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Avant-propos 

 

Les vecteurs dérivés d’adeno-associated virus (AAVr) apparaissent aujourd’hui 

comme des vecteurs de choix pour le traitement de maladies monogéniques par thérapie 

génique. En effet, ces vecteurs sont capables de transduire efficacement de nombreux tissus 

comme le foie (Nathwani et al. 2007), le muscle (Favre et al. 2002 ; Toromanoff et al. 2008), 

la rétine (Acland et al. 2005) ou encore le système nerveux central (Bosh et al. 2000). Une 

seule administration d’un AAVr est capable d’induire une expression à long terme du 

transgène d’intérêt sans pour autant que cela passe par un phénomène d’intégration dans le 

génome. En effet, dans le cas d’un transfert de gène, le génome de l’AAVr persiste 

majoritairement sous forme épisomale (Miao et al. 1998, Nowrousi et al. 2012), réduisant 

ainsi le risque de mutagénèse insertionnelle. 

Par ailleurs, les AAVr ont longtemps été décrits comme faiblement immunogènes. 

Pourtant, la translation des études depuis les modèles de rongeurs vers les modèles de gros 

animaux et plus récemment le développement d’essais cliniques chez l’Homme a montré que 

ces vecteurs pouvaient induire une réponse immune, qu’elle soit dirigée contre la capside 

et/ou le produit du transgène. Ces réponses aboutissent même dans certains cas à la perte 

d’expression de la protéine d’intérêt (Favre et al. 2002, Manno et al. 2006). 

 Concernant la réponse immune à l’encontre du produit du transgène, la voie 

d’administration et/ou le tissu-cible semblent être des facteurs déterminants. En effet,  

concernant le muscle squelettique, le transfert de gène à l’aide d’une injection intramusculaire 

(IM) d’AAVr est souvent associé à une réponse immune dirigée contre le produit du 

transgène dans des modèles de gros animaux (Herzog et al. 2001, Favre et al. 2002, Ross et al. 

2006). A l’inverse, l’administration d’AAVr par voie intraveineuse locorégionale (LR), 

consistant à perfuser le vecteur sous pression dans un membre isolé à l’aide d’un garrot, 

semble être moins immunogène vis–à-vis du transgène chez le primate (Toromanoff et al. 

2010) et le chien (Haurigot et al. 2010).  

Cette thèse a eu pour objectif d’étayer ces observations chez le primate en utilisant un 

AAVr exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) dont l’immunogénicité est reconnue 

chez le macaque. Contrairement à la voie IM où l’expression de la GFP a été transitoire, la 

voie LR a résulté en une expression de la protéine à long terme, confirmant ainsi les résultats 



 

 

des études précédentes. De façon surprenante, le maintien de l’expression du transgène a été 

observé malgré la survenue de réponses immunes humorale et cellulaire spécifiques du 

produit du transgène. Mes travaux ont plus particulièrement visé à comprendre pourquoi la 

voie LR n’a pas induit le rejet du transgène. Pour cela, les réponses immunes humorale et 

cellulaire ont été caractérisées, ainsi que les interactions entre l’AAVr et les organes 

lymphoïdes. Une attention particulière a été portée à l’étude des signaux inflammatoires 

induits in situ, dans le muscle et les organes lymphoïdes drainants. Enfin, l’impact du 

promoteur et de l’expression du transgène dans le système immunitaire, sur l’immunogénicité 

de la voie LR, ont été étudiés. Pour cela, le promoteur ubiquitaire CMV a été comparé au 

promoteur desmine (Des) spécifique du muscle.  

Ces travaux ont permis d’apporter des éléments de réponse quant à la faible 

immunogénicité de la voie LR et soulignent l’importance de l’utilisation de promoteurs 

spécifiques de tissus au détriment de promoteurs ubiquitaires dans le cadre de protocoles de 

transfert de gène. 
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I. Introduction 

 

A. Thérapie génique et vecteurs viraux 

1. Définition 

 

La thérapie génique est une stratégie thérapeutique qui consiste à introduire, dans une 

cellule, un gène d’intérêt thérapeutique dans le but de soigner ou de ralentir la progression 

d’une maladie héréditaire ou acquise. Pour que le transfert de matériel génétique soit efficace, 

il apparait nécessaire d’avoir un véhicule pour délivrer le gène thérapeutique que ce soit dans 

des cellules, des tissus ou des organes entiers. Ces véhicules sont appelés vecteurs, ils peuvent 

être d’origine virale ou non-virale. 

 

2. Utilisation de vecteurs 

 

Les vecteurs non-viraux sont des vecteurs dits physiques ou chimiques. La stratégie 

utilisant les vecteurs physiques consiste à altérer de manière transitoire la membrane cellulaire 

afin de transférer de l’ADN à l’intérieur des cellules. Pour permettre cette altération 

provisoire, des méthodes d’électroporation, d’électrotransfert (Miyazaki et Aihara 2002) ou 

encore de bombardement de particules (aussi appelé gene gun) (R. M. Klein et al. 1992) 

(Yang et al. 1990) sont utilisées. Ces techniques aboutissent, certes, à une augmentation de 

l’expression du transgène d’intérêt mais sont souvent associées à des lésions au site 

d’injection liées notamment au choc électrique induit pour faire entrer l’ADN dans les cellules 

(Hartikka et al. 2001). Les vecteurs chimiques quant à eux regroupent les polymères 

cationiques et les liposomes qui entourent l’ADN d’intérêt et facilitent l’entrée dans la cellule 

(Balazs et Godbey 2011). Alors que les vecteurs non-viraux peuvent être produits en large 

quantité et possède une capacité d’encapsidation importante, ils sont actuellement inefficaces 

pour la thérapie génique. En effet, ils aboutissent dans la plupart des cas à une expression 

transitoire du transgène (Coutelle et Williamson 1996 ; Romano 2007).  
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C’est pourquoi, les vecteurs dérivés de virus dits vecteurs viraux apparaissent 

aujourd’hui comme des vecteurs de choix pour le traitement par thérapie génique des 

maladies telles que le cancer (Cawood et al. 2012) ou les maladies cardiovasculaires (Kratlian 

et Hajjar 2012) mais aussi les maladies monogéniques (Flotte 2007) (Figure 1).  Pour cette 

dernière application, certains vecteurs viraux ont la propriété de maintenir l’expression d’un 

transgène à long terme chez un individu soit sous forme intégrée (Bushman 2007) soit sous 

forme épisomale (Nowrouzi et al. 2012). 

 

               

 

Figure 1 : Utilisation de vecteurs viraux dans les essais cliniques de thérapie génique. A) Maladies 

concernées par le traitement par thérapie génique. Les maladies monogéniques arrivent en deuxième position 

après le traitement des cancers. B) Types de vecteurs utilisés dans le monde pour traiter ces maladies. Les 

vecteurs viraux sont utilisés de manière majoritaire devant les vecteurs non-viraux. Extrait de Ginn et al. 2013 

 

Les vecteurs viraux sont dérivés de virus sauvages et sont aujourd’hui utilisés dans 

70% des essais cliniques chez l’Homme. Les plus utilisés pour le traitement de maladies 

génétiques héréditaires sont les rétrovirus, les adeno-associated virus (AAV) et les lentivirus. 

Les vecteurs dérivés des adénovirus (Ad) sont quant à eux plus souvent utilisés pour le 

traitement des cancers. Chaque vecteur présente ses avantages et ses inconvénients et va être 

plus ou moins adapté au traitement d’une pathologie donnée (Tableau 1).  

Le laboratoire INSERM UMR1089 où j’ai effectué ma thèse utilise plus 

particulièrement les vecteurs dérivés de l’AAV pour le développement de stratégies 

thérapeutiques visant à traiter les maladies monogéniques de la rétine et neuromusculaires. Ce 

vecteur présente l’avantage de pouvoir être produit en grande quantité, d’infecter aussi bien 

des cellules en division que des cellules quiescentes et de ne pas ou peu s’intégrer dans le 

génome de cellule-hôte, réduisant ainsi le risque de mutagénèse insertionnelle. Il possède 

A B 
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cependant une capacité d’encapsidation réduite par rapport aux autres vecteurs cités. Ce point 

peut paraitre critique pour le traitement de certaines pathologies où il faut apporter une copie 

intègre et complète du gène. Des stratégies de trans-épissage entre deux génomes viraux ont 

d’ailleurs été menées in vitro et in vivo pour optimiser ce paramètre (Yan et al. 2000 ; Nakai, 

Storm, et Kay 2000a). 

 

Vecteur viral Rétrovirus Lentivirus Adénovirus Adeno-associated virus 

Génome ARN ARN 
ADN double 

brin 
ADN simple brin 

Capacité d'encapsidation 8 kb 8 kb 7 à 35 kb 4,7 kb 

Infection de cellules quiescentes non oui oui oui 

Intégration dans le génome oui oui non rare 

Durée d'expression long terme long terme court terme long terme 

Immunogénicité Faible Faible Importante Faible 

Application principale 
Cancer, maladies 

monogéniques 

Cancer, maladies 

monogéniques 
Cancer Maladies monogéniques 

Nombre d’essais cliniques 

recensés dans le monde en 2012 
375 62 437 99 

 

Tableau 1: Caractéristiques des différents vecteurs viraux utilisés en thérapie génique. 

 

Le fait de transduire de nombreux types cellulaires va permettre à l’AAV de cibler 

différents tissus tels que le muscle, le foie, l’œil ou encore le cerveau. Ce vecteur apparait 

alors comme un outil de choix pour le transfert de gène car il peut cibler un large panel de 

pathologies.  

