme PDES, qui est un facteur clé de la cascade de phototransduction. Les
mutations du géne AIPL1 induisent un déficit de I’enzyme PDEG6 dans les photorécepteurs, une forte
diminution de [I’activité éléctrophysiologique de la rétine, ainsi que la dégénérescence des

photorécepteurs puis du reste de la rétine.

Dans I’étude de Tan et coll., un vecteur ssAAV2 codant pour AIPL1 sous le contrdle du promoteur
CMV, a été injecté en sous-rétinien chez des souris mutantes pour AIPL1. Les auteurs ont évalué
I’efficacité thérapeutique de leur vecteur dans 2 conditions de lumiere. La premiére condition de
lumiere correspond a un éclairage cyclique des souris (12h lumiére : 12h obscurite), la seconde
condition de lumiere correspond a un éclairage continue des souris traitées pendant 7 jours

consécutifs.

Les auteurs ont observé une restauration partielle de la fonction électrique de la rétine, ainsi que la
préservation des photorécepteurs lorsque les souris traitées sont placées en condition d’éclairage
cyclique. A I’inverse, en condition d’éclairage continu, le traitement des souris par le vecteur

thérapeutique sSAAV2 n’induit aucune préservation histologique ou fonctionnelle de la rétine.

On peut donc conjecturer que I’exposition prolongée a la lumiére, méme peu intense, a pu induire
une diminution significative de I’expression du transgene AIPL1 sous le contrdle du promoteur
CMV, et donc limiter le bénéfice thérapeutique de cette approche en condition d’exposition

prolongée a la lumiére.
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A ce jour, Le promoteur CMV n’a jamais été utilisé en clinique humaine pour réaliser un
transfert de gene thérapeutique dans les photorécepteurs. Cependant, le groupe du Dr. Elizabeth P.
Rakoczy prépare actuellement un essai clinique qui vise a traiter des patients atteints de néo-
vascularisation rétinienne, en leur administrant en sous-rétinien le vecteur rAAV.sFIt-1 de serotype
2. Ce vecteur exprime le transgéne sFlt-1 sous le contrdle du promoteur CMV, et son administration
sous-rétinienne aboutit & la transduction des cellules de I’EPR et des photorécepteurs chez la souris
(Lai et al., 2009). Le transgéne sFlt-1 code pour un anticorps recombinant qui est dirigé contre le
facteur soluble VEGF (facteur de croissance dérivé des cellules endothéliales vasculaires). En effet,
les patients atteints de néo-vascularisation rétinienne sur-expriment le facteur angiogénique VEGF,
ce qui conduit a une prolifération vasculaire qui est délétere pour la rétine. Le groupe du Dr.
Elizabeth P. Rakoczy a montré expérimentalement I’efficacité et I’innocuité de ce vecteur chez la
souris (Lai et al., 2009). Cependant, cette étude a été réalisee dans les conditions environnementales
d’une animalerie souris proche de notre condition L/O. On peut se demander si ce vecteur aura la
méme efficacité thérapeutique chez les patients humains, sachant qu’ils évoluent dans un

environnement trés différent de celui d’une animalerie.

2.4.4 Discussion relative & d’autres facteurs pouvant influencer négativement I’expression d’un

transgene dans les photorécepteurs.

Notre étude a mis en évidence I’effet répresseur de la lumiére sur I’expression d’un transgéne dans
les photorécepteurs lorsque celui-ci est sous le contrdle d’un promoteur CMV. On peut aussi
imaginer que d’autres facteurs, d’ordre génétique physiologique ou encore pharmacologique,
puissent aussi avoir un impact négatif sur I’expression dans les photorécepteurs de vecteurs sous le

contréle d’un promoteur CMV ou d’un autre promoteur :

» Parmi les facteurs génétiques potentiellement défavorables a I’expression des transgénes dans les
photorécepteurs, on peut imaginer que les mutations génetiques qui affectent la cascade de
phototransduction et qui induiraient soit son activation prolongée soit une altération de son
inactivation, pourraient avoir un effet défavorable sur I’expression des transgénes dans les
photorécepteurs, lorsque ceux-ci sont sous le contréle du promoteur CMV. Par exemple,
certaines mutations du gene rhodopsine induisent une activation continue de la cascade de
phototransduction et ceci méme en I’absence de lumiére (Hartong et al., 2006; Wilson and
Wensel, 2003). Dans ce contexte génétique, I’activation constante de la cascade de
phototransduction pourrait avoir les mémes conséquences sur I’expression des transgenes
thérapeutiques ou non sous le contréle du promoteur CMV, que I’exposition prolongee a la
lumiere. De ce fait, le choix du promoteur CMV ne semble pas optimal pour diriger I’expression
d’un transgéne thérapeutique dans les photorécepteurs des sujets porteurs de ces mutations.
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En outre, il est intéressant de noter qu’aucune étude publiée a ce jour n’a évalué I’influence d’un
contexte cellulaire pathologique sur I’efficacité du transfert de géne dans la rétine, par rapport a

un contexte cellulaire physiologique normal.

Parmi les facteurs physiologiques potentiellement défavorables a I’expression de ces vecteurs, on
pourrait aussi citer I’expression dynamique des micro-ARN interférentiels (miRNA) dans la
rétine qui sont impliqués dans de nombreux processus developpementaux et physiologiques dans
I’ceil et la rétine (Shi et al., 2009; Xu, 2009).

Krol et coll. ont montré recemment que plusieurs groupes de miRNA, les miR183/96/182, miR-
204 et miR-21, sont exprimés dans la rétine et les photorécepteurs de fagon dynamique en
fonction de I’exposition a la lumiere (Krol et al., 2010). Leur niveau d’expression est environ
deux fois supérieur chez les souris exposees a la lumiere que chez les souris exposées a

I’obscurité.

Les auteurs ont aussi montré que les variations d’expression des miR183/96/182 régulent
I’expression du géne SLC1A1 qui code pour un transporteur pré-synaptique du glutamate dont
I’expression est largement distribuée dans la rétine.

Finalement, les auteurs ont montré expérimentalement que ces miR183/96/182 peuvent induire la
diminution forte de I’expression d’un transgéene dans la rétine apres transfert de gene a I’aide de
vecteurs AAVr. Les auteurs ont montré que cette inhibition est induite par I’exposition a la
lumiere, lorsque ces vecteurs portent dans leur cassette d’expression des séquences cibles pour
ces miRNA.

Si les vecteurs viraux utilisés au cours de notre étude ne présentent pas de séquences cibles pour
les miR183/96/186, miR204 ou encore miR-21, il nous semblerait pertinent d’évaluer la présence
de telles séquences cibles dans tous les vecteurs AAVr, pour éviter une diminution de I’efficacité

du transfert de géene dans la rétine.

Parmi les facteurs pharmacologiques potentiellement défavorables a I’expression des transgenes
dans la rétine, on pourrait imaginer que certains médicaments prescrits couramment en médecine
humaine pourraient avoir une action dans la rétine, qui altérerait la cascade de phototransduction

ou les voies de signalisation associees.

Par exemple, la dopamine qui est administrée traditionnellement chez les patients parkinsoniens,
a été décrite comme pouvant induire une diminution importante de la [AMPc] dans les
photorécepteurs chez la souris, par un mécanisme non déterminé (Cohen and Blazynski, 1990;
Jackson et al., 2009). De ce fait, on peut se demander si I’administration orale de dopamine, peut
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altérer la [AMPc] dans les photorécepteurs, et donc inhiber la voie de signalisation AMPc/PKA.
Il est important de noter qu’aucune étude publiée a ce jour n’a mis en évidence un tel
phénomene, et que la probabilité pour qu’il se produise est réduite, du fait que la barriere hémato-

rétinienne est tres peu perméable.

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, cette étude a montré pour la premiére fois que I’exposition prolongée a la lumiere
peut induire une baisse significative de I’expression des transgenes dans la rétine, et plus
particulierement dans les photorécepteurs, aprés transfert de gene a I’aide de vecteurs sSAAVr
lorsque ceux-ci sont sous le contrdle du promoteur CMV. En outre, nous avons montré
experimentalement que I’effet répresseur de la lumiére passe par I’activation de la cascade de
phototransduction. Afin d’expliquer ce phénomene, nous proposons un modele de régulation
transcriptionnelle du promoteur CMV, via I’activation des voies de signalisation associees a la
cascade de phototransduction, c'est-a-dire les voies de signalisation GMPc/PKG et
AMPc/PKA/CREB-ATF. Les résultats de notre étude suggerent que le promoteur CMV ne constitue
pas un promoteur de choix pour la thérapie génique dans les photorécepteurs.

En outre, il semblerait pertinent de réévaluer le profil d’expression de certains promoteurs d’origines
eucaryotes ou virales, qui ont été décrits ailleurs comme étant régulés par ces mémes voies de
signalisation. A titre, d’exemple on citera le promoteur CAG qui est constitué de I’enhancer du
promoteur CMV et du promoteur basal du géne Beta actine de poulet, et qui a été utilisé en thérapie
génique clinique dans la rétine pour le traitement de certaines formes de rétinites pigmentaires
(Hauswirth et al., 2008; Maguire et al., 2009; Maguire et al., 2008b; Niwa et al., 1991).

En outre, Il serait intéressant de déterminer si ce phénomene a aussi lieu dans la rétine d’autres
modeles animaux (chien, primate) ou méme chez I’homme. Cependant, pour des raisons éthiques
évidentes, il semble impossible de réaliser ces expériences dans des modéles de gros animaux, et
encore moins chez I’lhomme. De ce fait, il serait informatif d’évaluer ce phénomene in vitro, soit sur
des cultures primaires de photorécepteurs isolés, soit sur des explants de rétine. De la méme facon, il
serait intéressant de déterminer si ce phénomeéne a aussi lieu dans la rétine de rats, transduite avec
des vecteurs viraux recombinants lentivirus ou adénovirus, ainsi que dans la rétine de rats
transgéniques exprimant constitutivement dans leur rétine un transgéne sous le contrdle du

promoteur CMV.
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CONCLUSION GENERALE

La thérapie génique est une approche médicale prometteuse, qui a montré a travers le nombre
croissant des réussites clinques de cette derniére decennie, qu’elle constitue aussi une approche
réaliste et pragmatique pour de nombreuses pathologies d’origines génetiques et acquises.
Cependant, la trés grande majorité des maladies génétiques connues, telles que les rétinites
pigmentaires ou les maladies métaboliques, ne disposent pas actuellement de stratégies de thérapie

génique suffisamment efficaces pour étre applicables en clinique.

Le succes clinique de la thérapie génique, que ce soit dans I’eil ou dans d’autres organes, depend
principalement de 3 parameétres : la précocité du traitement afin de prévenir les lésions fonctionnelles
et histologiques irréversibles, I’absence de toxicité a court ou long terme pour les patients traités,
mais surtout I’efficacité du transfert de géne dans les organes d’intérét.

Or, I’efficacité in vivo du transfert de géne dépend elle-méme de plusieurs facteurs qui ont été au
cceur du développement de la thérapie génique depuis la naissance de cette discipline : (1) le mode
d’administration, (2) I’efficacité de transduction des cellules cibles par les vecteurs viraux, (3) les
réponses immunes contre le vecteur et le transgene, (4) le niveau d’expression du transgene lui-
méme conditionné par I’environnement génétique et cellulaire et par les éléments génétiques

constituant la cassette d’expression.

Les travaux de cette thése se sont intéressés a différents aspects de I’optimisation du transfert de gene
dans la rétine a I’aide des vecteurs recombinants adéno-associés (AAVr). Nous nous sommes en
particulier intéresses a I’évaluation d’un nouveau mode d’administration des vecteurs AAVTr par voie
systémique pour transduire la rétine, et a I’évaluation de la stabilité de I’expression des vecteurs
AAVr dans la rétine en fonction de I’exposition a la lumiere, lorsque ces vecteurs sont sous le
contr6le du promoteur CMV. Ces travaux ont pour objectif de pouvoir éventuellement servir de
support pour la mise au point de stratégies de thérapie génique pour le traitement des

dégenérescences héréditaires de la rétine, qu’elles soient de type syndromigue ou non.

Le premier objectif de cette thése a été d’évaluer la capacité de différents vecteurs AAVr

double brin, & transduire la rétine apres injection systémique chez I’adulte et le nouveau-né.

Dans ce but, nous avons administré par voie intraveineuse les vecteurs de sérotypes scAAV2/1, 2/5,
2/6, 2/8 et 2/9, chez le rat et le chien, juste apres la naissance ou chez I’animal adulte. Nous avons
montré que les vecteurs SCAAV2/8 et SCAAV2/9 permettent de transduire les cellules de I’EPR de

facon irréguliere, mais pas la neurorétine chez le rat nouveau-né. Nous avons aussi montré que
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I’administration du vecteur sSCAAV2/9 chez le rat nouveau-né permet une expression stable du
transgéne dans une grande partie des cellules de I’EPR, sans induire de réaction immune délétére a
I’expression du transgene. Cependant, lorsque ces vecteurs SCAAV2/8 et 2/9 sont injectés chez le rat

adulte, ils ne permettent de transduire ni les cellules de I’EPR, ni les cellules de la neurorétine.

Nous avons aussi montré que I’administration intraveineuse du vecteur sCAAV2/9 permet la
transduction disparate mais stable des cellules de ’EPR de la zone tapétale, chez le chien et le chat
nouveau-né, mais pas chez le chien et le chat adulte. Chez les chiens et chats nouveau-nés et adultes,
I’administration intraveineuse du vecteur SCAAV2/9 permet aussi la transduction forte des cellules
du tapis. Nous avons montré que I’administration néonatale chez le chien permet de contourner | e

développement d’une réponse immune délétére vis-a-vis du transgene et des cellules transduites.

En conclusion, I’administration du vecteur sCAAV2/9 par voie intraveineuse chez le nouveau-né
permet de transduire une faible proportion des cellules de I’EPR, mais dispersée dans une trés grande
partie de la rétine, contrairement au mode d’administration sous-rétinien. Ce protocole permet aussi

la transduction de nombreux autres organes comme cela a été montré dans des études précédentes.

De ce point de vue, ce protocole de transfert de géne pourrait avoir de nombreux bénéfices
thérapeutiques pour le traitement par therapie genique des maladies métaboliques, telles que les
mucopolysaccharidoses qui affectent la rétine, le systéme nerveux central, et le systeme

musculosquelettique.

Du point de vue des perspectives concernant cette étude, trois 3 pistes de recherche semblent

particulierement pertinentes :

» Afin de mieux caractériser les limites de ce protocole d’administration, il serait intéressant
d’évaluer la fenétre d’age apreés la naissance qui autorise la transduction de la rétine, apres
injection intraveineuse du vecteur sCAAV2/9 chez le rat, le chien et le chat. En outre, il serait
pertinent d’évaluer la toxicité potentielle de cette approche a long terme, mais aussi de
caractériser les éventuelles réactions immunitaires qui se mettent en place a court et long terme,

chez les animaux injectés a la naissance ou a I’age adulte.

> Différentes stratégies d’optimisation de ce protocole d’administration pourrait étre envisagé afin
d’augmenter le pourcentage de cellules de I’EPR transduites. D’une part, nous pourrions evaluer
I’administration de doses de vecteurs SCAAV2/9 croissantes chez le chien, mais aussi chez le
primate non-humain qui est un modéle bien plus pertinent cliniguement d’un point de vue
physiologique et développemental. D’autre part, nous pourrions envisager d’évaluer le tropisme

oculaire d’autre serotype d’AAV, et en particulier les vecteurs AAV mutés pour les tyrosines de
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surface de la capside, et dont la capacité a échapper partiellement au protéasome pourrait
améliorer globalement leur efficacité de transduction. Finalement, il serait intéressant d’évaluer
différentes stratégies afin d’augmenter I’efficacité d’expression du vecteur, en optimisant sa
composition en codon, ou encore en insérant une sequence de type WPRE dans la partie 3’UTR

de la cassette d’expression.

» L’évaluation de la pertinence thérapeutique de ce mode d’administration pourrait étre réalisée a
I’aide de différents modéles animaux de DHR de type syndromique et non-syndromique. Nous
disposons d’un modeéle canin de DHR non syndromique causé par la mutation du géne RPEG65,

mais aussi plusieurs modéles canins de mucopolysaccharidoses (type I, VI et VII).

Le deuxiéme objectif de cette thése a eté d’évaluer I’effet de I’exposition prolongee a la
lumiere, sur I’expression des vecteurs AAVTr sous le contrdle du promoteur recombinant CMV, dans

la rétine et plus particulierement dans les cellules de I’EPR et les photorécepteurs.

Dans ce but, nous avons administré différents vecteurs sSAAV2/4 et sSAAV2/5 sous le controle de
differents promoteurs, afin de cibler respectivement les cellules de I’EPR et/ou les photorécepteurs
chez le rat adulte. Nous avons montré pour la premiere fois, que I’exposition prolongée a la lumiére
induit la répression de I’expression des vecteurs sSAAV2/5 uniquement dans les photorécepteurs, et
uniquement lorsque ces vecteurs sont sous le contréle du promoteur recombinant CMV. Nous avons
aussi montré que I’expression du vecteur ssAA2/5.CMV.EPO est réduite de plus de 60% apres une
exposition prolongée a la lumiere, par rapport a la condition d’éclairage cyclique utilisée

traditionnellement dans les animaleries de rongeurs.

En outre, nous avons montré in vivo a I’aide d’un inhibiteur de I’enzyme PDES6, que cet effet
répresseur dans les photorécepteurs passe par I’activation de la cascade de phototransduction.
Cependant, la lourdeur financiére et technique de cette approche pharmacologique in vivo, et
particulierement le nombre d’animaux important a inclure pour chaque test de molécule, a rendu
particulierement laborieuse la détermination des mécanismes cellulaires impliqués dans ce
phénomene, et en particulier I’implication des voies de signalisations associees a la cascade de
phototransduction. De ce point, il serait probablement plus pertinent d’évaluer la possibilité d’étudier
in vitro ces mécanismes sur des cultures primaires de photorécepteurs (Romano and Hicks, 2007), ou
encore sur des cultures organotypique de rétine (Donovan and Dyer, 2006). Ces approches nous

permettraient d’évaluer de facon efficace et rapide divers agonistes et antagonistes, mais aussi la
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reproductibilité et la spécificité de leur action, entres autres, par la mise en evidence de phénomene
« d’effet-dose ». Dans cette optique, il serait particulierement pertinent de développer une

collaboration scientifique avec un laboratoire spécialisé dans ce domaine.

Finalement, nous émettons I’hypothése que I’effet inhibiteur de la lumiere a probablement lieu au
niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel. Cependant, nous n’avons pas pu mettre ceci en
évidence par RT-QPCR, a cause de la forte hétérogénéité d’expression du transgéne entre les
individus d’un méme groupe expéerimentale, mais aussi & cause du « bruit de fond » induit par
I’expression du transgene dans les cellules de I’EPR indépendamment des conditions de lumiére . De
ce point de vue, il serait pertinent de réaliser cette expérience sur deux groupes de rats composés
d’au moins 30 rats chacun, I’'un exposé a la condition L/O, et I’autre en condition L/L, afin de
« lisser » ces variations interindividuelles. Cependant, cela serait particulierement contraignant d’un
point de vue financier, mais aussi technique car I’animalerie qui abrite nos rats dispose d’une
capacité d’hébergement limitée. Une stratégie alternative consisterait a construire un vecteur
exprimant le transgéne dGFP sous le contréle du promoteur CMV, mais dont I’expression serait
restreinte aux photorécepteurs par le biais d’un systéme de régulation de type recombinase
CRE/LoxP (Li et al., 2006; Yu and Bradley, 2001)

En conclusion, nous avons montré un effet répresseur tres important de la lumiére et de la cascade de
phototransduction, sur I’expression des vecteurs AAVr dans les photorécepteurs, lorsque ces
vecteurs AAVTr sont le contréle du promoteur CMV. Ceci nous améne a suggérer que le promoteur
CMV n’est pas adapté pour permettre une expression stable du transgéne dans les photorécepteurs, et
en particulier lorsque le contexte génétique, environnemental, ou pharmacologique favorise
I’activation de la cascade de phototransduction et I’inactivation des voies de signalisation qui lui sont
associees (GMPc/PKG et AMPc/PKA). Ceci nous améne aussi a suggerer qu’un certain nombre
d’études expéerimentales de thérapie génique, menées dans la rétine et les photorécepteurs a I’aide de
vecteur AAVr sous le contréle du promoteur CMV, n’ont pas pu évaluer de fagon rigoureuse
I’efficacité thérapeutique de leur vecteur, du fait que ces études ont été menées en condition

d’exposition prolongée a la lumiére.

Les résultats de notre étude soulignent la nécessité de prendre en compte tous les facteurs endogénes
ou exogenes, qu’ils soient d’ordres génétiques, pharmacologiques ou physiologiques, qui peuvent
influencer le niveau d’expression et la stabilité des vecteurs AAVr dans la rétine, ou dans d’autres
organes. Ces résultats soulignent aussi la nécessité de conduire les études de thérapie génique dans

un paradigme expérimental le plus proche possible de la clinique humaine.
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Gene transfer to the retina using recombinant
adeno-associated viral (rAAV) vectors has proven to be
an effective option for the treatment of retinal degenera-
tive diseases in several animal models and has recently
advanced into clinical trials in humans. To date, intrac-
ellular trafficking of AAV vectors and subsequent capsid
degradation has been studied only in vitro, but the fate
of AAV particles in transduced cells following subretinal
injection has yet to be elucidated. Using electron micros-
copy and western blot, we analyzed retinas of one pri-
mate and four dogs that had been subretinally injected
with AAV2/4, -2/5, or -2/2 serotypes and that displayed
efficient gene transfer over several years. We show that
intact AAV particles are still present in retinal cells, for
up to 6 years after successful gene transfer in these large
animals. The persistence of intact vector particles in the
target organ, several years postadministration, is totally
unexpected and, therefore, represents a new and unan-
ticipated safety issue to consider at a time when gene
therapy clinical trials raise new immunological concerns.

Received 31 July 2008; accepted 22 November 2008, advance online
publication 23 December 2008. doi:10.1038/mt.2008.283

INTRODUCTION

Recombinant adeno-associated viral (rAAV) vectors, which are
among the most efficient vehicles for prolonged gene transfer, have
been used to deliver therapeutic genes to correct defects in animal
models of various human disorders. Proof of principle for gene
replacement therapy using rAAV in several animal models of reti-
nal degeneration, including the RPE657~ dogs,'~* has been shown,
and the first clinical trials for this type of therapy has recently
started in the United Kingdom and in the United States.*

The manner by which AAVs enter and persist in host cells has
been extensively studied in vitro, and can be divided into several
steps, including cellular uptake, endosomal trafficking, endosomal
escape, capsid degradation, and nuclear transfer of viral DNA.

AAV particles interact with the cell surface in a receptor-me-
diated fashion. These receptors are serotype specific and can be
omnipresent or specific for a certain cell type. The main receptor
for AAV2 is heparan sulfate proteoglycan, which is present on a
variety of different cell types and explains in part the broad host
range of this serotype.” Three coreceptors have been identified
for AAV2 so far, aVB5 integrin,® human fibroblast growth factor
receptor,’ and hepatocyte growth factor receptor.® In addition,
several receptors have been found for other serotypes, including
2,3 O-linked sialic acid as coreceptor for AAV4 (ref. 11), and 2,3
N-linked sialic acid and platelet-derived growth factor receptor-a
as coreceptors for AAV5 (refs. 11-13). The 2,3 and 2,6 N-linked
sialic acids are the coreceptors for AAV serotypes 1 and 6 (ref. 14)
and the 37/67 kDa laminin receptor was shown to be the main
receptor for AAV8 and plays a role in the cellular uptake of sero-
types 2, 3, and 9 (ref. 15).

AAV?2 and AAVS5 particles enter cultured cells by clathrin-me-
diated endocytosis,'® and are found in HeLa cells in early endo-
somes immediately after entry. These cellular compartments traffic
through the cytoplasm and rapidly approach a perinuclear loca-
tion, where they mature into late endosomes. In contrast to AAV?2,
serotype 5 capsids, in addition to being found in the endosomes,
can also be found in the trans-Golgi apparatus, indicating differ-
ences in endosomal trafficking between serotypes.!” Moreover, it
has been shown that intracellular trafficking of AAV2 particles
is different in a LN229 glioma cell line compared to HeLa cells,
demonstrating that trafficking of AAV particles is dependent on
the cell type studied.'® Experiments on lung epithelial cells showed
that endosomal processing of AAV2 particles is impaired when
cellular uptake happens on the apical surface,' a mechanism that
was not observed when using AAV5 particles.”

In cell lines such as HeLa, 293 HEK, or HepG2, the endosomal
compartments are acidified during intracellular translocation,**
a maturation step that exposes VP1/VP2 N-terminal sequences
containing nuclear localization signals and a pospholipase A2
domain.” > These changes seem to be necessary for the endosomal
escape of AAV particles.
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Persistence of rAAV Particles in the Retina

Studies on HeLa and 293 HEK cell lines and on airway epithe-
lia revealed that having reached perinuclear localization, capsids
from serotypes 2, 5, 7, and 8 are ubiquitinylated and directed to
the proteasome, the cellular protein degradation machinery.?*
Indeed, blocking proteasomal degradation increases transduc-
tion efficiency of AAV2 and 5 vectors,?* which supports the
hypothesis that capsid degradation happens before or during
nuclear entry. Recently, epidermal growth factor receptor pro-
tein tyrosine kinase has been identified as a potential inhibitor
of ubiquitinylation of AAV2 capsids, which in turn facilitates
nuclear transport by limiting proteasome-mediated degradation
of AAV vectors.*

However, little is known about this crucial step during infec-
tion, the transfer of viral genome across the nuclear envelope. Some
groups claim that the whole capsid enters the nucleus,’*> whereas
other groups state that capsid uncoating happens in the cytoplasm
and only the viral DNA enters the nucleus.*** Interestingly, intra-
nuclearly injected antibodies specifically targeting the viral capsid
abolished transduction of HeLa and 293 HEK by AAV2, support-
ing the hypothesis that entire particles enter the nucleus prior to
uncoating.” Because the mechanisms of nuclear entry and capsid
degradation are still unclear, the question of whether all AAV par-
ticles are degraded or not following transduction of a cell has yet
to be answered in vivo.

The purpose of this study was to evaluate, several years after
a single vector administration, the status of AAV particles in the
retina of dogs and primates that successfully underwent gene
transfer experiments. Using transmission electron microscopy
(EM), including direct observation and immunogold labeling,
and western blot analysis, we performed screenings of retinas
from one primate and four dogs, following subretinal injection of
AAV serotypes 4, 5, and 2.

RESULTS

Detection of AAV-like particles by EM in the

retina of dogs and nonhuman primates several

years post-subretinal administration

The macaque designated P1 was subretinally injected in the right
eye with the AAV2/4hRPE65.TetOn.epo vector (1 x 10' par-
ticles, Table 1), which displayed regulated EPO expression upon
doxycycline induction over the duration of the experiment,* and
was killed 2.5 years postvector administration. Semithin sec-
tions of both eyes were stained with toluidin blue (Figure 1a) and
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ultrathin sections were screened for the presence of viral particles
by transmission EM (Figure 1b-f).

Electron-dense particles were observed in the injected area
of the right eye within the outer plexiform layer (OPL) of the
retina (Figure 1b-e). The size (21nm) and a typical hexagonal
shape similar to viral particles supported their identification as
AAV particles (Figure le, inset). The majority of AAV particles
was found in closed compartments (Figure 1c,d). The presence
of synaptic ribbon structures (arrow in Figure 1c) confirms that
these compartments are synaptic invaginations of horizontal and
bipolar cells into either the rod photoreceptor spherule or the
cone photoreceptor pedicule (Figure 1g). Viral particles can be
found within and outside of these invaginations, indicating that
they localize both pre- and postsynapticly within photorecep-
tors and in horizontal and bipolar cells. AAV particles were not
detected in any other retinal layer including the retinal pigment
epithelium (RPE).

Screenings of ultrathin retinal slices from the contralateral
noninjected eye did not reveal the presence of AAV particles in
the OPL or in any other layer of the retina (Figure 1f).

To further elucidate the identity of the observed AAV par-
ticles, we performed immunogold labeling on ultrathin sections
from the same epon blocks of P1. For this purpose, we used the
monoclonal mouse anti-AAV4 capsid protein antibody (ADK4)
that specifically reacts with intact AAV4 particles. ADK4 recog-
nizes a conformational epitope of assembled capsids, not present
in denatured capsid proteins and native but unassembled capsid
proteins.* To verify the capacity of ADK4 to detect AAV4 parti-
cles using immunogold labeling, it was first tested on the injected
vector suspension (Figure 2a,b).