 

3. Stratégies pour le traitement de maladies monogéniques 

par thérapie génique 

 

Pour le traitement de maladies monogéniques, plusieurs stratégies s’articulent autour 

de la thérapie génique. Tout d’abord, la thérapie génique peut permettre de remplacer la 
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fonction d’un gène défectueux par l’apport d’une copie fonctionnelle du gène. C’est la 

stratégie la plus largement utilisée aujourd’hui et qui a maintenant fait ses preuves dans des 

essais cliniques, chez des patients atteints d’immunodéficience sévère combinée liée à l’X 

(Hacein-Bey-Abina et al. 2010), d’hémophilie B (Nathwani, Rosales, et al. 2011), 

d’adrénoleucodystrophie (Cartier et al. 2009), de déficit en lipoprotéine lipase (LPL) (Stroes 

et al. 2009) ou encore d’Amaurose congénitale de Leber (Simonelli et al. 2010). 

La thérapie génique peut également permettre de corriger l’ARN messager (ARNm) 

défectueux. Parmi les techniques de correction d’ARNm, la stratégie du saut d’exon apparait 

aujourd’hui comme prometteuse notamment pour le traitement de la myopathie de Duchenne 

(DMD) causée par un défaut du gène codant pour la dystrophine. Le principe du saut d’exon 

est de rétablir un cadre de lecture correct donnant ainsi lieu à une protéine fonctionnelle. Cette 

stratégie consiste à apporter directement ou à l’aide d’un vecteur viral des acides 

ribonucléiques (ARN) ou des oligonucléotides anti-sens (AON) qui ciblent des sites 

d’épissage anormaux entrainant la production d’une protéine défectueuse.  Le fait de bloquer 

ces sites d’épissage va forcer la machinerie cellulaire à sélectionner d’autres sites d’épissage 

corrects (Gorman et al. 1998). Cette stratégie a pour but de faire produire une protéine plus 

courte mais fonctionnelle. Cela a notamment été décrit in vivo chez des souris mdx (modèle 

de souris dystrophiques) qui après une administration unique d’un vecteur viral, codant pour 

un ARN anti-sens (U7snRNA), ont présenté un maintien de l’expression de la protéine 

dystrophine ainsi qu’une correction du phénotype dystrophique (Goyenvalle et al. 2004). 

Cette technologie a d’ailleurs été transposée au laboratoire, dans le cadre d’un essai 

multicentrique regroupant l’expertise des centres Genethon, Institut de Myologie et Atlantic 

Gene Therapies (Figure 2). Cet essai pré-clinique a consisté à injecter un vecteur AAV 

codant pour cet U7snRNA dans un modèle de chien GRMD (Golden Retriever Muscular 

Dystrophy), modèle canin de la DMD, et a montré la restauration de l’expression de la 

dystrophine à hauteur de 60-80% dans le membre injecté. Ce protocole est actuellement en 

phase de transfert pour débuter un essai de phase I/II d’ici 2015. Par ailleurs, un essai clinique 

de phase I est actuellement en cours pour l’utilisation d’AON, cette fois, chez des patients 

atteints d’amyotrophie spinale (SMA) (C.F. Bennett, communication ASGCT 2013) après une 

preuve de concept chez la souris et le primate (Passini et al. 2011). Une demande de brevet a 

d’ailleurs récemment été déposée pour ce produit. 
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Une autre stratégie expérimentale vise à réduire le niveau d’expression d’une protéine 

à l’aide d’ARN interférence (siRNA). Ces petits ARN double brin ont été identifiés en 1998 

chez C. Elegans (Fire et al. 1998) et ont pour fonction de dégrader des ARNm dans des 

cellules eucaryotes. Ce système permet de cibler de manière spécifique un gène donné. La 

preuve de concept a notamment été faite chez le rongeur dans des modèles de maladie 

neurodégénérative (Xia et al. 2004) mais également chez le primate pour le traitement de 

maladies coronariennes (Zimmermann et al. 2006).  

 

 

 

Figure 2 : Stratégie de saut d’exon développée au laboratoire dans un modèle spontané de chien GRMD 

atteint de la myopathie de Duchenne. A) Une mutation dans le gène codant pour la dystrophine, au niveau du 

site accepteur de l’épissage de l’exon 6, est responsable d’un décalage dans le cadre de lecture. Cela entraine 

l’apparition d’un codon stop prématuré qui aboutit à la production d’une protéine non fonctionnelle. B) Le saut 

d’exon à l’aide des oligonucléotides anti-sens ciblant les exons 6 et 8 va permettre de restaurer un cadre de 

lecture correct. Une protéine plus courte mais fonctionnelle va être produite. Extrait du rapport de M2 de Claire 

Domenger. 

 

Enfin, une autre stratégie de thérapie génique consiste à modifier le génome humain de 

manière ciblée. L’approche de correction génique la plus développée à ce jour repose sur 

A 

B 
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l’utilisation de zinc-finger nucléases (ZFN). Ce sont des enzymes de restriction synthétiques 

qui contiennent des motifs de liaison à l’ADN en doigt de zinc liés à un domaine à activité 

« nucléase » de l’enzyme de restriction FokI. Chaque domaine de liaison à l’ADN reconnait 3 

paires de bases (pb) dans l’ADN. Ces ZFN créent des cassures de l’ADN double brin qui 

peuvent être réparées soit par des mécanismes de recombinaison non-homologue, qui 

résultera en la perte de l’information génétique, soit par des mécanismes de recombinaison 

homologue utilisant une séquence d’ADN pour réparer ou modifier un locus donné. Cette 

dernière apparait comme prometteuse pour la correction de mutation génétique à la fois in 

vitro et plus récemment in vivo dans un modèle de souris humanisées présentant une mutation 

dans l’intron 1 du gène codant pour le facteur IX (FIX) humain (Hojun Li et al. 2011). 

 

Au laboratoire INSERM UMR1089, ce sont plus particulièrement les approches de 

saut d’exons et de thérapie d’addition qui sont utilisées. Les séquences codantes sont amenées 

à l’aide de vecteurs AAV.  

 

B. Adeno-associated virus et vecteurs dérivés 

 

De manière à produire des vecteurs de thérapie génique sûrs, il apparait nécessaire 

d’étudier la structure du génome du virus sauvage et de comprendre son cycle cellulaire. C’est 

d’ailleurs grâce à la caractérisation des séquences requises en cis pour permettre l’expression 

du génome de l’AAV, sa réplication et son encapsidation qu’une méthodologie a pu être 

établie pour la production des AAVr. 

 

1. Génomes de l’AAV sauvage et recombinant 

a) AAV sauvage 

 

L’AAV sauvage a été décrit pour la première fois en 1965 (Atchison, Casto et 

Hammon, 1965) comme contaminant d’une préparation adénovirale. C’est un virus à ADN 
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simple brin, non-enveloppé. Il appartient à la famille des Parvoviridae et au genre 

Dependoviridae car il n’est capable de se répliquer qu’en présence d’un virus auxiliaire tel 

que l’adénovirus (Atchison, Casto et Hammon, 1965), le virus de l’herpès (HSV) (Georg-

Fries et al. 1984), le virus de la vaccine (Schlehofer, Ehrbar, et zur Hausen 1986) ou encore le 

papillomavirus (Ogston, Raj, et Beard 2000). En absence de virus auxiliaire, l’AAV reste sous 

forme latente et peut notamment s’intégrer dans le chromosome 19q13.4 au niveau du site 

AAVS1 (Kotin, Linden, et Berns 1992 ; Hojun Li et al. 2011). L’AAV est l’un des virus les 

plus petits (environ 20nm), sa capside est icosaèdrique et sa structure crystallographique a été 

décrite (Xie et al. 2002). 

Le génome de l’AAV, de 4,7 kilobases (kb), est composé de deux gènes rep et cap 

flanqués par deux séquences ITR (Inverted Terminal Repeat) de 145 pb dont les 125 

premières pb sont palindromiques et présentent une structure en épingle à cheveux (Lusby, 

Fife, et Berns 1980) (Figure 3). Le génome de l’AAV peut se présenter sous forme de brin 

« + » ou « - » ,  encapsidés aussi efficacement l’un que l’autre (Rose et al. 1969). 

 

 

Figure 3 : Structure secondaire de l’ITR de l’AAV2. L’ITR sert d’origine de réplication et est composé de 

deux bras palindromiques (B-B’ et C-C’) faisant eux-mêmes partie d’un palindrome plus large (A-A’). Le 

rectangle correspond à la partie RBE (Rep Binding Element) où viennent se lier les protéines Rep78 et Rep68. 

L’activité hélicase de ces protéines va entrainer un remodelage de la région A-A’ donnant lieu à une boucle 

jusqu’au niveau du site trs (terminal resolution site). Dans cette conformation, les protéines Rep78 et Rep68 vont 

provoquer une cassure au niveau du trs. La région RBE’ permet de stabiliser l’interaction entre les protéines Rep 

et l’ITR. Extrait de Gonçalves 2005 

 

L’AAV dispose de trois promoteurs pour réguler l’expression de ses gènes : p5, p19 

qui régulent le gène rep et p40 qui régule le gène cap. Les deux gènes rep et cap possèdent 
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plusieurs cadres de lecture : rep code pour 4 protéines impliquées dans la réplication de 

l’AAV (Rep78, Rep68, Rep52 et Rep40), cap code pour les protéines de la capside 

virale (VP1, VP2 et VP3) (Figure 4). Les protéines Rep78 et Rep68 jouent un rôle non 

seulement dans la réplication de l’ADN viral grâce à leurs interactions avec les séquences 

RBE (Rep-Binding Element) et trs (terminal resolution site) situées dans les ITR (Figure 3) 

mais également dans l’intégration et la régulation de la transcription de l’AAV. Ces deux 

protéines peuvent avoir à la fois un rôle de répresseur et d’activateur (Pereira, McCarty, et 

Muzyczka 1997). Les protéines Rep52 et Rep40, quant à elles, possèdent une activité hélicase 

et ATPase (Collaco et al. 2003) (Smith et Kotin 1998) et jouent un rôle dans la réplication et 

l’encapsidation lors de l’assemblage du virus.  

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du génome de l’AAV sauvage. Le génome de l’AAV est composé de 

deux gènes rep et cap flanqués par deux ITR. Il possède trois promoteurs : p5, p19 qui régulent le gène rep et 

p40 qui régule le gène cap. rep code pour 4 protéines impliquées dans la réplication de l’AAV (Rep78, Rep68, 

Rep52 et Rep40), cap code pour les protéines de la capside virale (VP1, VP2 et VP3). Extrait de de Oliveira et 

Fraefel 2010 

 

b) AAV recombinant 

 

Dans un souci de sécurité du transfert de gène, il apparait primordial d’éliminer les 

éléments nécessaires au cycle viral afin d’éviter la génération de particules compétentes pour 

la réplication.  

Dans le cadre de la production de vecteurs AAV, les gènes rep et cap du génome sont 

remplacés par la cassette d’expression d’intérêt contenant classiquement un promoteur, un 
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transgène et un signal de polyadénylation (Figure 5). Seules les séquences ITR sont 

conservées car elles contiennent tous les éléments nécessaires en cis pour permettre le 

maintien du génome, sa réplication et son encapsidation. En général, ce sont les ITR de 

l’AAV2 qui sont utilisés mais l’utilisation d’ITR issus d’autres sérotypes est possible. Ces 

séquences sont conservées entre les sérotypes et n’entrainent pas de modification dans 

l’efficacité de transduction aussi bien in vitro qu’in vivo (Dirk Grimm et al. 2006). 

Alors qu’il est décrit que l’AAV sauvage reste sous forme latente en s’intégrant dans 

le génome au niveau du site AAVS1 en l’absence de virus auxiliaire (Kotin, Linden, et Berns 

1992 ; Hojun Li et al. 2011), il semblerait qu’utilisé en tant que vecteur, l’AAV perde sa 

capacité d’intégration, persistant ainsi majoritairement sous forme épisomale. Cette hypothèse 

a notamment été vérifiée chez la souris (Miao et al. 1998 ; Schnepp et al. 2003) mais 

également chez le primate (Nowrouzi et al. 2012).  

 

 

Figure 5 : Schéma du génome de l’AAV recombinant dérivé de l’AAV2 sauvage. Schéma du génome d’un 

AAV recombinant. Les ITR sont les seules séquences virales conservées dans un vecteur AAV. Les gènes rep et 

cap ont été remplacés par une cassette d’expression contenant classiquement un promoteur, un gène 

thérapeutique et un site de polyadénylation. 

 

2. Sérotypes naturels et nouveaux variants synthétiques 

 

A ce jour, l’AAV présente douze sérotypes (notés 1 à 12) et plus d’une centaine de 

variants. Chaque sérotype présente un tropisme préférentiel pour un ou plusieurs types 

cellulaires, suggérant que les différents sérotypes utilisent chacun un récepteur et un co-

récepteur donnés pour entrer dans la cellule (Rutledge, Halbert, et Russell 1998). 
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Différents sérotypes d’AAV ont été identifiés en tant que contaminants de préparation 

adénovirale. Par la suite, des études menées par le groupe de JM Wilson ont montré qu’il 

existait un nombre très important de sérotypes et de variants générés par recombinaison in 

vivo (G. Gao et al. 2003). Dans un premier temps, cette équipe a voulu isoler des sérotypes 

non plus à partir de tissus humains mais à partir de tissus de primates. Ils sont partis du 

principe que l’homologie entre l’Homme et les primates non-humains était suffisamment forte 

pour avoir des vecteurs issus de primates capables de transduire les mêmes cellules chez 

l’Homme (G.-P. Gao et al. 2002). De cette étude a émergé la découverte des sérotypes 7 et 8 

isolés chez le primate rhésus. Une étude beaucoup plus exhaustive a ensuite été réalisée sur 

108 individus (Homme et primates non-humains), le but premier étant de comprendre le 

mécanisme de latence et de persistance de l’AAV (G. Gao et al. 2004b). Basées sur la 

séquence VP1 de la capside, les analyses phylogénétiques réalisées ont permis de regrouper 

par ensemble (clade) les différents sérotypes et de mettre en évidence l’existence d’hybrides 

générés à partir de recombinaison in vivo (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Analyses phylogénétiques des sérotypes et variants de l’AAV basées sur la séquence VP1. Les 

ensembles A, B, C et F ont été isolés exclusivement chez l’Homme, l’ensemble D exclusivement chez le primate 

et l’ensemble E à la fois chez l’Homme et le primate. Extrait de G. Gao et al. 2004b  
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L’AAV2 a été le sérotype précurseur pour les essais cliniques de patients atteints de 

mucoviscidose (Wagner et al. 1998), d’hémophilie B (Kay et al. 2000) ou encore d’amaurose 

congénitale de Leber (Simonelli et al. 2010) car c’était le sérotype historiquement identifié et 

le mieux caractérisé. Grâce à des études chez des modèles de petits et gros animaux, les essais 

émergents font désormais souvent appel à d’autres sérotypes avec un tropisme aujourd’hui 

plus optimal pour un tissu donné. Il apparait ainsi que les AAV de sérotypes 1, 6, 7, 8 et 9 

transduiraient plus efficacement les muscles squelettiques. Par ailleurs, les sérotypes 6 et 9  

cibleraient également le cœur, ce qui pourrait présenter un avantage notamment pour le 

traitement des atteintes cardiaques liées aux myopathies. Concernant le foie, les sérotypes 8 et 

9 seraient les plus efficaces. Le système nerveux central serait quant à lui transduit de manière 

plus optimale par les AAV 9 et 10 et l’œil par les sérotypes 1, 4, 5, 7, 8 et 9 (Tableau 2). Pour 

l’œil, les différents sérotypes ne ciblent pas les mêmes cellules. En effet, l’AAV4 est décrit 

pour transduire préférentiellement les cellules de l’épithélium pigmentaire de la rétine (Weber 

et al. 2003) alors que l’AAV5 va plutôt cibler les photorécepteurs (Lotery et al. 2003; Petit et 

al. 2012). Enfin, des sérotypes comme l’AAV9 et l’AAV10 apparaissent comme pertinents 

pour cibler le système nerveux central (Dayton, Wang, et Klein 2012 ; S J Gray et al. 2013 ; 

R. L. Klein et al. 2008). Certains de ces sérotypes sont d’ailleurs désormais utilisés dans des 

études précliniques et cliniques. En effet, l’AAV1 est aujourd’hui utilisé dans des essais 

cliniques ciblant le muscle chez des patients atteints de déficit en α1-antitrypsine (AAT) 

(Brantly et al. 2009 ; Flotte et al. 2011) ou en LPL (Stroes et al. 2009). Ce dernier est même le 

premier médicament de thérapie génique à avoir reçu une autorisation de mise sur le marché 

(Ylä-Herttuala 2012). L’AAV de sérotype 6 apparait comme prometteur pour le traitement de 

l’insuffisance cardiaque (Raake et al. 2013), l’AAV8 est utilisé en clinique pour le traitement 

de patients atteints d’hémophilie B (Nathwani, Tuddenham, et al. 2011) et enfin, l’AAV4 est 

actuellement testé chez des patients atteints d’amaurose congénitale de Leber. 

En plus de ces sérotypes naturels, depuis quelques années, de plus en plus d’études 

s’intéressent à l’optimisation de variants d’AAV. En effet, les capsides d’AAV sont modifiées 

afin d’échapper à la réponse immune ou d’augmenter le tropisme d’un AAV pour un tissu 

donné ou au contraire le diminuer. Pour cela, la modification peut consister à muter des motifs 

Tyrosine à la surface de la capside (Zhong et al. 2008) ou à créer des capsides chimériques 

entre deux sérotypes d’AAV (Bowles et al. 2012). C’est le cas par exemple de l’AAV2i8 qui 

vise à réduire le tropisme dans le foie et augmenter la transduction des muscles cardiaques et 

squelettiques (Asokan et al. 2010). A l’inverse, la modification peut avoir pour but d’adresser 
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plus préférentiellement l’AAV dans un tissu tel que le foie comme c’est le cas pour 

l’AAV2G9 (Shen et al. 2012). 

 

Organe cible Sérotype optimal Références 

Muscle squelettique 1, 6, 7, 8, 9 
W. Xiao et al. 1999; Chao et al. 2000 ; Gregorevic et 

al. 2004 ; Zhong Wang et al. 2005,8 

Cœur 6, 9 
Zincarelli et al. 2010 ; Bish et al. 2012 ; Inagaki et al. 

2006 

Foie 8, 9 Vandendriessche et al. 2007 ; Inagaki et al. 2006 

Système nerveux central 9,10 R. L. Klein et al. 2008 ; Dayton, Wang, et Klein 2012 

Poumon 6, 9 Halbert, Allen, et Miller 2001, 6 ; Bostick et al. 2007 

Œil 1, 4, 5, 7, 8, 9 Lebherz et al. 2008 ; Weber et al. 2003 

 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des sérotypes d’AAVr utilisés en transfert de gène et décrits comme 

optimaux  pour un tissu donné. 

 

3. Trafic intracellulaire 

 

Pour infecter ou transduire efficacement une cellule, l’AAV doit passer par trois étapes 

clés qui sont i) la liaison à la cellule et l’entrée, ii) le trafic intracellulaire jusqu’au noyau 

cellulaire et iii) l’entrée dans le noyau. Afin d’identifier les mécanismes de transduction de 

l’AAV, de nombreuses études ont été réalisées à partir d’AAV sauvages mais également à 

partir d’AAV recombinants in vitro. 