On epon sections of P1, AAV4 immunogold-labeled particles
were detected in the OPL, confirming the direct observation of the
EM screening (Figure 2¢,d). The relatively low number of marked
particles in the immunogold labeling experiment compared to the
EM screening is due to the processing technique of the retinal tis-
sue, as glutaraldehyde fixation and epon embedding provides very
good ultrastructural preservation and vector particle visualization
but causes also a significantly reduced antigenicity of any given
epitope.”” No AAV4 particles were detected in the contralateral
noninjected eye of P1 (data not shown).

Following these intriguing results, we wanted to know whether
similar observations could be made for other AAV serotypes,
especially the clinically relevant serotypes 5 and 2.

Table 1 Detection of AAV particles by electron microscopy and western blot

Amount of vector

Time post-subretinal Cell layers, where vector

Detection of VP3 by

Animal Vector injected (vg) injection (years) particles are found by EM western blot
P1 AAV2/4.TetOn.epo 1x 10" 2.5 OPL nd
D1 AAV2/5.CMV.gfp 2 x 10" 4 RPE nd
OPL
GC
D2 AAV2/2.CMV.gfp 2.8 x 10" 6 IPL nd
OPL
D3 AAV2/2.CMV.gfp 8 x 10" 0.3 nd +
D4 AAV2/5.CMV.gfp 2 x 10" 2 nd +

EM, electron microscopy; GC, ganglion cells; IPL, inner plexiform layer; nd, not done; OPL, outer plexiform layer; PR, photoreceptor; RPE, retinal pigment epithelium;

vg, vector genome.
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Figure 1 Detection of adeno-associated viral (AAV) particles in the treated retina of P1. (@) Semithin section of the right, injected retina. Bar
= 200pum. (b—e) Ultrathin sections of the right, injected retina at different magnifications. (b) Portion of the retina, where viral particles were found
(indicated by an arrow). Bar = 20um. (c) Magnification of the area indicated in b. The arrow marks a synaptic ribbon structure. The squares indicate
the location of the images in d and e. Bar = 1 pm. (d) Vector particles are found inside of synaptic invaginations. Bar = 200nm. (e) Vector particles are
found outside of synaptic invaginations, within the photoreceptor. Asterisks mark synaptic vesicles with a medium diameter of 50nm. Bar = 200 nm.
The insert represents a magnification to identify the hexagonal structure and the size of the particles of 21 nm. Bar = 100 nm. (f) Ultrathin section of the
left, noninjected retina. The arrow marks a synaptic ribbon structure. Asterisks mark synaptic vesicles with a medium diameter of 50nm. Bar = 200nm.
(g) Schematic representation of the anatomic structures within rod spherule and cone pedicule. GCL, ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL,
inner nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer (photoreceptor nuclei); IS, inner segments (of photoreceptors); OS, outer seg-
ments (of photoreceptors); RPE, retinal pigment epithelium; SR, synaptic ribbon; Sl, synaptic invagination.

a b

Figure 2 Identification of adeno-associated viral (AAV)4 particles in
the treated retina of P1 by immunogold labeling. (a) AAV4 particles
of the injected vector suspension observed by direct electron microscopy.
(b) AAV4 particles of the vector suspension detected by immunogold
labeling using mouse monoclonal anti-AAV4 antibody ADK4 and goat
antimouse antibodies conjugated to 6nm gold particles. Bar = 50 nm.
(c) Epon section of P1 showing the OPL area. The square indicates the
area highlighted in d. Bar = 500 nm. (d) Magnification of the area indi-
cated in c. Vector particles are marked with the conjugated gold particles
similar to b. Bar = 100nm.

Two dogs, D1 and D2, which had been subretinally injected
in the right eye with rAAV2/5.CMV.gfp and rAAV2/2.CMV.gfp,
and which displayed stable GFP expression over time,*® were
killed 4 and 6 years postvector administration, respectively. The
total amount of vector particles injected was 2 x 10" and 2.8 x

Molecular Therapy

10" particles for AAV2/5 and AAV2/2, respectively (Table 1).
Both eyes were processed and analyzed by direct EM observa-
tion similarly to the primate eyes. Ultrathin sections of the retinas
revealed electron-dense particles in several layers of the treated
retina of both animals (Figures 3 and 4). In D1, these particles, of
the same size and shape as those observed in the macaque retina,
were again found in the synaptic invaginations of horizontal and
bipolar cells into rod spherules or cone pedicules (Figure 3a-c).
In addition, AAV5 particles were found in the RPE (Figure 3d-f)
and in ganglion cells (Figure 3g-i).

In D2, the majority of the particles were detected in the inner
plexiform layer (Figure 4a—c) and a small amount of AAV2 par-
ticles was detected in the OPL (Figure 4d-f). No particles were
found in the contralateral noninjected eyes of D1 and D2. For
all animals, AAV particles were mainly found within the site of
administration (bleb), but a few were also found outside of the
injected area (data not shown).

Detection of the AAV VP3 capsid protein, by western
blot analysis, in the retina of dogs and nonhuman
primates several years post-subretinal administration
To verify the findings of the EM screening, additional retinas
were analyzed by western blot using antibodies specific to the
capsid proteins of AAV (VP1, VP2, and VP3). Two dogs, D3 and
D4, which had been subretinally injected into the right eye with
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Figure 3 Detection of adeno-associated viral (AAV) particles in
the treated retina of D1. (a-c) Ultrathin sections of the portion of
the retina representing the outer nuclear layer at different magnifica-
tions. (a) Portion of the retina representing the outer plexiform layer.
The arrow indicates a synaptic ribbon structure. The square marks the
area of higher magnification in b. Bar = 1pm. (b) Vector particles are
found inside of synaptic invaginations. Bar = 200nm. (c) Magnification
of b to identify the hexagonal structure and the size of the particles
of 21 nm. Bar = 100nm. (d—f) Ultrathin sections of the portion of the
retina representing the RPE at different magnifications. (d) Portion of
the retina where viral particles are found (indicated by a square). Bar =
20pm. (e) Magnification of the area indicated in d. Vector particles are
found inside closed compartments (indicated by an arrow). Bar = 1 pm.
() Magnification of e. Bar = 200 nm. (g-i) Ultrathin sections of the por-
tion of the retina representing the ganglion cells. (g) Portion of the ret-
ina where viral particles are found (indicated by a square). Bar = 20 um.
(h) Magnification of the area indicated in g. Vector particles are found
inside closed compartments. Bar = 2um. (i) Magnification of h. Bar =
200 nm. RPE, retinal pigment epithelium; OS, outer segments (of photo-
receptors); IS, inner segments (of photoreceptors); IPL, inner plexiform
layer; GCL, ganglion cell layer.

rAAV2/2.CMV.gfp and rAAV2/5.CMV.gfp, and which displayed
stable GFP expression over time, were killed at either 3 months or
2 years, respectively, postvector administration. The total amount
of vector injected was 8 x 10'” and 2 x 10" particles for AAV2/2
and AAV2/5, respectively (Table 1).

Total protein was extracted from the left and the right retina,
and the monoclonal antibody B1 was used to detect the AAV2 VP
capsid proteins.” The detection limit for AAV2 capsids using Bl
antibody was in the range of 1 x 107 to 5 x 107 (Figure 5a). The
polyclonal antibody anti-AAV VP1 + VP2 + VP3 commercial-
ized by Progen was used to detect AAV’5 capsid proteins (Progen,
Heidelberg, Germany). AAV5 capsids were detected ranging from
~1 x 10° to 5 x 10° (Figure 5b). Due to the fact that the stochio-
metric ratio of the capsid proteins to form one icosahedral AAV
capsid is 1:1:10 for VP1:VP2:VP3, the band for the VP3 protein
is always the strongest on a western blot (Figure 5, left lanes). As
a result, the VP3 protein could be detected by western blot in the
right injected retina of both animals, D3 and D4 (Figure 5a, lane
R; and Figure 5b, lanes R1, R2). In addition, in dog D4, AAV5
capsid proteins were detected inside the injected area (Figure 5b,
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Figure 4 Detection of adeno-associated viral (AAV) particles in the
treated retina of D2. (a-c) Ultrathin sections of the portion of the ret-
ina representing the INL. (@) Portion of the retina where viral particles
are found (indicated by a square). Bar = 20 um. (b) Magnification of the
area indicated in a. Vector particles are found inside of cellular struc-
tures (arrow). Bar = 1um. (c) Magnification of b to identify the hex-
agonal structure and the size of the particles of 21 nm. Bar = 100nm.
(d-f) Ultrathin sections of the portion of the retina representing the
OPL. (d) Portion of the retina where viral particles are found (indicated
by a square). Bar = 20pm. (e) Magnification of the area indicated in
d. Vector particles are found inside closed compartments (square). Bar =
1 pm. (f) Magnification of e. Bar = 200 nm. INL, inner nuclear layer; IPL,
inner plexiform layer; OPL, outer plexiform layer.
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Figure 5 Detection of adeno-associated viral (AAV) VP3 capsid pro-
teinin the treated retina of D3 and D4. (a) Western blot analysis of 60 ug
of total protein extracted from the right, treated retina (R) and the left,
untreated retina (L) of Dog D3, which had been injected with an AAV2/2
vector. The marker lane (M) separates the sample lanes from a sensitivity
assay for the antibody B1 (left). For this assay, AAV2/2 particles at dif-
ferent concentrations were mixed with 60ug of total protein extracted
from the retina of an untreated control animal. (b) Western blot analysis
of 60ug of total protein extracted from the right, treated retina inside
the injected area (R1), and outside of the injected area (R2), and form
the left, nontreated retina (L) of Dog D4, which had been injected with
an AAV2/5 vector. The marker lane (M) separates the sample lanes from
a sensitivity assay for the antibody Progen (left). For this assay, AAV2/5
particles at different concentration were mixed with 60 ug of total protein
extracted from the retina of an untreated control animal.

lane R1) and, to a lesser extent, outside of the injected area (Figure
5b, lane R2). For both dogs, no VP3 protein was detected in the
contralateral noninjected retina (Figure 5a,b, lane L).

These results confirm the presence of AAV particles in the
subretinally injected eye several years postadministration of
the vector. In accordance with what has been observed by EM,
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the western blot analysis suggest that most of the AAV particles
detected are located within the injected area (the bleb) with fewer
particles being detected outside the targeted area.

DISCUSSION

In this study, a total of five large animals has been screened for
the presence of AAV particles in the retina following several
years of successful AAV-mediated retinal gene transfer. Using EM
in one macaque and two dogs, AAV particles of three different
serotypes (AAV4, -5, and -2, respectively) were found in retinal
cells of the treated retina, mainly in neuronal synapses, up to 6
years post-subretinal injection. This has been further validated by
immunogold labeling of the vector particles in the treated retina
of P1 using a monoclonal antibody that specifically binds to intact
AAV4 particles. These EM observations have also been confirmed
by the detection of the AAV VP3 capsid protein in the rAAV2- or
rAAV5-treated retinas of two dogs by using western blot analysis.
These results demonstrate the persistence of intact AAV particles
in the targeted retina several years after subretinal injection of the
vector.

To our knowledge, this is the first report wherein intact AAV
particles are shown to persist in cells in vivo several years post-
vector administration. This is in striking contrast to the current
hypothesis, which postulates that all capsid proteins are degraded
by the proteasomal machinery. In vitro studies showed that hav-
ing reached perinuclear localization, capsids from serotypes 2, 5,
7, and 8 are ubiquitinylated and directed to the proteasome, the
cellular protein degradation machinery.?-2

The presence of AAV particles in the treated retina is not likely
due to unwanted AAV replication, as AAV vectors cannot replicate
in animals in the absence of helper virus and virus rep/cap pro-
teins that can propagate AAV2 ITRs. By using a replication center
assay, we confirmed that the batches of rAAV used in this study
were not contaminated with adenovirus or rep-positive AAV.*

Another hypothesis is that the particles detected could be wild-
type AAV particles following naturally acquired infection of the
animals. However, the fact that these particles were systematically
observed in the injected retina and not in the noninjected con-
trol retina is an important argument against a naturally acquired
infection with wt AAV.

A very interesting finding was the presence of AAV vector par-
ticles inside and, to a lesser extent, outside of the injected area. In
all studies published to date on the transfer of genes into the retina
using known AAV serotypes, expression of the transgene was always
limited to the injected area. One exception was the recent finding by
our group that AAV serotype 8 allows the expression of transgenes
outside of the injected area in the retina of rats and dogs.*!

The results of the present study suggest that even though
transgene expression following subretinal injection of AAV sero-
types 2, 4, and 5 is limited to the injected area, some of the vector
particles are transported outside of the injection zone.

For all treated retinas, vector particles were found in cells that
do not display expression of the transgene. For rAAV2/4 that only
transduces the RPE,* vector particles were detected in the OPL (P1)
(Figure6a). For AAV2/5(D1) andrAAV2/2 (D2) that display expres-
sion of the transgene in both the RPE and the photoreceptors,* viral
particles were found in the RPE, in the OPL and ganglion cell layer
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Figure 6 Schematic drawing of the retina and depiction of the local-
ization of the adeno-associated viral (AAV) particles found by elec-
tron microscopy. (a) Localization of AAV particles in the retina of P1,
after subretinal injection of a rAAV2/4 vector. (b) Localization of AAV
particles in the retina of D1 after subretinal injection of an AAV2/5 vector.
(c) Localization of AAV particles in the retina of D2 after subretinal injec-
tion of an AAV2/2 vector. The red spotted circles indicate the location,
where particles are found. The green circles indicate the cells in which
transgene expression can be observed. IPL, inner plexiform layer; OPL,
outer plexiform layer; RPE, retinal pigment epithelium.

for D1 (Figure 6b) and in the inner plexiform layer and OPL for D2
(Figure 6¢). These results suggest that expression of the transgene
in a specific cell does not depend only on the ability of the vector
to enter into this cell but may also be conditioned by the capacity of
the vector to be processed by the endocytic pathway and to deliver
the viral genome into the nucleus of the cell. The presence of AAV5
particles in ganglion cells and AAV?2 particles in the inner plexiform
layer, which are more distant from the injection site, is somewhat
difficult to explain. One hypothesis would be a transsynaptic trans-
port from photoreceptors to these cells.

It was previously observed that following intravitreal or sub-
retinal injection of AAV2/2 vectors in dogs or primates, vector
DNA was detected along the visual pathway in the brain.**** More
recently, we demonstrated that following subretinal injection of
an AAV2/8 vector, we observed the expression of GFP in all the
cells of the neuroretina and in distal neurons of the lateral genicu-
late nucleus contralateral to the injected eye.*! All together, these
previous observations suggested that AAV particles can travel by
axonal and transsynaptic transport from the retina to the brain via
the visual pathway.

In this study, the hypothesis of transsynaptic transport of vec-
tor particles in the retina is strongly supported by the presence of
AAV particles presynapticly within the rod spherule and/or cone
pedicule and postsynapticly in the connecting invaginations of
horizontal and bipolar cells (OPL).

The persistence of virions several years post-subretinal injec-
tion may have important consequences not only for ongoing clini-
cal trials targeting the retina, but also for other organs, as it has
been generally accepted, until now, that unprocessed viral particles
would be rapidly degraded. Very recently, it has been suggested
that persistence of intact vector particles and expression of trans-
genes may occur simultaneously in the same cell as vector DNA
can uncoat independently of capsid degradation.* Regarding gene
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transfer to the retina, following subretinal injection, the vector is
administered into a confined compartment of the eye, into the
subretinal space. This unique characteristic of retinal gene trans-
fer may have facilitated the detection of vector particles within the
targeted organ. For evident anatomical reason, detection of AAV
particles following gene transfer in the muscle, in the brain, or in
the liver might be more challenging as the vector is rapidly diluted
and disseminated within the entire organ and/or body.

In a recent clinical trial of hepatic AAV factor IX gene trans-
fer into hemophilia B patients, transgene expression started to
decline 4-6 weeks after vector administration.”” Apparently, this
was caused by rejection of transduced hepatocytes by AAV capsid-
specific memory CD8™ T cells reactivated by AAV vectors.* The
finding that AAV virions can persist intact in vivo raises the pos-
sibility that it could happen in immune competent cells, which in
turn could potentially favor the induction and the maintenance of
an immune response against the AAV capsid.

Regarding preclinical studies in the canine or primate retina,
no detectable immune responses against AAV2/2 or AAV2/4
capsids leading to loss of transgene expression have been observed
in large animal models,**** which could be in part explained by
the immunoprivileged status of the eye. However, considering
that the cytotoxic immune response against AAV capsids in the
liver of humans was not observed in the preclinical studies in dogs
and nonhuman primates,**** one cannot exclude such immune
response following retinal gene transfer in humans. The three
clinical trials that have started recently in the United Kingdom
and the United States for gene replacement therapy as treatment
of retinal dystrophy caused by defects in the RPE65 gene** should
evaluate this important issue. To date, at 12 months postvector
administration, no immune response against viral capsid protein
was observed in any treated patient.

In this study, we demonstrate for the first time that intact AAV
particles can persist within transduced and nontransduced cells
of the retina several years post-subretinal administration of the
vector in primates and dogs that underwent efficient gene transfer.
As the medical field deals with clearance of recombinant vectors,
this discovery opens the concept of in vivo intracellular clearance
as a potentially critical factor to consider for the design of gene
therapy clinical trials.

MATERIALS AND METHODS

Production of AAV vector. Generation of AAV2/4.TetOn.epo, AAV2/2.
CMV.gfp, and AAV2/5.CMV.gfp has been described earlier.>** All vectors
were produced as previously described® in the Vector Core at the University
Hospital of Nantes (http://www.vectors.nantes.inserm.fr), and the titer was
determined by dot blot and expressed as vector genomes/ml.* All vector
batches used were characterized using a modified replication center assay.*’
No infectious adenovirus or rep-positive AAV were detected.

Subretinal delivery. The beagle dogs (D1-D4) used in this study were
purchased from the Centre d’Elevage du Domaine des Souches, Mezilles,
France. Primate P1 was purchased from BioPrim, Baziége, France. All
animals were cared for in accordance to the ARVO statement for the use
of animals in ophthalmic and vision research. Injection protocols were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the
University of Nantes.

Surgical procedure was conducted by a transvitreal approach in the
right eye as described previously by Weber et al.**
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Electron microscopy. Animals were euthanized by an intravenous over-
dose of anesthesia, eyes were removed, and immediately fixed in 0.1M
cacodylate-buffered Karnovsky’s solution (2.5% glutaraldehyde and 1%
paraformaldehyde). Forty-eight hours later, the anterior chamber, lens, and
vitreous were removed and the remaining retina again fixed in Karnovsky’s
solution for 48 hours. The retina was then postfixed in 1% osmium tertox-
ide (2 hours) at pH 7.3, dehydrated in graded ethanols, and embedded in
the EMbed-812 epoxy resin (all reagents from Science Services, Munich/
Germany, automated LYNX-Tissue processor Leica, Bensheim/Germany).
After 48 hours heat polymerization at 60 °C, semithin (0.8 um) tissue sec-
tions were cut, stained with toluidine blue and basic fuchsin and analyzed
under a light microscope.

After selection of the appropriate area on the semithin section, the epon
block was trimmed for ultrathin sectioning. Ultrathin (80nm) sections
were cut with a diamond knife on a Reichert Ultracut-S ultramicrotome
and stained with aqueous 2% uranyl acetate and lead citrate solutions for
10 minutes each. The sections were examined in a LEO912AB electron
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) operating at 80k in a zero-
loss mode.

Immunogold labeling. The immunogold labeling was carried out using
the automated LYNX-Tissue processor (Leica, Bensheim, Germany) in a
modified negative staining approach on AAV2/4 vector stock solution or
on epon sections.

A formvar-coated 400 mesh nickel grid was placed on a suspension
drop containing the AAV2/4 vector for 10 minutes at room temperature.
Subsequently, the grid was incubated for 1 hour with the monoclonal mouse
ADK4 antibody (anti-A AV4 particles antibody, kindly provided by Jiirgen
Kleinschmidt, German Cancer Research Center, Heidelberg, Germany)
diluted 1:2 in 1% phosphate buffered saline (PBS)/bovine serum albumin
(BSA) with continuous agitation in the IGL processor. After washing, the
grid was incubated for 30 minutes in 1% PBS/BSA buffer containing a
1:20 dilution of goat antimouse IgG gold conjugates (6 nm gold particles;
Aurion, Wageningen, the Netherlands). An additional fixation step in 2%
glutaraldehyde in PBS followed, and after washing in ddH,O the negative
staining with 1% phosphotungstic acid in water for 1 minute at room
temperature was performed.

The postembedding immunogold labeling was done on sections of
the epon-embedded material as described above with preceding epon
section etching and antigen retrieval. The pretreatment of the ultrathin
sections on formvar-coated nickel grids consisted of etching with 2%
sodium metaperiodate for 4 minutes at room temperature, washing, and
the antigen retrieval with 10 mmol/l sodium citrate buffer at pH 6.0 for
1 hour at room temperature. After extensive washing, the grids were
quenched with 1% PBS/BSA and incubated with the monoclonal mouse
ADK4 antibody diluted 1:2 or 1:10 in 1% PBS/BSA. The secondary goat
antimouse IgG gold conjugate (6 and 10nm gold particles; Aurion) was
applied in a 1:20 dilution for 1 hour at room temperature. Nonspecific
binding was blocked by washing in PBS, followed by an additional
postfixation in 2% glutaraldehyde, and the sections were finally stained
with 1% aqueous uranyle acetate for 1 minute.

All immunogold-labeled sections were examined in a LEO912AB
electron microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) operating at 80k in
a zero-loss mode.

Western blot analysis. Two dogs, D3 and D4, were euthanized by an intra-
venous overdose of anesthesia and the eyes were removed. The eyes were
cut through the pars plana, and the anterior segment and the lens were
removed. The eye cup was cut peripherally in four sections and flattened.
In dog D3, the injected part of the retina was separated from the rest of the
retina. Tissues were stored at —80 °C until further processing.

Retinas were homogenized by using a Polytron Homogenizer
(Kinematica AG, Littau/Lucerne, Switzerland) twice for 15 seconds at
30,000 rpm. After incubation on ice for 1 hour with repeated aspirations
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through a syringe every 15 minutes, the sample was centrifuged at
14,000 rpm for 15 minutes at 4°C. The supernatant was removed into a
new vial, and the protein concentration was measured using a BC assay
kit (Uptima, Interchim Montlucon, France).

Migration of total protein extraction was performed on 6% Tris-
Glycine PAGE gels (Invitrogen, Carlsbad, CA) and proteins were
transferred to a Hybond nitrocellulose membrane (Amersham, Paris,
France). The membrane was stained with Ponceau Red (Simga-Aldrich,
Saint-Quentin Falavier, France) to verify the correct transfer of the
proteins.

Nonspecific antigen binding was blocked by overnight incubation
of the membrane at 4°C in blocking buffer (0.2% Tween/PBS, 5% milk
powder) followed by a second overnight incubation at 4°C in blocking
buffer containing the following primaryantibodiesat theindicated dilution:
B1 (monoclonal mouse anti-AAV VP proteins) at 1:20 (kindly provided
by Jirgen Kleinschmidt, German Cancer Research Center, Heidelberg,
Germany); Progen (polyclonal rabbit anti-AAV VP1+VP2+VP3) at
1/500 (Progen, Heidelberg, Germany). After being washed three times in
0.2%Tween/PBS for 5 minutes at room temperature, the membrane was
incubated for 1 hour at room temperature with Peroxidase-conjugated
goat antimouse immunoglobulin G antibody at 1:2000 (Dakocytomation
#P0447, Trappes Cedex, France) or Peroxidase-conjugated donkey
antirabbit immunoglobulin G antibody (H+L) at 1:2000 (Jackson 711-
035-152, Charles River Laboratories, I'Arbresle Cedex, France). The
membrane was again washed three times in 0.2%Tween/PBS, followed by
enhanced chemiluminescence detection using the ECL western blotting
substrate (Thermoscientific Rockford, IL).
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1. Introduction

The clinical efficacy and safety as well as the application range of
gene therapy will be broadened by developing systems capable of
finely modulating the expression of therapeutic genes. A regulatable
system that can turn “on” and “off” therapeutic gene expression will
not only be crucial for maintaining appropriate levels of a gene
product within the therapeutic range, thus preventing toxicity, but
also allow the turning “off” of therapeutic gene expression to avoid
harmful side effects. The development of ligand-dependent transcrip-
tion regulatory systems is thus of great importance.

To be used in human gene therapy, a pharmacologically regulated
system should fulfil several criteria as follows: (1) The ligand should
activate (ON-switch) rather than silence transcription (OFF-switch).
Off-systems suffer from 2 drawbacks: a prolonged exposure to the
drug is required to silence the system and the induction kinetics is
mainly determined by the rate of drug clearance; (2) the inducer drug
should be orally bioavailable and penetrate the target tissue; (3) the
system should not interfere with endogenous metabolic pathways and
the inducer compound should have a drug metabolism profile
compatible with prolonged therapeutic uses; (4) transcription should
be fully and rapidly reversible to enable prompt changing of the
dosing regimen; (5) the system should be inactive in the absence of
the inducer drug but strongly stimulated by the drug administration;
(6) a precise correlation must exist between drug dosage and target
gene expression level; and (7) the transcriptional activator should
exhibit a low potential of eliciting an immune response in humans.

Four drug-dependent regulatable systems, which meet most of the
criteria listed above, were developed for the in vivo control of
transgene expression: the tetracycline (tet) [1,2] and rapamycin [3]
regulatable systems, the mammalian steroid receptor (mifepristone
and tamoxifen) [4,5], and the insect steroid receptor (ecdysteroid)-
based systems [6,7]. The molecular mechanism underlying the
regulatory effect and the pharmacologic characteristics of the inducer
drug are distinct in these different regulatory systems, but transgene
regulation has been documented in vitro and in rodent models (for
review [8,9]). Only the tetracycline and the rapamycin regulatable
systems have been tested in large animal models so far [10-18].

This review will focus on the tetracycline-regulatable systems.
Besides, the molecular mechanisms of different variants of the system
and the pharmacologic characteristics of the inducer drug, the
regulation of transgene expression in various organs including muscle,
retina, and brain, will be explored in this review. Only the preclinical
studies that are potentially most relevant clinically for future gene
therapy clinical trials, will be discussed in detail.

2. Molecular mechanism involved in tetracycline-regulatable
systems

Tet-regulatable systems are based on the E. coli Tn10 Tet resistance
operon, which consists of the Tet repressor protein (TetR) and the Tet
operator DNA sequence (TetO DNA) [19]. In the absence of Tet or its
derivate doxycycline (Dox), the TetR protein gets attached to the TetO
DNA sequence, while in the presence of the drug, TetR changes its
conformation to detaching from the DNA [20].

Five different Tet-responsive regulatory systems have been devel-
oped, based on this bacterial operon system, that are normally cloned in
two different expression cassettes (Fig. 1A). The first two systems

contain the TetR protein fused to the transactivator VP16 of Herpes
simplex virus (HSV) [1,2]. If transgene expression is allowed only in the
absence of Dox, the system is called TetOff (Fig. 1B), whereas if transgene
expression is allowed only in the presence of Dox, the system is called
TetOn (Fig. 1C). The third system contains the TetR protein fused to a
transinhibitor protein, the Kriippel-associated box (KRAB) of Zink finger
proteins [21]. The TetR-KRAB system is designed to allow transgene
expression only in the presence of Dox (TetOn, Fig. 1D). In an attempt to
minimize background levels of transgene expression, two alternative
systems have been developed. The first one being a combination of the
rTetR-VP16 and the TetR-KRAB systems (combined TetOn, Fig. 1E), and a
second system based on an autoregulatory loop, in which the
transactivator is not constitutively expressed but under control of the
inducible promoter (autoregulatory loop, Fig. 1F), thus making it
possible to have only one expression cassette with an internal ribosomal
entry site (IRES) or a bidirectional promoter.

In this section, each system is going to be described on the molecular
basis for the better understanding of the different in vivo applications.