La première étape nécessaire à l’entrée de l’AAV dans la cellule est sa fixation aux 

récepteurs et corécepteurs membranaires. Dans le cas de l’AAV2, le virus se lie au récepteur 

protéoglycane à héparane sulfate (Summerford et Samulski 1998) et est internalisé grâce aux 

corécepteurs. Plusieurs corécepteurs ont été identifiés à ce jour : l’intégrine αvβ5 

(Summerford, Bartlett, et Samulski 1999) et les récepteurs FGFR I (fibroblast growth factor 

de type 1) (Qing et al. 1999) et c-Met (hepatocyte growth receptor) (Kashiwakura et al. 2005). 

Alors que le type de récepteurs et de corécepteurs varie en fonction du sérotype de l’AAV, 

certains restent encore inconnus (Tableau 3). 
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Sérotype Récepteur Co-récepteurs Références 

AAV1 Acide sialique N-lié non identifié Z. Wu et al. 2006 

AAV2 Protéoglycane à héparane sulfate 

FGFR I (fibroblast growth 

factor de type 1) 
Summerford et Samulski 

1998; Qing et al. 1999; 

Summerford, Bartlett, et 

Samulski 1999; Akache 

et al. 2006 

Intégrine αvβ5 

récepteur à la laminine (RL) 

AAV4 Acide sialique O-lié non identifié Kaludov et al. 2001 

AAV5 Acide sialique N-lié 
PDGFR (Platelet-derived 

growth factor receptor) 

Kaludov et al. 2001 ; Di 

Pasquale et al. 2003 

AAV6 
Acide sialique N-lié EGFR (epidermal growth 

factor receptor) 

Z. Wu et al. 2006; Weller 

et al. 2010 Protéoglycane à héparane sulfate 

AAV8 non identifié récepteur à la laminine (RL) Akache et al. 2006 

AAV9 Galactose récepteur à la laminine (RL) 
Akache et al. 2006 ; Shen 

et al. 2011 

 

Tableau 3 : Récapitulatif des récepteurs et corécepteurs identifiés pour les différents sérotypes de l’AAV. 

D’après Asokan, Schaffer, et Samulski 2012  

 

Une fois fixé à la cellule, l’AAV est internalisé par invagination de la membrane 

plasmique contenant les complexes virus-récepteurs. Ces vésicules sont ensuite relarguées 

dans la cellule. Dans le cas de l’AAV, cette étape est relativement rapide puisqu’elle durerait 

entre 30 et 60 minutes (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000).  

Les cellules possèdent plusieurs mécanismes d’invagination tels que l’endocytose 

médiée par la clathrine ou la cavéoline, la macropinocytose, la phagocytose ou encore 

d’autres voies indépendantes de la clathrine. La voie d’entrée de l’AAV dans la cellule est un 

sujet est assez controversé. Il semblerait que la voie d’entrée de l’AAV2 soit majoritairement 

un mécanisme d’endocytose médiée par la clathrine (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000) bien 

que récemment Nonnenmacher et Weber suggèrent que l’endocytose de l’AAV2r serait 

principalement médiée par une voie indépendante de la clathrine : la voie CLIC/GEEC 

(Nonnenmacher et Weber 2011). 

Les vésicules subissent ensuite un processus d’acidification via les endosomes qui 

apparait comme une étape clé dans l’adressage du virus au noyau. En effet, ce processus va 

permettre un changement de conformation de la capside, nécessaire à l’efficacité de 

transduction (Sonntag et al. 2006 ; Nam et al. 2011). L’AAV échappe ensuite aux endosomes 
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et se place de manière périnucléaire avant de pénétrer dans le noyau possiblement à travers le 

pore nucléaire. L’étape de transfert du génome viral n’est pas encore clairement définie. 

Différentes études suggèrent qu’il y aurait une translocation des particules dans le noyau 

avant le relargage de l’ADN (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000; Johnson et Samulski 2009) 

(Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Modélisation de l’entrée et du trafic intracellulaire de l’AAV. Après sa liaison aux récepteurs et 

corécepteurs, l’AAV entre dans la cellule par macropinocytose (MP) ou par endocytose médiée par l’une des 

voies suivantes : dépendante de la clathrine (CCP), de la cavéoline (CAV) ou indépendante de la clathrine 

(CLIC/GEEC). Les virions sont ensuite adressés au Golgi après avoir transités dans les endosomes précoces 

(EE) puis tardifs (LE) ou les endosomes de recyclage (PNRE). Ce transit induit un changement de conformation 

de la capside qui permet à l’AAV d’échapper aux endosomes ou au Golgi et de pénétrer dans le noyau par 

l’intermédiaire du pore nucléaire (NPC). Le génome viral est ensuite relargué dans le noyau. D’après M 

Nonnenmacher et Weber 2012 

 

4. Mécanismes de réplication et vecteur double brin (scAAV) 

 

Pour que la transduction des cellules soit optimale et que les protéines virales ou le 

produit du transgène soient exprimées, il est nécessaire que, une fois arrivé dans le noyau de 

la cellule, l’ADN simple brin soit converti en ADN double brin. Cette étape de conversion de 

l’ADN simple brin en double brin ou l’appariement de deux ADN simple brin apparait 

comme assez controversée. Le génome de l’AAV possède toutes les séquences nécessaires à 
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cette conversion : les ITR servent d’amorces pour une ADN polymérase cellulaire après la 

décapsidation du génome viral dans la cellule-hôte. L’efficacité de transduction des cellules 

est, par ailleurs, augmentée en présence de virus auxiliaire ou d’agents génotoxiques. Cette 

augmentation corrèle avec l’augmentation de la formation de duplex d’ADN à partir du virion 

à génome simple brin (Alexander, Russell, et Miller 1994). Afin de déterminer quelles 

séquences des virus auxiliaires sont impliquées et indispensables à la réplication de l’AAV, 

un panel de mutations a été réalisé dans le génome de l’adénovirus. Les résultats suggèrent 

que la synthèse du brin complémentaire du génome de l’AAV est activée en présence de la 

région E4 de l’adénovirus, qu’elle soit apportée par le virus ou par une séquence plasmidique 

(Ferrari et al. 1996). En l’absence de cette séquence, la synthèse du brin complémentaire 

serait moins efficace et aboutirait à une baisse de l’efficacité de transduction des vecteurs 

AAV in vitro. 

Alors que l’étape de synthèse du brin complémentaire du génome semble être une 

étape critique dans l’efficacité de transduction, une étude suggère que l’alignement des brins 

d’ADN complémentaires de deux particules serait importante dans la transduction et défend 

que la formation d’ADN double brin des AAV serait principalement due à l’assemblage des 

deux brins, plus qu’à la synthèse du brin complémentaire (Nakai, Storm, et Kay 2000b). 

Cependant, ce résultat a été contredit par une étude plus récente montrant qu’en utilisant des 

préparations d’AAV contenant uniquement des brins + ou uniquement des brins –, la 

transduction était aussi efficace qu’avec une préparation standard contenant un mélange de 

brins + et -, confirmant que la synthèse du second brin est le mécanisme majoritaire de 

conversion du génome AAVr en double brin (X. Zhou et al. 2008). 

Dans le cadre d’un transfert de gène, cette étape de conversion ou d’alignement de 

séquences pourrait donc être limitante et aboutir à une baisse de l’efficacité de transduction. 

C’est pourquoi, les vecteurs AAV à ADN double brin ont fait leur apparition quelques années 

plus tard, ils seront dénommés scAAV (AAV self-complementary) en opposition aux ssAAV 

(AAV single-stranded). Ces vecteurs ont émergé suite à l’observation de la capacité des AAV 

à encapsider deux copies de génome viral si celui-ci fait la moitié de la taille maximale 

encapsidable (Dong, Fan, et Frizzell 1996). En effet, si la taille du génome de l’AAV est 

supérieure à la moitié, seule une copie sera encapsidée. Par contre, si la taille est inférieure à 

la moitié, des séquences dimériques pourront être encapsidées (Hirata et Russell 2000). 
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Sur la base de cette observation, les premiers vecteurs scAAV ont été produits avec 

des cassettes d’expression qui faisaient la moitié de la taille du génome de l’AAV sauvage de 

manière à encapsider deux molécules capables de s’apparier. Ces vecteurs scAAV ainsi 

produits ont montré une augmentation de l’efficacité de transduction par rapport aux ssAAV 

aussi bien in vitro dans des cellules HeLa qu’in vivo dans des hépatocytes murins (D M 

McCarty, Monahan, et Samulski 2001). Ces vecteurs double brin se sont avérés très efficaces 

puisque même les inhibiteurs de la réplication de l’ADN n’affectent pas l’efficacité de 

transduction contrairement à ce qui est observé pour les ssAAV.  

Après avoir étudié la taille optimale du génome pour être encapsidé efficacement, 

McCarty et al. publie en 2003 une étude proposant une méthode pour produire directement 

des scAAV plutôt que d’avoir des populations mélangées de monomères génomiques (D M 

McCarty et al. 2003). Cette méthode est basée sur le cycle de réplication de l’AAV et sa 

capacité à générer des formes réplicatives de haut poids moléculaire. Elle consiste à introduire 

une mutation dans l’un des deux ITR : la délétion de la séquence trs nécessaire à la coupure 

de l’ADN viral en fin de réplication pour séparer les monomères de génome. La séquence du 

vecteur présente alors un ITR sauvage et un ITR mutant. La réplication débute à partir de 

l’ITR sauvage jusqu’à l’ITR mutant qui ne contient pas de signal de terminaison et continue, 

jusqu’à répliquer la totalité du génome en se servant du brin opposé en tant que matrice. A 

l’issue de l’étape de réplication, le produit présente donc l’ITR muté au milieu de son génome 

et un ITR sauvage à chaque extrémité. La mutation dans l’ITR permet alors une encapsidation 

prédominante de dimères génomiques capables de former un ADN double brin (Z Wang et al. 

2003) (Figure 8). 