2.1. TetOff (tTA, TetR-VP16)

In this system, the chimeric protein, which is the product of the DNA
binding domain of the TetR and the transactivator domain of VP16, is
called tTA (for Tet-controlled transcriptional activator). Seven repeats of
the TetO DNA sequence, also referred to as TRE (for Tet-responsive
elements), are fused upstream of a minimal CMV promoter (P,;,CMV),
forming the compound promoter Pcyy_1 [1]. In the absence of Dox, tTA
binds to the TREs thus activating Pcyy.1, which results in the expression
of the adjacent gene (Fig. 1B). If Dox is present, tTA changes its
conformation, detaches from the TREs and gene expression is silenced.
Furth and colleagues have shown for the first time the functionality of
the system in vivo in bigenic mice harbouring the tTA gene and a
reporter gene [22]. To minimize possible interactions of the VP16
transactivator with other cellular promoters and to avoid the onset of
immune reactions, this protein was reduced to three minimal repeats of
12 amino acids [23].

The TetOff system is useful only if gene expression is to be
maintained to a switch-on state for a long time. To turn the system off,
continued administration of Dox would be required and the activation
of transgene expression depends mainly on the clearance kinetics of
Dox. These reasons limit the usefulness of the system for potential
human applications due to which the use of this system was restricted
to early experiments in vivo.

2.2. TetOn (rtTA, rTetR-VP16)

Four mutations in the TetR domain of the transactivator tTA were
shown to reverse the behaviour of the protein in interacting with the
TRE in response to the presence or absence of Dox [2]. Rather than
attaching to the TRE in the absence of Dox, this mutant reverse Tet
repressor protein (rTetR) stays soluble and binds the TREs in the
presence of Dox. When rTetR is fused to the VP16 domain, the resulting
transactivator protein is called rtTA and the system changes to a TetOn
system: only the presence of the inducer drug allows expression of a
transgene (Fig. 1C).

Activation of transgene expression was found to be more rapid
compared to the TetOff system [2,24]. However, to induce transgene
expression using the TetOn system, high concentrations of Dox were
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Fig. 1. Schematic representations of the five different Tet-regulatable systems. (A) In general, Tet-regulatable systems are composed of two distinct expression cassettes, one
containing the regulatory protein (tTA, rtTA, tTS) under the control of a ubiquitous cell type specific promoter (cassette A) and the second cassette containing the Tetracycline
Responsive Element (TRE) fused to a promoter, regulating the expression of the reporter or therapeutic transgene (cassette B). (B) The chimeric protein tTA is composed of the TetR
fused to the viral transactivator VP16. In the absence of Dox, the tTA protein binds to the TRE within the compound promoter PCMV y;, to allow the expression of the transgene. In the
presence of Dox, the tTA changes its conformation, gets detached from the TRE and no transgene expression is observed. (C) The rtTA transactivator is also a chimeric protein
composed of the TetR and the VP16 domains. However, due to the presence of four mutations in the TetR (now called rTetR) domain, this protein fixes the TRE in the presence of Dox,
thus allowing transgene expression. In the absence of Dox, rtTA gets detached from the TRE and no transgene expression is observed. (D) The chimeric protein tTS is composed of the
TetR fused to the KRAB box of Zink finger proteins. In the absence of Dox, tTS binds to the TRE and inhibits transgene expression driven by a normal promoter (i.e. CMV). In the
presence of Dox, tTS gets detached from the TRE, thus allowing transgene expression. (E) The combined TetOn system contains both the rtTA and the tTS protein, simultaneously
expressed from cassette A. In the absence of Dox, the tTS protein binds to the minimal compound promoter and inhibits even the low background expression, while the rtTA protein
stays detached from the TRE. In the presence of Dox, rtTA binds to the TRE and activates expression of the transgene, while tTS stays detached. (F) In the autoregulatory loop system,
both rtTA (or tTA) and the transgene of interest are driven by the compound minimal promoter separated by an internal ribosomal entry site (IRES). In the absence of Dox, no
transgene is expressed, while in the presence of Dox, both transgenes, transactivator and gene of interest, are expressed. Onset of expression takes longer, because initially, sufficient

amounts of rtTA need to be produced to completely activate the system.

required, raising the question of whether these concentrations were
possible to achieve in tissues such as in the brain [25]. Urlinger and
colleagues studied the performance of several mutated rtTA proteins,
which were developed by random mutagenesis and codon optimisa-
tion [26]. They found new rtTA transactivators, in particular rtTA2°-M2
and rtTAS-S2, which showed an improved sensitivity to the inducer
drug and a reduced background activity in the absence of Dox [26,27].

This system confers with most of the requirements to be used in
human patients (see Introduction) and has therefore been used in
numerous in vivo studies in rodent models and has already advanced
to preclinical studies in nonhuman primates [10,12,13,17,18,28].

2.3. KRAB TetOn (tTS, TetR-KRAB)

Due to the fact that a potential immune response against rtTA is
primarily triggered against the viral part of the fusion protein,
attempts were made to replace this part of rtTA by a less immunogenic
protein. Deuschle and colleagues developed a system, in which the

original TetR protein was fused to the transrepressing domain KRAB of
the human Zink finger protein Kox1, forming a transinhibitor called
TetR-KRAB, or tTS [21,29,30]. In other studies, the KRAB domain has
been retrieved from the rodent Zink finger protein Kid-1 and the
transrepressor is called tTS¥9 [31,32]. Zink finger proteins are
regulatory proteins and their KRAB domain is known to inhibit all
RNA polymerases Il or Il within a range of 3 kB of its DNA attachment
site [21,33]. The second part of the TetR-KRAB system, the compound
promoter (PTetO-CMVIg) used for the expression of the transgene,
consists of TRE fused upstream to a normal CMV promoter that does
not need activation. In the absence of Dox, TetR-KRAB gets attached to
the TRE and inhibits the activity of the CMV promoter, while in the
presence of Dox, TetR-KRAB gets detached from the TRE, thus allowing
transgene expression (Fig. 1D).

The mechanism by which KRAB inhibits expression of genes is not
entirely known. Three mechanisms seem to be involved: local change
in chromatin structure (triggering heterochromatin), local histone
deacetylation, and the indirect influence of the arrangement of the
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basal transcription machinery [34-40]. It has been proposed that only
integrated promoters can be inhibited by the TetR-KRAB system [41].
However, different studies demonstrated efficient regulation of
transgene expression in vivo using non-integrating adenoviral vec-
tors [42,43].

The system has been used in transformed cell lines [44] in vitro and
in vivo in different organs in mice using lentiviral vectors, which
integrate their viral DNA [41,45].

2.4. Combined TetOn (rtTA and tTS)

To minimize background expression of the TetOn system, KRAB-
mediated inhibition was incorporated in addition to the rtTA system
[46]. For this purpose, the tTS gene is cloned into a bicistronic ex-
pression cassette downstream of the transactivator, separated by the
use of an internal ribosomal entry site (IRES). In the absence of Dox, the
rtTA would stay detached from the TRE while the tTS would fix and
inhibit background expression of the transgene. In the presence of Dox,
the two chimeric proteins would change their conformation and
reverse their activity, thus allowing transgene expression (Fig. 1E).

This combined system has been used in several in vivo studies
where low background activities were described, while the maximum
levels of transgene expression in the presence of Dox were similar to
those in pure TetOn systems. However, one group observed progres-
sive loss of transgene expression in CHO cells transduced with
lentiviral vectors containing this combined system with long-term
culture and repeated inductions [47].

The question of whether the expression of three foreign proteins in
one cell will have negative effects on the immunological situation in
vivo has to be addressed. In addition, due to size restrictions, this
system cannot be incorporated in a single vector system using all
available viral vectors (i.e. AAV vectors), which may cause problems
for observing certain protocols. This system has been used in vivo in
several organs, including muscle, retina and brain, which will be
reviewed in Section 4.

2.5. Autoregulatory loop TetOn-TetOff

A second strategy to minimize background expression is to place
both transgenes, the transactivator and the gene of interest, under the
compound Tet-inducible promoter Pcyy.1 (Fig. 1F) [48]. Using such a
system, no rtTA is expressed in the absence of the inducer drug, which
is in contrast to the original TetOn system, where rtTA expression is
placed under a constitutive promoter. Therefore, the inducible Py
promoter cannot interact with constitutively expressed rtTA in a Dox-
independent, non-specific manner. Dox-mediated induction of
expression of the gene of interest may take longer, as the rtTA has
to be expressed first, but the immunogenicity and potential toxicity of
the transactivator is restricted to the time of induction. Evidently, the
autoregulatory loop can also be used as a TetOff mechanism, placing
the tTA rather than the rtTA transactivator under control of the
minimal CMV promoter [49,50].

Autoregulatory loop systems have been used as naked plasmids or
cloned into lentiviral vectors in vitro [51,52] and in several studies in
vivo, which will be discussed in Section 4.

3. Pharmacology of Doxycyline

Dox, an analogue of Tet, is a well-documented antibiotic drug because
it has been used in the clinics for more than 30 years. It is available for
oral or intravenous application. The bioavailability of Dox after oral
administration compared to intravenous administration is almost 100%
and the serum half-life has been calculated to be 14-22h. The tissue
penetration is excellent and includes the brain. Concentrations are the
highest in liver, kidney and digestive tract, as it is eliminated primarily
via urine and faeces (for review [53]).

Dox is currently considered as one treatment option for infectious
diseases such as Lyme disease [54], malaria [55] or multi-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) infections [56]. Interestingly, Dox has
been approved by the FDA in 2006 for usage in the treatment of
rosacea (acne) by sub-antimicrobial doses, so-called “anti-inflamma-
tory-dose Dox” (40 mg/day per adult person, corresponding to less
than 1 mg/kg body weight) [57-59].

Side effects of prolonged administration of Dox include renal
toxicity and dose-dependent photosensitivity. Dox may accumulate in
the bones and in young patients in the teeth, leading to teeth
decolouration and decreased bone growth rate [57].

However, the main concern while using an antibiotic-driven
regulatory switch remains to be the possibility of raising resistance
to the antibiotic itself, even though Dox at doses of 40 mg/day (“anti-
inflammatory-dose Dox”) or less are not considered to lead to the
development of antibiotic-resistant organisms [57].

This problem of potentially raising antibiotic resistance to Dox may
also be overcome by the use of 4-epidoxycycline, a hepatic metabolite
of Dox lacking antibiotic activity in mice [60]. In conditional knockout
mice, 4-epidoxycycline was as effective as Dox in switching transgene
expression “on” or “off”.

4. Regulation of transgene expression in vivo

In this section, we aim to review the use of the Tet-regulatable
system to regulate transgene expression in vivo (Table 1). Regarding
each organ, focus will be given on the most advanced strategies in
terms of their potential clinical application.

Some strategies have already reached the level of nonhuman
primates, which is the last stage before the clinical use in human
patients (Table 1, highlighted in gray). These strategies have been
developed to regulate transgene expression employing the TetOn
system after AAV-mediated gene transfer either in the muscle
(chapter 4.1) [10,13], in the retina (chapter 4.2) [17,18], or, following
High Capacity (HC) adenoviral vector-mediated gene transfer, in the
liver (chapter 4.4.1) [16]. In contrast, regulated transgene expression
in the brain was studied predominantly in rat, often in rat models with
CNS diseases. The focus here will be given on three different
strategies: (i) the TetOn system following lentiviral vector-mediated
gene transfer [61], (ii) the autoregulatory loop following AAV-
mediated gene transfer [62-64], and (iii) the combined TetOn system
following HC-Ad vector-mediated gene transfer [65,66]. In other
organs or in cancer models, the published studies were limited to
early experiments performed in mice, and therefore will not be
mentioned in detail in the following section.

4.1. Regulation of transgene expression in the muscle

The skeletal muscle is one of the largest organ systems in the
mammalian organism and easily accessible. Therefore, attempts at
expressing therapeutic proteins from skeletal muscle were one of the
earliest applications for regulated gene therapy. Due to the facile
quantification of erythropoietin (EPO) in the serum and the obvious
biological effect in increasing the hematocrit levels in the induced
animals, this hormone has been used in many published works as a
reporter gene [13,27,49,68-75]. Besides EPO, other reporter genes have
been used to study regulated transgene expression from the muscle,
i.e. secretable alkaline phosphatase (SEAP) [12,74,76], luciferase (LU)
[67,77] or R-galactosidase [78]. In addition, several studies employed
potentially therapeutic proteins, for example IL-10 [79,80].

Proof of principle experiments on regulated transgene expression
using the TetOff system in the skeletal [81] or the heart muscle [67] of
mice following direct plasmid injection precluded muscle directed
gene transfer of a TetOff regulatory system encapsidated in AAV
vectors [68]. Soon afterwards, the TetOn system has also been used to
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control EPO expression in the skeletal muscle following cell based or
AAV-mediated gene transfer [69,71].

Bohl and colleagues constructed an AAV vector, in which the original
rtTA transactivator was placed under the control of a strong CMV
promoter, and the murine EPO expression cassette was constructed in a
way that both cassettes were laid directly opposite to each other [70].
Within one week of Dox administration via the drinking water, EPO
concentrations in the serum raised by 10-fold and decreased to baseline
levels within 14 days of Dox withdrawal. Following induction of EPO
expression, hematocrit levels increased accordingly, demonstrating the
biological activity of transgenic EPO. No immune response was observed
in mice either to the rtTA transactivator, or to the EPO protein. Similar
results leading to tight and long-term control of EPO expression were
observed in a murine model of B-thalassemia [72].

These encouraging results in mice led to the transfer of this system
into the nonhuman primate muscle. Favre and colleagues injected
AAV?2 vectors carrying the TetOn (rtTA transactivator) into the skeletal
muscle of 8 primates [28]. Initially, all primates showed tight
regulation of transgene expression with rapid induction and de-
induction kinetics [10]. Following intravenous Dox administration,
serum EPO levels increased to a maximum within 3-4 days, which was
followed by an increase of the reticulocyte counts in the serum,
demonstrating once again the biological activity of the transgenic EPO.
The animals were regularly bled to avoid high hematocrit discomfort
following the inductions.

However, the inducibility of EPO expression following intravenous
injection of Dox vanished and was completely lost following two to
five Dox pulses [10]. This was due to the appearance of a humoral and
cellular response against the transactivator protein, resulting in
destruction of rtTA-expressing cells within the skeletal muscle (for
further details, see chapter 5 of this review).

To obtain a more stringent regulation of transgene expression,
optimised versions of the transactivator, such as rtTA-S2, rtTA-M2, and
rtTA-M2nls, were cloned in different orientations into expression
cassettes that were incorporated into AAV2 vectors and transferred
into the muscle of mice and subsequently of nonhuman primates [13].
In addition, the woodchuck hepatitis post-transcriptional regulatory
element (WPRE) was introduced following the EPO cDNA. Based on
the evaluation of different designs of the expression cassette in mice,
it was observed that when both promoters driving the expression of
the transgene and the rtTA-M2 were positioned apart from each other,
but oriented in the same direction (forward), inducibility was optimal
and background expression remained minimal. This cassette (for-
ward) was then studied in the muscle of nonhuman primates using
the AAV1 and AAV2 serotypes. It was shown that using the AAV1
serotype for the transduction of primate skeletal muscle, almost 10
times higher serum EPO concentration could be observed compared to
animals injected with serotype AAV2. In addition, the inducibility of
the system seemed to be more effective in nonhuman primates than in
mice, since a 50-200-fold increase of serum EPO could be observed
with almost no baseline activity, while in mice the difference was
around 20-fold. However, these values have to be studied with
caution, as baseline expression of EPO could be quite undetectable in
primates due to the large volume of blood in the circulatory system
that would dilute the serum concentration of EPO [13].

The TetOn system was also used to regulate transgene expression
following gene transfer by adenoviral vectors of antiangiogenic factor
p27"%! in mice [82] or SEAP in primates [12]. EPO expression was also
studied under the control of the TetOn system following naked DNA
transfection in mice [27,78]. Importantly, in the study performed by
Latta-Mahieu and colleagues in primates, a strong cellular and
humoral immune response to the transactivator led to the loss of
transgene expression, probably by the destruction of transgene
expressing cells, which is in agreement with the results obtained in
the study performed by Favre et al. [10] (for further details, see
chapter 5 of this review).

Interleukin 10 (IL-10) is a strong anti-inflammatory cytokine that
may offer a potential treatment option for rheumatoid arthritis (RA).
Construction and intramuscular injection of two AAV vectors contain-
ing the IL-10 gene under the control of a TetOn regulatory system
resulted in profound expression of IL-10 from the transduced muscle
in a mouse model of chronic inflammatory arthritis over the duration
of 8 weeks [80]. A similar strategy, proposed by the same group, used a
plasmid transfection strategy, in which the IL-10 expression was
controlled by a combined TetOn system (rtTA-M2 and tTS) for the
duration of 3 months [79].

The combined TetOn system was also employed in several studies
to regulate EPO expression in the muscle, either following AAV-
mediated gene transfer [73], adenoviral vector-mediated gene transfer
[76,77] or using plasmid transfection [74,78]. One study examined the
controlled expression of different domains of the antiangiogenic
factor plasminogen (K1-5, K1-3HSA) following plasmid gene transfer
[83]. All studies that were performed in mice demonstrated successful
regulation of transgene expression. In addition, Lamartina and
colleagues studied the regulated expression of SEAP in the skeletal
muscle of primates following direct plasmid injection. Even though
the control of EPO expression in the mouse muscle could be
demonstrated for up to 1 year, the study performed in the primate
muscle lasted only for 14 days, which was not sufficient for long-term
analysis of Tet-mediated regulation [74].

The autoregulatory loop, constructed as a TetOff system, was also
used to study the regulated expression of EPO from skeletal muscle in
mice [49]. Encapsulated myoblasts that were transfected with
plasmids containing the autoregulatory loop TetOff system and EPO
as reporter gene were implanted and EPO expression was controlled
over a period of 40 weeks (duration of the experiment).

The optimisation of the TetOff expression cassette was reported by
Agha-Mohammadi et al. [84]. In their study, the number of Tet
operator elements that are fused to the compound minimal promoter
was increased to 8 and the promoter sequence shortened. These new
components of the Tet-regulatable systems were incorporated into an
AAV vector, and expression of mouse granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (mGM-GSF) was controlled over a period of
4 weeks following intramuscular injection.

The most recent experiment on transgene regulation in the
skeletal muscle was performed by Lena and colleagues, who studied
the capacity of the combined TetOn (rtTA-M2 and tTS-kid) system to
regulate EPO expression in mice following HC-Ad-mediated gene
transfer [75]. They observed the development of a cellular immune
response leading to loss of transgene regulation within 8 weeks after
the gene transfer. This observation is reminiscent of what has been
observed in primates [10,12]. However, the use of lower doses of
adenoviral vector and the employment of a muscle-specific promoter
was sufficient to avoid immune reactions in these mice and led to
sustained regulation of transgene expression for 30 weeks [75].

In conclusion, stringent regulation of transgene expression in the
muscle is possible using Tet-regulatable systems. However, the
appearance of a strong immune response to the transactivators,
regardless of original or optimised version, in nonhuman primates
makes it difficult to further advance with this system [85]. This issue
will be discussed in Section 5 of this review.

4.2. Regulation of transgene expression in the retina

The expression of several neurotrophic factors, such as ciliary
neurotrophic factor (CNTF) or brain derived neurotrophic factor
(BDNF), in the retina has shown to delay the onset of retinal
degeneration in a variety of animal models of Retinitis pigmentosa.
However, a long-term exposure of retinal cells to CNTF decreases the
electroretinogram (ERG) responses due to the downregulation of
several transcription factors in the photoreceptors [86]. Therefore, a
regulated expression of neurotrophic proteins in the retina would
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Table 1
Regulation of transgene expression by tetracycline dependent systems in vivo (in gray: studies involving nonhuman primates).
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Table 1 (continued)

avoid the onset of negative side effects while conserving the
neuroprotective activity.

A similar strategy is currently being developed for neovascular
disorders, the treatment of which consists currently in the injection of
anti-VEGF molecules repeatedly into the vitreous to inhibit VEGF-
mediated neovascularisation in age-related macula degeneration or
diabetic retinopathy. The long-term blockage of VEGF activity by
expressing such anti-VEGF molecules in the retina may be deleterious,
as VEGF holds also some neuroprotective activities for neurons [87],
and is responsible for normal development of vasculature [88].
Therefore, the regulation of transgene expression would be an
important step towards a clinical application.

The first ever to evaluate Tet-regulatable control of transgene
expression in the retina were McGee Sanftner et al. [89] by using a
dual vector system: two AAV2/2 vectors containing either the
combined TetOn (rtTA-M2 and tTS-Kid) cassette or the enhanced
GFP gene under the control of the inducible minimal CMV promoter. A
mix of both vectors was injected subretinally into rats, thus targeting
photoreceptors and retinal pigment epithelium (RPE). The results
demonstrated a successful induction and de-induction of GFP
expression within 2 weeks of Dox administration or withdrawal
respectively. No apparent side effects were observed. However, GFP
expression was relatively low when compared to CMV driven
expression, which was due to the ratio of both vectors injected (GFP
containing vector and combined TetOn containing vector at 1:8) as
well as the necessity of both vectors to transduce the same cell. Oral
administration of Dox at very low levels (2 pM) allowed for the onset
of GFP expression, which increased with the increasing dose of Dox
administered.

Folliot and colleagues used a single AAV vector carrying a TetOff
system to control transgene expression in the retina [90]. A
recombinant AAV2/2 vector carrying the destabilised d2GFP gene
under the control of the TetOff system was injected intravitreally into

rats to warrant transduction of retinal ganglion cells. Regulation of
d2GFP expression was very tight, with 95% of retinal GFP signal being
gone within 48 h following oral administration of Dox via the drinking
water. Upon Dox withdrawal, re-expression of d2GFP was slower,
returning to full signal within 21 days, although it was readily
detectable at 48 h.

The TetOn system was used to regulate interleukin 10 (IL-10)
expression after intravitreal administration of rAAV2/2 into the rat
eye [91]. IL-10 mRNA could be detected by RT-PCR in Dox-induced
retinas two weeks after drug administration, while control non-
induced retinas or mock-injected retinas remained undetected by RT-
PCR. Upon induction of experimental autoimmune uveitis, animals
that had been injected with AAV2/2.TetOn.vIL-10 and induced by Dox
showed partial protection of the photoreceptors from degeneration
due to the presence of transgenic IL-10, while non-induced animals or
mock-injected animals developed severe uveitis with near complete
loss of photoreceptors.

Our group developed a regulatory system based on the TetOn
technique (rtTA-M2) that controls the expression of EPO in the eye of
nonhuman primates [17,18]. The use of EPO as reporter protein allows
easy and objective quantification of transgene expression in the
anterior chamber fluid, which represents an advantage over the
subjective evaluation of GFP expression.

Three different vectors, AAV2/5.CMV.TetOn.epo, AAV2/4.CMV.
TetOn.epo and AAV2/4.pRPE65.TetOn.epo, were injected into a total
of seven primates. Induction of EPO expression was performed
initially by a 3-day Dox pulse given intravenously (10 mg/kg/day).
After 2-4 days post-Dox administration, EPO concentrations reached a
peak and declined to background levels within 10-14 days of
withdrawal of the inducer drug. Maximum EPO concentrations in
the a.c.f. were 1000 mU/ml, 100 mU/ml and 10 mU/ml for animals
injected with AAV2/5.CMV.TetOn.epo, AAV2/4.CMV.TetOn.epo, and
AAV2/4.pRPE65.TetOn.epo vectors respectively. This shows a range of
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Fig. 2. Administration of Dox allows dose-dependent expression of EPO in the retina
over 5 years after subretinal delivery of AAV2/5.CAG.TetOn.epo in macaque. Intravenous
administration of Dox was performed by a 3-day Dox pulse (Dox-ratiopharm SF,
Ratiopharm) and oral administration consisted of the daily uptake (3 days) of Dox
hidden in dry fruits. Numbers above the peaks indicate the dose of Dox administered in
mg/kg. Continuous graphs indicate intravenous administration of Dox and dotted
graphs indicate oral administration of Dox. The horizontal dashed grey line indicates
average peak EPO levels of the first 4 inductions by 10 mg/kg.

two orders of magnitude of possible concentrations for any given
therapeutic protein, depending on the serotype and the amount of
vector injected, and the promoter driving the expression of the rtTA-
M2 protein. Regulated transgene expression is still being observed, to
date that is for more than 5 years following administration of the AAV
TetOn vector (Fig. 2). No immune response was observed either to
transgene products, rtTA and EPO, or to the AAV vectors used.

Since the possibility of oral administration of Dox is a key to
considering advancing to clinical trials, we also evaluated the
influence of oral administration on the capacity to control transgene
expression [18]. In this study, we not only demonstrated the equally
efficient and tight control of induction and de-induction of EPO
expression following oral administration of Dox, but we were also able
to show that the system is capable of continuously inducing transgene
expression for a time period of 6 months, without eliciting any
negative side effects.

Therefore, following these extensive preclinical experiments in the
nonhuman primate model, we consider this regulatory system as a
useful tool in the development of neurotrophic or antiangiogenic gene
therapy strategies in the retina.

4.3. Regulation of transgene expression in the brain

The expression of therapeutic genes in the brain following viral
vector-mediated gene transfer is a powerful option for the potential
treatment of various neurological disorders, including Parkinson's
disease, Huntington's disease (HD), Alzheimer's disease and brain
cancer. Recent advances to identify key obstacles for successful gene
therapy applications in the brain, i.e. the mode of delivery and potential
immune responses to vector or transgene, raise the hope for clinical
trials to be realized in the near future. However, the need for regulated
transgene expression remains to be an issue in the treatment of brain
disorders.

Over the last decade, a variety of strategies for the regulated
expression of transgenes in the brain have been developed employing
different versions of the Tet system, different reporter genes and different
viral vectors. The model organism for brain directed gene transfer using
such regulatory systems is until now predominantly the rat.

4.3.1. Reporter genes and proof of principle

Proof of principle of in vivo Tet regulated expression in the brain
was performed using AAV vectors for the transfer of GFP under the
control of an autoregulatory loop or the TetOn system, respectively
[48,50]. Adenoviral vectors were used for the transfer of GFP, LU and
tyrosine hydroxylase (TH), comparing the TetOn (rtTA) and TetOff
(tTA) systems side by side [92], or using the TetOn (rtTA) system
[77,93] or TetOff system alone [94]. In addition, the possibility to use
lentiviral vectors for the transfer was demonstrated using the TetOff
system to control GFP expression [95]. More recently, even the HSV-1
vector system has been used for the transfer of a regulatory system
into the brain, in which the reporter gene lacZ was driven under the
control of the TetOff system [96]. Jiang and colleagues studied the
effect of the orientation of the two expression cassettes in a TetOff
system within the same AAV vector following intracerebral gene
transfer [97]. They observed best control of transgene expression and
minimal basal leakiness with a construction, in which both promoters
driving the tTA and the GFP expression were positioned at both ends
of the vector in opposite directions.

In order to target specific cell populations in the brain following
adenoviral vector-mediated gene transfer, the transactivator gene was
placed under the control of cell specific promoters, such as synapsin I
or glial fibrillary acidic protein (GFAP) for targeting neurons or glial
cells, respectively [98].

Following the development of the next generation transactivator
rtTA-M2, the new TetOn system was used to regulate [3-galactosidase
expression following lentiviral vector-mediated gene transfer [99].
Using RT-PCR and immunostaining, the authors were able to
demonstrate a tight regulation of B-gal expression in transduced
areas of the brain.

Very recently, a regulated transgene expression strategy was
developed, in which the expression of the tTA transactivator in a TetOff
system was placed under the control of a second enhancement system
based on the Gal4-NF-«B p65 transcriptional activation system, in order
to potentiate the expression of the tTA protein [100]. The authors
reported high levels of transactivator production and an increased
expression of red fluorescent protein (DsRed) in the rat brain.

4.3.2. Alzheimer's disease

Blesch and colleagues were among the first ever who demonstrated
the regulated expression of neurotrophic factors in a brain disease
model using the TetOff system to control the expression of nerve growth
factor (NGF) or GFP in a rat model of Alzheimer's disease [101]. The
transfer of the regulated expression cassette was performed using
primary fibroblasts transduced by a retrovirus, and regulated expression
was observed for 3 months. This initial study was followed by a modified
experiment, in which the transfer of the regulated expression cassette
was done by use of a lentivirus vector [102]. Production of NGF in the
activated state and the therapeutic effect in cell rescue of cholinergic
neurons was similar to animals treated with a vector that continuously
expressed NGF. More recently, the same group studied the effect of
regulated BDNF expression on axonal growth in a rat model of spinal
cord injury [103]. Primary fibroblasts that were transduced by a
retrovirus carrying a TetOn system to control BDNF or GFP expression
were implanted in these rats immediately following the injury of the
spinal cord. Regulation of transgene expression was observed for up to
3 months following gene transfer and production of BDNF resulted in
strong axonal growth into the lesion site.