Dans le but de valider la méthode de production et la fonctionnalité de ce nouveau 

produit, les vecteur scAAV ont été comparés aux vecteurs ssAAV aussi bien in vitro qu’in 

vivo. L’efficacité de transduction des vecteurs scAAV s’est révélée supérieure aux ssAAV in 

vitro dans une vingtaine de lignées cellulaires issues de rongeurs, d’humains ou de primates 

non-humains (Z Wang et al. 2003). In vivo, les résultats ont également montré une meilleure 

efficacité de transduction et une expression du transgène plus rapide dans le muscle, le foie et 

également le cerveau dans des modèles murins (Z Wang et al. 2003 ; D M McCarty et al. 

2003).  

Bien que ce type de vecteur ne soit pas applicable à toutes les pathologies compte-tenu 

de sa faible capacité d’encapsidation, il permet une meilleure efficacité de transduction des 
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cellules et une expression du transgène plus rapide, ce qui pourrait permettre de diminuer les 

doses injectées comparé à un vecteur ssAAV, et d’envisager de traiter certains tissus comme 

le foie dans lequel les ssAAV ont montré une faible efficacité (Z Wang et al. 2003). Ce type 

de vecteur scAAV a d’ailleurs été injecté il y a maintenant 3 ans à des patients atteints 

d’hémophilie B et montre une persistance de l’expression du transgène à des doses 

thérapeutiques (Nathwani, Tuddenham, et al. 2011). 

 

 

Figure 8 : Cycle de réplication de l’AAV et formation des génomes dimériques pour la production de 

scAAV. Le virus à ADN simple brin entre dans le noyau la cellule où il est converti en ADN double brin grâce 

aux ITR qui servent de matrice à l’ADN polymérase. (1) Cette conversion est réalisée grâce à la fixation de 

l’ADN polymérase sur l’ITR 3’. (2) Le duplex ITR se replie en configuration d’épingle à cheveux pour former 

une nouvelle amorce pour la synthèse de l’ADN (3). La protéine Rep vient se lier à l’ITR (4). Rep induit une 

coupure au niveau du site trs induisant une seconde synthèse d’ADN pour synthétiser la fin de l’ITR (5). Les 

deux molécules se séparent et peuvent servir de matrice comme en étape 3 (6). Le monomère d’ADN simple brin 

peut être encapsidé. (7) des formes dimériques peuvent être encapsidées si la coupure au site trs n’a pas été 

efficace. (5’) un des ITR est muté au niveau du site trs, la coupure n’a pas lieu.  L’ADN simple brin est converti 

en ADN double brin (6’) seul l’ITR non-muté est coupé au niveau du trs (7’). Comme en étape (5), Rep induit 

une coupure au niveau du site trs induisant une seconde synthèse d’ADN pour synthétiser la fin de l’ITR. Les 

deux molécules se séparent et peuvent servir de matrice comme en étape 3 (8). Le dimère d’ADN peut être 

encapsidé (9) D’après D M McCarty 2008 
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5. Méthodes de production des AAV recombinants 

 

Aujourd’hui, les AAV recombinants sont le plus généralement générés après 

transfection transitoire de cellules avec un plasmide vecteur contenant la cassette d’expression 

entourée des ITR et un autre plasmide qui apporte les gènes rep et cap en trans. Les gènes du 

virus auxiliaire nécessaires pour la réplication et l’assemblage de l’AAV sont aussi apportés 

en trans. Le fait d’apporter ces séquences à l’aide d’un autre plasmide a, par ailleurs, permis 

de réduire la contamination en adénovirus et en particules AAV compétentes pour la 

réplication dans les préparations d’AAV recombinants (Salvetti et al. 1998 ; X. Xiao, Li, et 

Samulski 1998 ; D Grimm et al. 1998). 

Cette méthode historique de production de vecteurs recombinants pose désormais des 

limites concernant la quantité de vecteurs à produire. En effet, les premiers essais 

concernaient des modèles de petits animaux puis de gros animaux. Désormais, l’AAV 

recombinant est utilisé dans des essais cliniques chez l’Homme. Les quantités de vecteurs 

nécessaires ont été grandissantes d’un modèle à l’autre. Aujourd’hui, il semble donc 

nécessaire de trouver des méthodes alternatives pour produire de plus grandes quantités de 

vecteurs. 

Parmi ces méthodes, on retrouve notamment i) l’utilisation de lignées cellulaires 

productrices stables (Toublanc et al. 2004) ou encore ii) le système de production en cellules 

d’insectes SF9 infectées par un baculovirus contenant les séquences auxiliaires nécessaires à 

la réplication (Urabe, Ding, et Kotin 2002). Ce dernier est aujourd’hui en pleine expansion et 

permet une production à grande échelle (en bioréacteur de 200 litres). Cette méthode permet, 

par ailleurs, la production de vecteurs qui semblent tout à fait comparable d’un point de vue 

physique et biologique à ceux produits par transfection transitoire (Urabe, Ding, et Kotin 

2002 ; Cecchini, Virag, et Kotin 2011). Néanmoins, à ce jour, aucune comparaison d’un point 

de vue de l’efficacité de transduction ou d’un point de vue immunologique n’a été faite in 

vivo. 

Bien que les vecteurs AAV soient aujourd’hui utilisés dans des essais cliniques, leur 

production et leur purification restent encore à améliorer. En effet, lors de la production de 

vecteurs, des séquences procaryotes peuvent être encapsidées et retrouvées in vivo (Chadeuf 

et al. 2005) tout comme de faibles quantités de particules compétentes pour la réplication 
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(Allay et al. 2011). Par ailleurs, il n’existe pas de standardisation de protocoles entre les 

laboratoires concernant la production ou la titration des vecteurs. Cela rend difficile la 

comparaison des études in vivo. C’est pourquoi, des équipes travaillent à l’établissement de 

matériel de référence standard pour caractériser les vecteurs (Moullier et Snyder 2008). Ces 

protocoles de caractérisation des productions de vecteurs sont aujourd’hui disponibles 

uniquement pour les AAV sérotypes 2 et 8 (Lock et al. 2010 ; Moullier et Snyder 2012). 

 

Les vecteurs AAV apparaissent donc aujourd’hui comme des vecteurs de choix pour le 

traitement de maladies monogéniques. En effet, l’identification de nombreux sérotypes, 

l’encapsidation d’un génome double brin de l’AAVr ou encore l’optimisation de la production 

de ce vecteur sont des avancées qui ont permis d’utiliser ce produit dans des essais cliniques. 

Une limite majeure est cependant apparue lors de l’utilisation de ce vecteur chez l’Homme : la 

réponse immune dirigée contre la capside et/ou contre le produit du transgène. 

 

C. AAV recombinant et réponse immune 

 

L’immunité est définie comme un mécanisme ayant pour but de défendre l’organisme 

contre tout élément étranger, qu’il s’agisse de bactéries, de virus ou de parasites. Il existe 

deux types d’immunité : l’immunité innée précoce et non-spécifique et l’immunité adaptative 

plus tardive mais spécifique qui donne lieu à un phénomène de mémoire immunologique. 

Pour maintenir cette défense vis-à-vis des agents infectieux, l’organisme possède des tissus 

dits organes lymphoïdes qui ont pour but soit d’induire la différenciation des cellules 

immunitaires, on parlera d’organes lymphoïdes primaires, soit d’initier une réponse à 

l’encontre d’un agent pathogène, on parlera alors d’organes lymphoïdes secondaires.  

L’AAVr a souvent été décrit comme peu immunogène comparé à des vecteurs comme 

l’adénovirus (Suzuki et al. 2013). Les hypothèses avancées étaient que l’AAVr induisait une 

faible activation de la réponse innée (Zaiss et al. 2002) et qu’il n’était pas capable de 

transduire efficacement les cellules présentatrices d’antigènes (APC) (Jooss et al. 1998). Ce 

dernier dogme a rapidement évolué suite à des études de transduction in vitro de cellules 
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dendritiques (DC) dérivées de monocytes murins ou humains à l’aide d’AAV de sérotype 1, 

2, 5 et 6 (Aldrich et al. 2006 ; Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009). 

Aujourd’hui, l’AAVr est utilisé dans de nombreux essais cliniques ciblant le muscle, 

la rétine ou encore le foie. Alors qu’il permet une expression du transgène à long terme dans 

des modèles murins, la translation dans des modèles de gros animaux puis chez l’Homme a 

montré que l’AAVr peut se révéler immunogène. En effet, une réponse immune dirigée contre 

la capside du vecteur et/ou le produit du transgène peut aboutir à une inefficacité du transfert 

de gène. Cette réponse semble cependant dépendre du tissu ciblé. En effet, la rétine semble 

être un site immunoprivilégié contrairement au foie ou au muscle. Aujourd’hui, un des défis 

de la thérapie génique est donc de comprendre et de mesurer cette réponse, qu’elle soit dirigée 

contre le vecteur viral ou contre le produit du transgène, mais surtout d’établir des stratégies 

permettant de contourner ou de minimiser son initiation. 

 

1. Immunité innée 

 

La réponse immunitaire innée est déclenchée pendant les premières heures de 

l’infection. Cette réponse est initiée par la reconnaissance de motifs exprimés à la surface des 

pathogènes. Ces motifs dénommés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern) sont 

reconnus par les PRR (Pattern Recognition Receptor). Ils peuvent reconnaitre à la fois des 

acides nucléiques viraux ou des glycoprotéines membranaires (Kawai et Akira 2006). Parmi 

les PRR, on retrouve les TLRs (Toll-Like Receptor). Il y en a 13 décrits jusqu’ici. Ces 

récepteurs sont composés d’un domaine extracellulaire qui se lie aux PAMPs et d’un domaine 

intracellulaire TIR (Toll/IL-1R homology). Chaque TLR reconnait un motif donné. Alors que 

les TLR qui reconnaissent des glycoprotéines vont se trouver à la surface des cellules, ceux 

reconnaissant les acides nucléiques vont plutôt se trouver à la surface des endosomes. Ces 

récepteurs sont, dans la plupart des cas, exprimés par les cellules immunitaires telles que les 

DC, les macrophages, les cellules Natural Killer (NK) ou encore les lymphocytes B (LB). 