4.3.3. Huntington's disease

A rat model of Huntington's disease (HD), in which the striatal
injection of quinoloic acid provoked pathologic changes reminiscent
to HD pathology, especially the degeneration of striatal neurons, was
used by Regulier and colleagues to study the regulated neurotrophic
factor expression [104]. Following lentiviral vector-mediated gene
transfer of CNTF under the control of the TetOff system, CNTF
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expression could be turned on and off by administering Dox via the
drinking water, and striatal neurons were protected from degenera-
tion by quinoloic acid.

4.3.4. Parkinson's disease

Different strategies have been developed for the treatment of
Parkinson's disease by the use of regulated transgene expression. One
possibility is the restoration of regulated dopamine production
(which is inhibited in Parkinson's disease) in the striatum through
temporal overexpression of tyrosine hydroxylase (TH), the rate
limiting enzyme in dopamine biosynthesis. A second strategy would
be the expression of neurotrophic factors, which protect dopaminergic
neurons in the striatum from degeneration during the disease. For
example, the neurotrophic factor GDNF has been shown to improve
the phenotype of Parkinson's disease when administered over long
time or following continuous expression in the brain. However, the
continuous overexpression of GDNF in the brain leads to adverse
effects, including the downregulation of tyrosine hydroxylase (TH)
[105,106].

The group of Vogel and colleagues used a lentiviral vector for the
transfer of an expression cassette containing TH or LU controlled by the
TetOn (rtTA-M2) system [107]. The authors reported an inducibility of
transgene expression by two orders of magnitude after 10 days of Dox
administration via the drinking water at a dose of 3 mg/ml. Another
group transplanted a neuronal cell line (PC12), which was stably
transfected with a TetOff system for regulated production of TH, into
the striatum of rats [108]. The production of dopamine was partially
controlled over a period of 2 months in this study.

In order to attempt a regulated expression of neurotrophic factors,
the expression of GDNF was placed under the control of the TetOn
system employing the rtTA-M2 transactivator in a two vector system
[61]. To prove the feasibility of this strategy, two vectors, one encoding
the reporter gene GFP and the second encoding the TetOn system, were
initially injected in a 1:2 ratio into the striatum. Dox was given via the
drinking water (1 mg/ml) over 4 weeks, and GFP expressing cells were
found only in induced animals. Injection of two vectors expressing GDNF
under control of the TetOn system resulted in a 7-fold difference of GDNF
expression between non-induced and induced animals. Background
levels were elevated, indicating a rather strong leakage of the system.
Diluting the vector stock by 10 resulted in lower GDNF levels in the
induced state, but also almost undetectable GDNF expression in the off
state. Upon withdrawal of Dox from the drinking water, GDNF protein
levels were completely reduced within 2 weeks and TH protein
expression returned to normal within 2-8 weeks, indicating that
GDNF-induced downregulation of TH is a reversible event.

The use of the TetR-KRAB system for the regulation of GDNF
expression following lentiviral vector-mediated gene transfer was
studied by Szulc et al. [45]. Lasting over a period of 8 weeks, they were
able to turn on and off GDNF expression with a 9-fold difference
following Dox administration via the drinking water (0.2 mg/ml).

Another strategy to express GDNF was developed using the
autoregulatory loop to control transgene expression following injec-
tion of a single AAV vector [62-64]. Initially, it was shown, that the
expression of GFP could be induced in the rat brain through the
administration of Dox supplemented food which displayed an 80-fold
increase in the mean total fluorescence intensity [62]. After the
introduction of the GDNF cDNA into the vector and injection into the
striatum, animals were continuously induced with 0.6 mg/ml Dox via
the drinking water. GDNF expression was increased 12-fold in induced
animals and remained undistinguishable in non-induced animals. The
introduction of the WPRE sequence behind the GDNF gene did not
increase protein levels in the induced state whereas basal levels were
2.5-fold higher [63]. The biological activity of the transgenic GDNF was
proven by the downregulation of TH in dopaminergic terminals of
neurons in induced animals. Recently, the difference in the expression
pattern between expression cassettes containing the TetOn system or

the CMV promoter driving GFP expression following AAV-mediated
gene transfer was assessed by the group and found to be different [64].

4.3.5. Brain cancer

A widely used strategy for the treatment of cancer constitutes in
the expression of suicide genes that render cancer cells susceptible
to specific antitumour drugs. The combination of HSV-1-thymindine
kinase (HSV-1-TK) with gancyclovir (GCV) is the most widely
used system in cancer gene therapy. It has been shown that an
immunotherapeutic approach that combines the cytotoxic proper-
ties of HSV-1-TK, which kills glioma cells in the presence of GCV
alone or in combination with the immunostimulatory effects of
FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FIt3L), is very efficient in
eliminating large, intracranial, malignant glioblastoma in rats
[109]. However, the use of first generation adenoviral vectors and
the detection of an immune response against HSV-1-TK in survivors
of glioma cancer demonstrated the need for a regulated expression
of the transgene, particularly the “turn off” in case of a successful
therapeutic outcome.

In order to meet these challenges, a strategy was developed, in
which the regulation of HSV-1-TK expression is mediated by the
combined TetOn strategy. The vector to be transferred into the brain
parenchyma is a High Capacity adenovirus, which is devoid of all wild
type adenoviral sequences and, therefore, should be less immuno-
genic as compared to previous adenovirus based vector systems.

Initially, 8-gal was used as a reporter gene and expressed under the
control of the combined TetOn system and rtTA-M2 and tTS-Kid
expressions driven either by the human (hCMV) or the mouse
(mCMV) cytomegalovirus early promoter element [66]. Within 6 days
of Dox administration via the drinking water, transgene expression
reached to a maximum and decreased to background levels within 10-
14 days of the withdrawal of Dox. As observed in other studies, the
expression of B-gal in the induced state was dependent on the dose of
Dox administered. Inducibility of transgene expression was the best
and background levels the lowest with the mCMV-TetOn system
[66,110]. Importantly, the regulated transgene expression was possible
even in the presence of a strong systemic immune reaction against
adenoviruses, highlighting the possibility to use this system in
patients with prior exposure to adenovirus, a common human in-
fection. Therefore, the authors continued to work with the murine
promoter to construct an expression cassette that would control the
expression of the immunostimulatory protein, FIt3L, using the HC-Ad
vector system [110]. A second vector encoded the HSV-1-TK protein,
which is toxic only in the presence of GCV, driven by a continuous
promoter. Cytotoxic activity would be initiated by the application of
GCV. After having shown the tight control of transgene expression in
human glioma cells [110], the system was studied in canine glioma
cells [111]. The spontaneous development of glioblastoma multiforme
in a variety of dog breeds makes these animals a precious large animal
model for the development of gene therapy strategies for this disease.
Both HC-Ads successfully transduced dog glioma cells and exerted
anti-tumoural effects in these cells in vitro. Therefore, this strategy
may be a possible treatment option for glioblastoma multiforme in
dogs, and subsequently in human clinical trials.

An interesting observation made by this group was that immunisa-
tion of mice against the reporter gene but not against the transacti-
vators would elicit an immune response and subsequent loss of
expression from transduced cells in the brain of mice [65].

4.3.6. Chronic pain

Chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in rats is a
model for the development of antinociceptive therapies for neuro-
pathic pain diseases, in which patients suffer from intractable pain.
The overproduction of B-endorphin in the brain can reduce pain
sensitivity to CCI and therefore might represent a potential therapy
for patients suffering from neuropathic pain. A two-plasmid gene
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therapy strategy using the TetOff system to regulate expression of
pro-opiomelanocortin, which is the precursor gene of 3-endorphin,
has been developed and tested in the rat model of CCI [112].
Expression of B-endorphin was regulated over a duration of 14 days
by intraperitoneal administration of Dox; nociceptive sensitivity
was reduced in rats that expressed this protein. In an attempt to
develop the strategy into a more clinically relevant setting, the
authors produced a three-plasmid strategy coding for the pro-
opiomelanocortin gene, the rtTA transactivator and the tTS silencer
[113]. The three plasmids were coelectroporated into the spinal cord
of rats and the analgesic potential was measured by heat and
mechanical sensitivity tests. Expression of 3-endorphin was robust
upon intraperitoneal Dox administration for a period of 14 days
(duration of the experiment).

4.3.7. Stem cells and siRNA regulation

Another strategy for regulated expression of transgenes in the
brain is the use of stably transfected embryonic stem cells, whose
progeny cells express the transgene following transfer into certain
organs [114]. GFP expressing stem cells, in which the expression is
controlled by a TetOn system, were implanted into the brain of mice
and expression was efficiently controlled by Dox administration over a
period of 84 days.

Very recently, the TetOn system was used for the regulated
expression of siRNA to block the expression of integrin-linked kinase
(ILK) following rAAV-mediated gene transfer into the nucleus
accumbens of rats [115]. This conditional knock-down of ILK
expression was constructed to study the function of this kinase in
normal brain structures. The use of a neuron specific promoter,
synapsin 1 gene promoter, to drive rtTA-M2 expression assured highly
specific neuronal transgene expression. Within two weeks of Dox
administration (3 mg/kg), the expression of ILK was markedly
reduced, returning to normal values within 8 days of Dox withdrawal.
This study shows that conditional gene silencing can be established in
distinct brain regions using rAAV delivered and TetOn-regulated
siRNA expression. Such a system could potentially be useful to down-
regulate the production of toxic proteins in the brain in certain CNS
disorders.

4.4. Regulation of transgene expression in other organs

The possibility of regulated transgene expression was studied by
several groups in the liver of rodents and primates, and in rodent
models of human hematopoiesis, cancer, and cartilage tissue.

4.4.1. Liver

One strategy to treat patients with Hepatitis C is the systemic
administration of the antiviral molecule interferon o (IFN-o). The
treatment of this viral infection is not very effective, as the relatively
short half-life of the protein in the circulation makes it difficult to
obtain sufficient protein levels in the liver over a sustained period.
However, expression of IFN-a in the liver following viral vector-
mediated gene transfer may constitute an effective treatment option
for patients with Hepatitis C. As mentioned above, an inducible gene
expression system would be most appropriate in order to avoid the
occurrence of potential negative side effects of the expression of such
a protein over time.

The TetOn system (rtTA-S2) has been employed to control the
expression of IFN-a (HD-Tet-IFN) in the liver of mice following
adenoviral vector-mediated gene transfer [116]. After 3 days of Dox
administration (200 pg/ml) via the drinking water, IFN-o concentra-
tions of 4000 U/ml were observed in the serum of HD-Tet-IFN injected
mice. Withdrawal of Dox from the drinking water resulted in a rapid
decrease of serum IFN-o concentration to undetectable levels within
3 days. The level of IFN-o in the serum of induced mice was dependent
on the dose of Dox administered. Finally, the authors tested the effect

of regulated IFN-o expression on the survival rate of mice challenged
with a lethal dose of liver toxic coronavirus. IFN-a expression resulted
in the prolonged survival of the animals and reduced liver damage due
to the activation of the expression of antiviral genes.

Following these encouraging results, the authors aimed to extra-
polate their system from the mouse to nonhuman primates [16].
Monkeys of the genus Sanguinus, commonly called tamarins, have
been proposed to be a surrogate model to study virus induced hepatitis
after infection with a flavivirus, GB virus B (GBV-B). To study the effect
of IFN-a expression following gene transfer to the liver in this model,
an adenoviral vector was developed that controlled the expression of
tamarin IFN-oc by use of the TetOn (rtTA-S2) system. Following
successful demonstration of the functionality of the system in mice and
rats, the vector was injected intravenously into 4 monkeys and initially
tested for the regulation of IFN-« expression in the liver. At 14 days
post-injection, transgene expression was induced for 3 days by oral
administration of Dox (10 mg/kg). Two of the monkeys exhibited an 8-
to-16 fold increase of IFN-a serum levels, while the other two monkeys
showed lower increases of [FN-a¢ in the serum. Within 3-5 days of Dox
withdrawal, serum IFN-o levels decreased to baseline levels. The
inductions were repeated three times and demonstrated the reindu-
cibility of the system. At day 42 post-injection of the adenoviral vector,
IFN-a expression was induced by Dox administration and the animals
were challenged with a dose of GBV-B virus. From this moment on, Dox
was given continuously until day 150, the end of the experiment, to
ensure local liver expression of IFN-co.. Even though all animals became
viraemic, the expression of [IFN-a delayed significantly the onset of the
disease. More importantly, all except one animal exhibited low but
measurable levels of IFN-a secretion despite inflammation in the
expressing organ. The authors discussed various reasons for the lack of
complete protection from viral hepatitis compared to the rodent study,
including the difference of the maximum level of [IFN-a in the serum of
induced mice (4000 fold) compared to primates (maximal 32-fold).
This is an often observed discrepancy that needs to be taken into
account when developing a gene therapy strategy from the mouse to
large animal models.

In a different mouse model of chronic hepatitis B virus infection,
the regulated expression of IFN-y was controlled by a TetOn system
and delivered systemically into mice by two adenoviral vectors [117].
Liver-specific transgene expression was assured by use of the liver-
activated protein promoter (p-LAP). The authors reported low basal
expression and tight regulation of IFN-y expression upon Dox
administration via the drinking water.

Hemophilia is a coagulation disorder caused to defective blood
clotting factor (FIX) production. In order to treat patients with this
disease, the regulated expression of the missing factor in the liver
would provide a potential alternative to repeated administration of
the protein or prolonged expression without regulatory system.

Vigna and colleagues reported on the regulated expression of FIX
in the liver of SCID mice following systemic administration of a single
lentiviral vector containing the TetOff system for regulation [118]. In
this study, mice were injected with different amounts of the lentiviral
vector, and regulation of FIX expression upon Dox administration
via the drinking water (50 pg/ml) was observed over a period of
240 days. Another study employed an adenoviral vector for delivery
and the TetOn system for control of FIX expression [119]. Upon
delivery of the vector into SCID mice, the expression of FIX could be
regulated by oral administration of Dox (200 pg/ml) via the drinking
water for at least 2 months. The group of Mizuguchi and colleagues
studied the regulated expression of an adenoviral vector containing
the SEAP gene under the control of the combined TetOn system
in mice [120]. In addition, the regulated expression of lacZ and
phospholipase A2 (PLA2) was studied in mice following adenoviral
vector injection into the lung (lung-targeted gene transfer) or
intravenous administration (liver-targeted gene transfer), respec-
tively [121].
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4.4.2. Hematopoietic cells

The expression of transgenes from hematopoietic precursor cells,
which can be efficiently transduced ex vivo, requires the integration of
the expression cassette into the genome. Such systems could
potentially be applied to regulate the expression of certain genes in
defined lineages of precursor cells during hematopoiesis.