Après la liaison à leur ligand, les TLR se dimérisent et induisent ainsi un changement de 

conformation. Ce changement de conformation permet le recrutement de molécules 

adaptatrices telles que MyD88 (myeloid differenciation primary response protein) ou TRIF 

(TIR domain containing adapter inducing interferon β). Ce recrutement va déclencher une 
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cascade de signalisation qui aboutira à l’activation de facteurs de transcription : IRF 

(interferon regulatory factor) ou NFκB (nuclear factor κB) à l’origine de la production 

d’interférons (IFN) de type I ou de cytokines proinflammatoires respectivement (Figure 9). 

Au début des années 2000, il était admis que les vecteurs AAV induisaient une faible 

réponse innée. Une étude s’est pourtant intéressée à l’expression de chimiokines 

inflammatoires à l’échelle de l’ARNm après injection par voie intraveineuse (IV) chez la 

souris d’un AAVr comparé à un vecteur adénoviral. Cette étude a montré que, bien que 

l’efficacité de transduction soit comparable, il fallait une dose supérieure d’AAVr pour 

induire la sécrétion de chimiokines dans le foie. Cette expression de chimiokines 

inflammatoires était transitoire et intervenait dès une heure post-injection, était détectable à 

six heures et disparaissait au bout de 24 heures (Zaiss et al. 2002).  

 

 

Figure 9 : Voies de signalisation induites par les TLR. Une fois liés à leur ligand, les TLR recrutent des 

molécules adaptatrices : MyD88 ou TRIF. La cascade de signalisation déclenchée aboutit à l’activation de 

facteurs de transcription : IRF qui va déclencher l’expression d’IFN de type I ou NFκB qui va déclencher 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires. Extrait de Hensley et Amalfitano 2007 

 

Pour mieux comprendre les mécanismes à l’origine de cette induction de réponse 

innée, des souris knock-out (KO) pour des gènes codant pour des TLR ou codant pour des 

molécules impliquées dans la cascade de signalisation du TLR telles que MyD88 ou TRIF 

(Figure 9) ont été injectées avec de l’AAVr (Zhu, Huang, et Yang 2009 ; Zhang et al. 2012). 

Il a ainsi été montré que le TLR9 et MyD88 étaient impliqués dans la réponse dirigée contre 

l’AAVr. Cette réponse pouvait être médiée par les interférons de type I sécrétés par les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) et non par les DC dites conventionnelles (cDC) 

(Zhu, Huang, et Yang 2009) ou par la sécrétion d’interleukine 6 (IL6), d’IL1β, de MCP1 
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(monocyte chemoattractant protein-1) et de MIP2 (macrophage inflammatory protein-2), 

cytokines et chimiokines impliquées dans la phase aigüe de l’inflammation, au site d’injection 

(Faust et al. 2013). De plus, ces résultats suggèrent de manière indirecte que les AAVr sont 

capables de transduire les DC in vivo. En effet, le TLR9 est décrit comme un récepteur se 

trouvant à la surface des endosomes de ces cellules (Latz et al. 2004 ; Ahmad-Nejad et al. 

2002 ; Ketloy et al. 2008).  

Les TLR9 sont connus pour reconnaitre à la fois les ADN double brin et les ADN 

simple brin portant des motifs CpG non-méthylés (Hornung et al. 2002). Lors d’une infection, 

ces TLR9 sont surexprimés. Le niveau d’expression du TLR9 a donc été étudié chez la souris, 

après transfert de gène par voie hépatique d’un vecteur ssAAV ou scAAV. Ainsi, les vecteurs 

scAAV induisent une plus forte réponse inflammatoire que les vecteurs ssAAV et ce, 

indépendamment de la souche de souris et du promoteur utilisés. Cette réponse, dépendante 

du TLR9, entraine une augmentation de la réponse cellulaire dirigée contre la capside mais 

pas contre le produit du transgène (Martino et al. 2011). Cela est probablement dû au fait que 

les signaux inflammatoires sont délivrés au moment où seuls les antigènes de la capside sont 

présents. Le produit du transgène ne sera exposé qu’après la décapsidation du génome viral et 

sa transcription. L’hypothèse de cette étude pouvant expliquer cette réponse inflammatoire 

plus importante après transfert de gène à l’aide de vecteurs scAAV est que les capsides de ces 

vecteurs sont moins stables dans les endosomes et relarguent plus de génome viral qui est 

ensuite capté par les TLR9. Par ailleurs, des génomes viraux déplétés en motifs CpG semblent 

induire une plus faible réponse (Faust et al. 2013). Dans cette étude, cela était corrélé à une 

diminution du nombre de CMH II (complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) 

exprimés au site d’injection et une absence de réponse adaptative dirigée contre la capside ou 

le produit du transgène. 

Enfin, il semblerait que le TLR9 ne soit pas le seul TLR impliqué dans la réponse 

innée induite par les vecteurs AAV. En effet, après transfert de gène dans le foie de souris, 

des cytokines pro-inflammatoires peuvent être sécrétées par les cellules de Kuppfer et les 

cellules non-parenchymateuses du foie. L’activation ne se fait alors plus via le TRL9, exprimé 

dans les pDC, mais via le TLR2 qui reconnait des motifs de l’AAV en tant que PAMPs. 

L’implication du TLR2 entraine alors une activation de la voie de signalisation NFkB 

(Jayandharan et al. 2011; Hösel et al. 2011) (Figure 10). 
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Figure 10 : Activation de la réponse immune innée après transfert de gène à l’aide d’AAVr. Le TLR2 

exprimé à la surface des cellules de Kuppfer reconnait le vecteur viral, le TLR9 exprimé à la surface des 

endosomes dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes reconnait quant à lui l’ADN viral. Pour ces deux 

récepteurs, la molécule MyD88 est recrutée et entraine l’activation de NFkB qui induira la production de 

cytokines pro-inflammatoire ou de IRF7 qui induira la sécrétion d’IFN I.  

 

Alors que les TLR semblent impliqués dans la réponse innée contre l’AAVr, le 

système du complément, autre composant de la réponse innée, semble également être un 

élément important dans sa régulation. Le système du complément est composé de trois voies : 

la voie alterne, la voie classique et la voie des lectines. Le déclenchement de ces voies diffère 

en matière de protéines impliquées dans la liaison au pathogène mais toutes trois aboutissent à 

la formation de la C3 convertase. Cette enzyme a pour propriété de cliver la protéine C3 en 

deux fragments : C3a et C3b. Ce dernier agit comme une opsonine et est nécessaire à la 

formation de la C5 convertase. Celle-ci mène aux étapes finales de l’activation du système du 

complément entrainant ainsi la formation du complexe d’attaque membranaire. Une étude a 

montré que la capside de l’AAV2r était capable d’interagir in vitro avec le système du 

complément et notamment avec la protéine iC3b et le facteur H (A. K. Zaiss et al. 2008). Ces 

deux protéines sont impliquées dans la régulation de l’activation du complément. En effet, le 

facteur H se lie au composant C3b et permet ainsi le recrutement du facteur I capable de cliver 

le C3b en iC3b, un fragment inactif. Leur présence entrainerait donc l’incapacité du vecteur à 

activer la voie alterne. Néanmoins, la liaison de l’AAVr à d’autres composants de la protéine 

C3 (C3 et C3b) suggère que le vecteur peut être opsonisé et entrainer l’activation des 

macrophages par la voie classique. De plus, l’interaction entre l’AAVr et le système du 
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complément semble agir sur la régulation de la réponse humorale dirigée contre l’AAVr 

puisqu’elle parait diminuée dans un modèle de souris KO pour la protéine C3 (A. K. Zaiss et 

al. 2008). Ces données couplées au rôle joué par la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans 

l’initiation de la réponse humorale dirigée contre la capside de l’AAV1 chez la souris (Sudres 

et al. 2012) souligne l’impact direct de la réponse innée sur le type de réponse adaptative. 

 

Bien que ces modèles murins aident à comprendre les facteurs et les mécanismes 

impliqués dans la réponse innée dirigée contre l’AAVr, ils présentent des limites (Hösel et al. 

2011). D’une part, parce que les compositions des PRR diffèrent entre les rongeurs et 

l’Homme et d’autre part, parce que ces études n’utilisent pas toutes le même modèle. En effet, 

le fond génétique des souris, la méthode de production du vecteur ou encore la voie 

d’administration sont des facteurs qui peuvent influencer la réponse immune. Ces études se 

rejoignent pourtant sur l’implication de la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans la réponse 

innée anti-AAVr. Un intérêt est donc porté au développement de stratégies permettant de 

bloquer cette voie de signalisation. 

 

2. Immunité adaptative 

 

L’injection d’AAVr dans des modèles de gros animaux et plus récemment chez 

l’Homme a montré qu’il était capable d’induire aussi bien une réponse humorale que 

cellulaire, qu’elle soit dirigée contre la capside et/ou le produit du transgène. Ainsi, ces 

réponses se sont avérées problématiques en matière d’efficacité du transfert de gène à long 

terme. C’est d’ailleurs parce que ces réponses ont été observées que les recherches sur 

l’immunogénicité de l’AAVr ont été initiées. 

L’initiation de la réponse adaptative se déroule en trois étapes : i) la capture des 

antigènes et leur présentation aux lymphocytes, ii) l’activation des lymphocytes et iii) la 

différenciation en cellules effectrices ou cellules mémoires qui sont les médiateurs des 

réponses humorale et cellulaire. 
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a) Capture des antigènes et présentation aux lymphocytes 

 

Les antigènes sont capturés par des APC et drainés dans les organes lymphoïdes 

secondaires : les ganglions lymphatiques et la rate. Parmi les cellules présentatrices 

d’antigènes on retrouve les macrophages, les LB et les DC. Les DC sont définies comme des 

APC professionnelles car ce sont les seules cellules capables d’initier une réponse primaire 

des lymphocytes T (LT). 