Vigna and colleagues developed a lentivirus vector based system for
the regulated expression of GFP and LU in human cord blood CD34+
cells that where engrafted into sublethally irradiated NOD/SCID mice
[122]. The Tet-system employed was the TetOff system and kinetics of
tTA-mediated control of transgene expression were similar to what had
been observed in other studies. To switch the system “off”, Dox was
administered via the drinking water (200 pg/ml) and, within 8 days,
transgene expression was not detectable. The “on” switch, however, took
4 weeks to completely restore transgene expression in these animals, as
the slow clearance of the inducer drug defines the kinetics in this system.
A second group developed a lentivirus vector, in which SEAP expression
was controlled by different versions of the pure TetOn and combined
TetOn system [47]. Based on their observations, the authors proposed
the simple TetOn system as the most appropriate regulatory system for
the control of transgene expression in the hematopoietic system.

4.4.3. Cancer

As it has been mentioned above (chapter 4.3), a widely used
strategy to treat cancer is to introduce a suicide gene, such as HSV-1-
TK into cancer cells and, thus, render them susceptible to antitumour
drugs, such as GCV.

A strategy based on the HSV-1-TK/GCV system has been developed
for the treatment of a human breast cancer model in mice [123-125].
Initially, two plasmids, the first containing the HSV-1-TK gene under
control of an inducible promoter and the second containing the rtTA
Transactivator, were generated in retroviral vector plasmids [123].
These two vector plasmids were co-transduced into human breast
cancer cells (MCF-7) and 7 days following Dox induction, these cells
were implanted into mice with severe combined immunodeficiency
(SCID) bearing breast cancer xenografts. Following GCV administra-
tion, tumour cells bearing the HSV-1-TK produced toxic molecules and
were subsequently eradicated from the tissue. More importantly, due
to a bystander effect, which is a known effect of HSV-1-TK, adjacent
cells from the implanted tumour xenograft were also arrested in their
growth and tumour size remarkably decreased. In the following step,
the experiments were performed using retroviral vectors based on the
above-mentioned plasmids for the transfer of the regulatory system
directly into tumour xenografts transplanted in nude mice [125].
Transduced cells were sensitive to GCV beginning at 14 days following
retrovirus vector administration. HSV-1-TK mRNA increased signifi-
cantly in tumour tissue and within 6 weeks, the tumour size
decreased remarkably and the treated mice achieved long-term
survival. To further adjust the treatment strategy for subsequent use
in the clinics, the two-retroviral vector system was replaced by a one
vector strategy using rAAV2 virus [124]. Again, direct injection of
rAAV2 vectors resulted in GCV sensitivity within the tumour 14 days
following vector and GCV administration. Similar results concerning
tumour size and HSV-1-TK mRNA levels were observed compared to
the retroviral vector study. The authors conclude that the regulated
expression of HSV-1-TK together with the administration of GCV may
be a useful method for the treatment of breast cancer and other solid
tumours.

Another anticancer strategy employs the tumour specific expres-
sion of toxic proteins in cancer cells. Gu and colleagues designed an
expression cassette, where the tTA transactivator is placed under the
control of the human telomere reverse transcriptase (hTERT)
promoter and controls the expression of cytotoxic protein Bax [126].
The expression cassette was encapsidated into adenoviral vectors and
injected into subcutaneous xenograft tumours in mice, where tumour
growth was efficiently suppressed for the period of 38 days (duration

of the experiment). Adenoviral vectors carrying the TetOff or the
combined TetOn regulatory systems to drive FasL-GFP expression in
tumour cells have been developed by Rubinchik et al. [127].

The generation of stable cell lines, which express siRNA against
certain important tumour-associated proteins under the control of the
TetOn system, is a third anticancer strategy, where Tet regulated
expression systems have been studied in vivo. Czauderna and
colleagues developed stable human prostate cancer cells containing
siRNA directed against subunits of the phosphatidylinositol 3 kinase
under a modified TetOn system [128]. Another group developed a
stable human colon cancer cell line in which the expression of a
receptor for a pro-oncogenic protein, KILLER/DRS5, is controlled by the
TetOn system [129]. A third group developed HeLa cells, which
contained a stably integrated expression cassette composed of the
TetOn system driving siRNA expression against human polo-like
kinase 1 [130].

4.4.4. Cartilage and bone tissue

Cartilage damage following acute injury or degenerative disorders
of the joint are frequent and strategies aimed to regenerating
damaged cartilage and bone tissue have been investigated. The
expression of growth factors that would stimulate the regeneration of
cartilage and bone tissue is a potential treatment method.

In order to control the expression of transgenes in the joint,
Ueblacker and colleagues developed an expression cassette, in which
the reporter gene, lacZ, was under the control of the TetOn system and
transfected it into chondrocytes [131]. These cells were implanted into
osteochondral defects in the knees of New Zealand rabbits. Following
three weeks of Dox-mediated gene expression, lacZ protein could be
detected in well integrated implants.

A different strategy involved the use of mesenchymal stem cells,
which have been transfected with an expression cassette containing
the TetOn system regulating the expression of bone morphogenic
protein-2 (BMP-2), a highly potent osteoinductive protein. Upon
transplantation of these cells into the radii of osteopenic mice,
expression of BMP-2 could be well detected in induced animals and
bone formation and regeneration was observed over a duration of up
to 4 months [132]. Another group reported that even the short-term
induction of BMP-2 expression following intra-articular injection of
stem cells, which contained a TetOff controlled expression cassette for
BMP-2, resulted in the induction of bone formation in knee tissue
[133].

5. Immune response to the TetOn transactivator is observed
following gene transfer in the muscle, but not following gene
transfer in the retina of nonhuman primates

The Tet-regulatable system was studied by several groups in the
last preclinical model, the nonhuman primate, following gene transfer
to the muscle [10,12,13] to the retina [17,18], or to the liver [16]. In
contrast to what has been observed in the retina, where regulated
transgene expression persists for more than 5 years without any
apparent cellular or humoral immune response, muscle directed gene
transfer exhibited a more differentiated image.

When rtTA was used to regulate the expression of macaque EPO or
of SEAP from skeletal muscle, following rAAV or adenovirus-mediated
gene transfer, a large majority of individuals developed an immune
response to the rtTA protein [10,12,13] (Moullier et al. unpublished
data). This immune response was responsible for the rapid loss of
rtTA-mediated control of transgene expression due to the destruction
of the genetically modified cells and included both reactions, humoral
and cellular. Such immune responses occurred even upon using the
muscle-specific desmin promoter instead of a ubiquitous promoter to
drive rtTA expression (Moullier unpublished data). After the genera-
tion of novel rtTA variants, which showed an improved sensitivity to
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Dox and reduced background activity, it was hoped that these variants
would be less immunogenic in muscle directed gene transfer.

However, when using these variants to regulate transgene
expression from the muscle, an immune response to the transactivator
was still detectable (Moullier et al., unpublished data). It has been
demonstrated that CD8+-specific epitopes, which were identified on
ItTA, resulted in vitro in lysis of rtTA-expressing cells by cytotoxic T
lymphocytes. Mutation analysis of the dominant epitope led to the
appearance of subdominant epitopes, suggesting that an anti-rtTA
immune response could not be prevented by selective engineering of
the transactivator [134].

In intramuscularly rAAV-injected nonhuman primates, lympho-
monocytic infiltrates associated with myofibre destruction were
documented. Phenotypic analysis of the infiltrating cells showed the
presence of CD4+, CD8+ and CD86+ cells. Presence of these
infiltrates was concomitant with the detection of circulating anti-
bodies against the rtTA protein, and a quantitative reduction of the
rAAV copy number at the injection sites. In addition, a weak IFN-vy
secretion, specific for the rtTA protein, was detected in AAV vector
injected animals using in vitro activated lymph node mononuclear
cells (LNMC) [10] and in Ad vector injected animals ex vivo in fresh
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with the rtTA
polypeptide [12]. In vitro stimulated PBMC of the injected animals
could also specifically lyse target cells expressing the rtTA peptides.

The reason why not all of the injected animals did mount an
immune response to the rtTA transactivator remains unknown [10].
The fact that one of the animals injected did not have an immune
response to rtTA and developed neutralising antibodies to the rAAV
capsid (Moullier et al., unpublished data) indicated that this individual
was immunocompetent for other non-self peptides and may have
possibly developed a spontaneous tolerance for this particular peptide.

Factors involved in transgene-specific immune response are likely
numerous, but depend mainly on the vector system used and the
route of administration. For example, when naked plasmids are
injected, the chemical formulation of the plasmid DNA, the physical
method for injecting the DNA and the dose injected can affect the
immune response profile [12]. Regarding the route of rAAV and rAd
administration, the poor diffusion of the vectors following intramus-
cular injection is likely one of the major reasons for the development
of transgene-specific immune responses [85,135].

On the contrary, ability of the TetOn system to establish long-term
transgene expression regulation was demonstrated in the retina of
nonhuman primates following subretinal injection of rAAV vectors.
The fact that no antibody directed against the transactivator rtTA
could be detected in the eye or in the serum of these nonhuman
primates, and that all animals displayed persistent regulation of EPO
secretion for up to 5 years (Fig. 2) [17,18] is consistent with the fact
that, unlike skeletal muscle, the retina is likely an immune-privilege
site [136].

6. Conclusion

The Tet-regulatable system has now been used in a variety of
versions embedded in plasmids, rAAV, adenovirus, lentivirus or HSV
vectors to explore the potential of such a system in different organs.

Most applications were experimental studies to demonstrate the
feasibility of such an approach but some advanced from the small
animal (rodent) model into the large animal model, i.e. the nonhuman
primate. This has been in particular the case in muscle, retina or liver
directed gene transfer using rAAV or HC-Ad as the transfer vector.

Important information have been derived from these regulated
transgene expression studies in large animals. First, the difference
between the level of transgene expression in the induced and the non-
induced state is smaller in nonhuman primate compared to what is
observed in rodents or even in vitro. For example in the muscle, a

difference of 100-1000 fold is observed in mice while in nonhuman
primate, the difference is 20-to-50 fold.

Second, immune reactions against the TetOn transactivator was
detected in nonhuman primate following gene transfer in the muscle.
Initial studies in mice did not reveal such immune reactions.

To advance further with these Tet-regulatable systems, several
milestones need to be achieved. Concerning the muscle directed gene
transfer approach, the problem of the immune reaction against the
transactivator needs to be overcome. The imminent step in brain
directed gene therapy studies is to extrapolate the results from the rat
model to large animal models in order to evaluate, in a clinically relevant
setting, the immune status and efficiency of the Tet-regulatable systems.
This may soon be the case for the brain cancer study, where a canine
model for glioblastoma multiforme exists. Regarding gene transfer to the
retina, clinically relevant disease models should now be evaluated, using
vectors in which the Tet-regulatable system controls the expression of
the therapeutic transgene.
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TITRE DE LA THESE :

« Optimisation du transfert de géne dans la rétine par vecteur adéno-associé »

RESUME DE LA THESE :

Le transfert de gene in vivo dans la rétine est réalisé le plus souvent par I'administration d’un vecteur viral
recombinant. Les virus adéno-associés recombinant (AAVr) constituent des vecteurs de choix, car ils
permettent une expression forte et stable du transgene dans la rétine, tout en étant faiblement immunogene
et sans induire d’effets cytopathique ou cancérigéne. L'efficacité du transfert de géne dans la rétine, comme
dans d’autres organes, dépend essentiellement (1) de la capacité du protocole d’administration du vecteur
AAVr a distribuer celui-ci dans toute la rétine, pour le mettre en contact avec toutes les cellules a traiter, (2)
de la capacité du vecteur AAVr a entrer dans la cellule et a transporter le transgéne dans le noyau, et (3) de la
capacité du transgéne a étre exprimé de facon forte et stable par les cellules transduites. Au cours de cette
these, nous avons essayé d’optimiser le transfert de gene dans la rétine en travaillant sur ces deux premiers
points, et nous avons étudié la stabilité de I'expression du transgéne dans la rétine.

D’une part, nous avons montré que |'administration intraveineuse du vecteur double brin AAVr (scAAV) de
sérotype 9 (scAAV2/9) permet la transduction des cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) dans une
trés grande partie de la rétine et dans les deux yeux simultanément, lorsque celui-ci est injecté chez le rat et
le chien nouveau-né, mais pars lorsque celui-ci est injecté chez I'animal adulte. En outre, nous avons montré
que I"administration intraveineuse du vecteur scAAV2/9 chez le nouveau-né permet la mise en place d’une
tolérisation immunologique vis-a-vis du transgéne, lorsque ce vecteur est injecté chez I'animal nouveau-né,
mais pas lorsqu’il est injecté chez I’animal adulte.

D’autre part, nous évalué I'impact de I'’exposition prolongée a la lumiere environnementale sur la stabilité de
I’expression de différents vecteurs simple brin AAV4 et AAVS5 dans la rétine, chez le rat adulte, par rapport a
des conditions de lumiére environnementale cyclique et de pénombre classiquement trouvées en animalerie.
Nous avons montré que I'exposition prolongée a la lumiére induit la perte de I'expression des transgenes
évalués dans les photorécepteurs, lorsque les transgénes sont sous le controle du promoteur CMV. A
I'inverse, nous avons montré que I'exposition prolongée a la lumiére n’a pas d’effet sur I'expression dans les
photorécepteurs de ces transgenes, lorsque ceux-ci sont dirigés soit le promoteur rhodopsine ou le
promoteur rhodopsine kinase. Nous avons aussi montré que |'effet inhibiteur de la lumiére sur I'expression
des transgenes sous le contréle du promoteur CMV, passe par I'activation de la cascade de phototransduction
dans les photorécepteurs. A lIinverse, nous avons montré que I'expression de transgénes dirigée par le
promoteur CMV dans les cellules de I'EPR n’est pas affectée par les conditions de lumiere.

MOTS CLEFS :

CEil, rétine, rat, chien, chat, rhésus macque, vecteur viral, virus adéno-asssocie, AAV, thérapie génique,
transgene, érythropoiétine, transfert de gene in vivo, green fluorescence protein.
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