Les DC possèdent plusieurs rôles dans le contrôle de la réponse immune adaptative : 

elles peuvent être i) des sentinelles pour optimiser la capture d’antigènes in situ, ii) des 

initiateurs de la réponse immune par l’interaction les LB ou les LT ou iii) des initiateurs de la 

tolérance.  

 Les DC sont retrouvées à l’état immature dans tout l’organisme : les organes non-

lymphoïdes, le sang, les vaisseaux afférents de la lymphe ou encore les tissus lymphoïdes. A 

l’état basal, elles n’expriment pas de signaux nécessaires à l’activation des lymphocytes. Les 

DC sont capables de capter des antigènes ou de cliver des motifs pour donner naissance à des 

peptides. Les antigènes solubles qui se trouvent dans la lymphe sont captés par les DC des 

ganglions lymphatiques alors que les antigènes qui se trouvent dans le sang sont captés par les 

DC de la rate. Suite à la rencontre avec le pathogène, les DC maturent et augmentent 

l’expression des molécules de co-stimulation et d’adhésion à leur surface. Elles migrent 

ensuite dans les organes lymphoïdes secondaires via les vaisseaux afférents qui les mènent 

aux zones T-dépendantes où elles activent les lymphocytes. Il est couramment admis que 

seulement quelques DC ainsi activées sont capables d’induire une forte réponse cellulaire 

(Banchereau et Steinman 1998).  

Les DC sont capables de stimuler aussi bien la réponse cytotoxique médiée par les LT 

CD8 que la réponse T-helper médiée par les LT CD4. Dans le cas d’une initiation d’une 

réponse cytotoxique, les DC présentent à leur surface les peptides chargés sur une molécule 

de CMH de classe I (complexe majeur d’histocompatibilité de type I). Ces peptides peuvent 

provenir soit de la dégradation d’antigènes protéiques intracellulaires (Figure 11) soit de la 

captation, par les DC, d’antigènes exogènes provenant de cellules infectées en périphérie 

(Groothuis et Neefjes 2005). On parle alors de présentation croisée ou cross-presentation. 

Dans le cas d’une initiation d’une réponse de type T-helper, les DC présentent à leur surface 
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les peptides chargés sur une molécule de CMH II (Figure 12). Ces peptides proviennent de la 

dégradation d’antigènes extracellulaires. 

Pour que l’activation soit complète, en plus du signal 1 correspondant à l’interaction 

entre l’APC chargée en complexe CMH-peptide et les lymphocytes, un signal 2 est nécessaire 

pour l’activation de ces lymphocytes (Figure 13). Ce signal 2 correspond à l’interaction de 

molécules de co-stimulation présentes sur les DC avec leurs récepteurs exprimés à la surface 

des LT : les interactions B7/CD28 et CD40/CD40 Ligand (CD40L) (Zheng, Zha, et Gajewski 

2008). En l’absence de ce signal, les LT n’entrent pas en prolifération (Larsen et al. 1992). Si 

le signal 1 n’est pas présent, on parle d’ignorance, si c’est le signal 2 qui n’est pas présent on 

parle alors d’anergie. Lorsque les LT sont en état d’anergie, ils sécrètent peu d’IL2 nécessaire 

à leur survie et à leur prolifération mais également peu d’IFNγ. Dans les deux cas, il n’y aura 

pas de réponse proliférative lymphocytaire vis-à-vis de l’antigène. 

 

 

Figure 11 : Chargement de peptides à la surface du CMH de classe I. Les antigènes peptidiques sont captés 

dans le réticulum endoplasmique (RE) là où les CMH I sont assemblés. Les protéines destinées à la dégradation 

subissent une ubiquitination et sont prises en charge par le protéasome. La production d’IFNγ suite à une 

infection virale mène au recrutement de protéines dans le protéasome et augmente la production d’octamère-

décamère capables de se lier aux CMH I. Ces peptides sont transportés du cytoplasme vers le RE par 

l’intermédiaire du complexe TAP (transporter associated with antigen processing) où ils s’associent à une 

molécule du CMH I. Le complexe est ensuite délivré à la surface de la cellule et présenté aux LT CD8. D’après 

Vyas, Van der Veen, et Ploegh 2008 
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Enfin, la reconnaissance de l’antigène sans stimulation peut également induire une 

inhibition de la réponse plutôt qu’une anergie. En effet, les LT peuvent exprimer le ligand 

CTLA4 qui peut se lier à B7 mais qui délivre, contrairement au CD28, un signal inhibiteur 

aux LT. Cette interaction a notamment lieu lorsque les APC présentent des antigènes du soi à 

leur surface. Des stratégies d’immunomodulation, notamment dans la prévention du rejet de 

greffe, ciblent d’ailleurs cette voie (Bonham et al. 2002 ; Poirier et al. 2010). 

 

 

Figure 12 : Chargement de peptide à la surface du CMH de classe II. Les antigènes extracellulaires sont 

captés par les APC et sont adressés au phagosome. Le phagosome fusionne avec le lysosome pour former le 

phagolysosome dans lequel, l’antigène interagit avec les CMH II. Les peptides chargés à la surface des CMH II 

sont transportés à la surface de la cellule où ils sont présentés aux LT CD4. D’après Vyas, Van der Veen, et 

Ploegh 2008 

 

Le transfert de gène à l’aide d’un vecteur viral semble donc propice à l’initiation d’une 

réponse immune puisqu’il amène d’une part des antigènes issus de sa capside et d’autre part 

des antigènes issus du produit du transgène. En effet, dans le cas d’une maladie monogénique 

due à une mutation nulle, la protéine fonctionnelle synthétisée à partir du génome viral ne sera 

pas reconnue comme une protéine du soi. Cela s’est d’ailleurs vérifié dans les modèles 
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animaux puis chez l’Homme où des réponses humorale et cellulaire ont été observées à 

l’encontre de la capside et/ou du produit du transgène. 

 

 

Figure 13 : Signaux nécessaires à l’activation d’un lymphocyte. Le signal 1 est délivré par l’interaction entre 

le complexe CMH-peptide et le TCR. Le signal 2 correspond à la liaison des molécules de co-stimulation à leur 

récepteur. Le signal 3 est délivré par l’environnement cytokinique. Extrait de Mays et Wilson 2011 

 

b) Réponse humorale médiée par les LB 

 

Les LB maturent essentiellement dans la moelle osseuse et sont les médiateurs de 

l’immunité humorale. En effet, ce sont les lymphocytes producteurs d’anticorps. Ces réponses 

anticorps peuvent être de deux types : T-dépendante ou T-indépendante.  

La réponse humorale est classiquement déclenchée par l’interaction entre un LT Th2 

(lymphocyte T-helper 2) et un LB dans les organes lymphoïdes secondaires. Elle se traduit par 

la sécrétion d’anticorps aussi appelés immunoglobulines (Ig).  

Les LB naïfs résident dans les follicules des organes lymphoïdes secondaires. 

L’antigène arrive dans les organes lymphoïdes secondaires via les vaisseaux afférents de la 

lymphe sous forme de molécule soluble, de complexe immun ou encore transporté par les DC. 

Les LB se trouvant dans les follicules reconnaissent l’antigène protéique par l’intermédiaire 

de leur BCR (B-cell receptor). Cette reconnaissance entraine l’internalisation du complexe 
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BCR-antigène qui fournit un premier signal d’activation. Le LB joue alors un rôle d’APC qui 

va lui permettre de solliciter les LT Th2. En effet, après internalisation du complexe, 

l’antigène est clivé en peptide antigénique qui est ensuite associé à une molécule du CMH II. 

Ce complexe CMH II-peptide est alors exprimé à la surface du LB et interagit avec un TCR 

(T-cell receptor) exprimé par les LT Th2. L’interaction se fait à l’interface entre les follicules 

comprenant les LB et la zone des LT. Cette interaction active le LT qui va fournir un 

deuxième signal d’activation au LB. Ce signal correspond à l’interaction entre CD40L 

exprimé à la surface des LT et CD40 exprimé par les LB. Ces derniers vont d’abord proliférer 

puis se différencier en plasmocytes, cellules productrices d’anticorps et enfin en cellules 

mémoires (Larosa et Orange 2008).  

Il existe différents isotypes d’Ig parmi lesquelles on retrouve les IgM qui jouent un 

rôle dans la réponse immune primaire : en effet, ces Ig exprimées à la surface des LB 

répondent rapidement à une variété d’antigènes. Les IgG, quant à elles, sont prédominantes 

dans le corps et ont une longue durée de vie. Chez l’Homme, quatre sous-classes ont été 

identifées : les IgG1, 2, 3 ou 4. En général, elles ne sont pas représentées en même nombre 

dans la circulation, et notamment dans le sérum : la prédominance est telle que IgG1 > IgG2 > 

IgG3 > IgG4 chez l’Homme (Papadea et Check 1989). Alors que les IgG1 et 3 seraient plutôt 

produites en réponse à un antigène protéique, les IgG2 et 4 seraient associées à des 

polysaccharides (Schroeder et Cavacini 2010). 

 

Les anticorps sont les médiateurs de la réponse humorale et répondent à des antigènes 

exogènes. Ils peuvent avoir un effet neutralisant puisqu’en se liant aux pathogènes ou aux 

toxines, ils facilitent l’opsonisation et activent la voie classique du système du complément. 

De manière non surprenante, ils ont été détectés dans le cadre de protocoles de transfert de 

gènes à l’aide d’AAVr dans différents modèles animaux mais également chez l’Homme. Dans 

ces modèles, il a été montré que des anticorps et des facteurs neutralisants pouvaient être 

dirigés contre la capside. 

 

 

 



30 

 

(1) Réponse humorale dirigée contre la capside de 

l’AAV 

 

L’homme est un hôte naturel de l’AAV et comme nous avons pu le voir 

précédemment, après l’activation du système immunitaire par un pathogène, l’individu 

conserve une mémoire immunologique. Elle se traduit par la présence de cellules mémoires 

capables de se réactiver rapidement et par la présence d’anticorps qui ont une longue durée de 

vie. Des études ont donc été réalisées pour étudier la présence d’anticorps sériques et de 

facteurs neutralisants dirigés contre la capside chez l’Homme (Chirmule et al. 1999 ; Erles, 

Sebökovà, et Schlehofer 1999 ; Boutin et al. 2010). Ces études s’intéressaient principalement 

aux AAV2 mais aussi aux AAV de sérotypes 1, 5, 6, 8 et 9. Il a ainsi été montré que ce sont 

les anticorps et les facteurs neutralisants dirigés contre l’AAV2 qui montrent la plus grande 

prévalence quelle que soit la région du monde : sur le continent américain, en Afrique, en 

Europe, au Japon ou encore au Brésil. L’AAV2 est suivi par l’AAV1. Par contre, les individus 

semblent montrer une plus faible séropositivité envers les sérotypes 7 et 8 isolés chez le 

primate (Calcedo et al. 2009). L’analyse des sous-types d’Ig impliquées dans la réponse anti-

AAV a montré que les IgG1 seraient dominantes, suggérant la présence d’une réponse T-

dépendante. Néanmoins, les autres sous-types IgG2, IgG3 et IgG4 seraient également présents 

(Murphy et al. 2009 ; Madsen et al. 2009 ; Boutin et al. 2010). Enfin, la séroconversion 

semble avoir lieu très tôt au cours de la vie laissant une fenêtre thérapeutique restreinte pour 

s’affranchir de ces facteurs neutralisants : entre 7 et 11 mois pour l’AAV2 et jusqu’à 3 ans 

pour l’AAV8 (Calcedo et al. 2011). 

L’immunité préexistante dirigée contre l’AAV peut donc altérer l’efficacité du 

transfert de gènes notamment s’il s’agit d’une réponse neutralisante (Moskalenko et al. 2000 ; 

Scallan et al. 2006). Il est alors apparu comme pertinent de privilégier l’utilisation de 

sérotypes moins prévalents que l’AAV2, comme l’AAV8, même s’il a été montré qu’il existe 

une réaction croisée entre les sérotypes (Calcedo et al. 2009). Cette réaction croisée est sans 

doute due aux fortes homologies entre les différentes capsides. L’AAV6 par exemple ne 

diffère que de 6 acides aminés avec l’AAV1. Les AAV de sérotype 7 et 8, quant à eux, ne 

sont pas neutralisés par des antisérums hétérologues chez la souris (G.-P. Gao et al. 2002). 

D’ailleurs, concernant le sérotype 8, le titre en facteurs neutralisants a été étudié pour 

déterminer jusqu’à quel niveau il est possible d’outrepasser cette barrière. Le titre correspond 
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ici à la dernière dilution à laquelle le sérum entraine une inhibition de 50% de la transduction. 

Il en est ressorti que le titre maximal en facteurs neutralisants ne doit pas être supérieur à 1/10 

si le vecteur est injecté par voie IV (Wang et al. 2011). Cependant, il a été montré que, pour 

ce sérotype, l’augmentation de la dose injectée peut permettre de dépasser la neutralisation 

(Hurlbut et al. 2010). En plus du sérotype, la voie d’injection semble être un facteur 

intervenant dans la neutralisation du vecteur. Cela a notamment été décrit pour l’AAV9r 

utilisé pour cibler le système nerveux central : une administration du vecteur dans la grande 

citerne chez un individu séropositif entraine une inhibition de la transduction (Samaranch et 

al. 2012). Ce n’est pas le cas pour une injection du même sérotype par voie intrathécale où des 

titres allant jusqu’à 1/128 n’entrainent pas d’inhibition de la transduction (Gray et al. 2013).  

L’utilisation de sérotypes alternatifs au sérotype 2 semble donc permettre au vecteur 

de transduire efficacement les tissus cibles même en présence de facteurs neutralisants. 

Cependant, nous avons pu voir que l’efficacité de transduction de ces vecteurs dépend de 

plusieurs facteurs comme la voie d’injection, la dose de vecteur ou encore le titre en facteurs 

neutralisants. Une alternative pour contrer la présence de facteurs neutralisants est d’ailleurs 

en cours de développement : la plasmaphérèse. Cette technique déjà utilisée chez l’Homme, 

permet d’éliminer des protéines de haut poids moléculaires comme les Ig dans le plasma. 

L’effet d’une à cinq plasmaphérèses sur les titres en facteurs neutralisants spécifiques des 

AAV1, 2, 6 et 8 a été mesuré chez des patients séropositifs. Comme cela a été décrit pour 

l’AAV8, la plasmaphérèse ne semble efficace que si le taux en facteurs neutralisants pré-

existants est faible (aux alentours d’un titre au 1/20) et si plusieurs cycles sont effectués pour 

pallier un rebond de la réponse humorale pouvant entrainer une augmentation du taux 

d’anticorps. Cette technique permettrait alors de créer une fenêtre pendant laquelle le vecteur 

pourrait être administré. Il est cependant à noter qu’au-dessus d’un certain titre en facteur 

neutralisants (entre 1/20 et 1/800 et plus), il parait nécessaire de coupler les cycles de 

plasmaphérèse à un régime immunosuppresseur agissant sur les LB (Monteilhet et al. 2011).  

A l’heure actuelle, nous ne disposons donc pas encore de méthodes permettant de 

s’affranchir complètement de la réponse pré-existante anti-AAV. 

En plus de cette immunité pré-existante décrite dans les modèles animaux et chez 

l’Homme, les études de transfert de gène à l’aide d’AAVr ont montré que le déclenchement 

d’une réponse immune humorale anti-AAV est systématique chez des individus séronégatifs. 

Cela a été montré dans des modèles murins, dans des modèles de gros animaux et plus 
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récemment dans des essais cliniques chez l’Homme. En effet, ce phénomène a été décrit chez 

la souris après transfert de gène par voie IM à l’aide d’un AAV2r codant pour l’AAT 

(Chirmule et al. 2000) ou à l’aide d’AAV2r ou 8 codant pour le FIX (Hua Li et al. 2007). Cela 

a également été décrit chez le chien après injection d’un AAV2r par voie transveinulaire 

périphérique (Haurigot et al. 2010), chez le primate après injection par voie hépatique 

d’AAV5r ou d’AAV8r (Nathwani et al. 2007 ; Jiang et al. 2006) et enfin dans des essais 

cliniques en cours ciblant les déficits en AAT ou en FIX (Flotte et al. 2011; Nathwani, 

Rosales, et al. 2011). L’apparition de cette réponse humorale dirigée contre la capside du 

vecteur ne semble dépendre ni de l’espèce, ni du sérotype, ni de la voie d’injection. 

Il est cependant à noter que cette réponse n’apparait pas délétère vis-à-vis du produit 

du transgène puisqu’elle n’aboutit pas à l’inefficacité de transfert de gène. Elle a pourtant un 

rôle limitant pour la ré-administration du vecteur excepté dans un site immunoprivilégié 

comme l’œil où la séroconversion ne semble pas être un obstacle (Amado et al. 2010 ; 

Bennett et al. 2012). Dans des études ciblant le foie ou le muscle, une deuxième 

administration d’un vecteur de même sérotype entraine une inefficacité du transfert de gène et 

ce, que le vecteur code pour le même gène rapporteur ou un transgène thérapeutique (W. Xiao 

et al. 1999 ; Chirmule et al. 2000 ; Scallan et al. 2006). Par contre, une deuxième 

administration d’un vecteur de sérotype différent du premier ne semble pas aboutir à la perte 

d’expression du transgène. En effet, cela a notamment été montré dans un essai clinique chez 

des patients atteints de déficit en LPL. Certains individus avaient déjà reçu un AAV2r en IM 

(Brantly et al. 2006) avant d’être injecté avec un AAV1r par la même voie. La présence de 

facteurs neutralisants contre l’AAV2r n’a pas empêché le transfert de gène avec l’AAV1r 

(Brantly 2009).  

 

L’existence d’une réponse humorale, pré-existante ou induite, dirigée contre la capside 

de l’AAV est donc problématique pour le transfert de gène à l’aide d’AAVr. Il est à noter que 

le transfert de gène à l’aide d’AAVr peut également induire une réponse humorale dirigée 

contre le produit du transgène. 
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(2) Réponse humorale dirigée contre le produit du 

transgène 

 

La réponse immune dirigée contre le produit du transgène a été décrite plus largement 

dans des modèles de gros animaux que de petits animaux. Elle peut être dirigée contre une 

protéine autologue ou hétérologue et ce, dans différents modèles. Une étude réalisée chez le 

primate dans le cadre du transfert de gène de l’érythropoïétine (Epo) a montré que suite à 

l’initiation d’une réponse immune contre l’Epo homologue, les primates développaient une 

anémie auto-immune. Cette réponse était caractérisée par la présence d’anticorps dirigés 

contre l’Epo (Chenuaud et al. 2004b ; G. Gao et al. 2004a). Ce phénomène de réponse 

immune contre un produit du transgène a également été décrit chez le chat déficient en LPL 

après transfert de gène dans le muscle d’un transgène codant pour cette enzyme (Ross et al. 

2006) ou encore chez le chien hémophile, contre le FIX (R W Herzog et al. 2001). Dans les 

deux cas, la perte d’expression de la protéine corrélait avec l’apparition d’anticorps 

spécifiques du produit du transgène. Cette réponse immune était cependant abrogée en 

présence d’un traitement immunosuppresseur.  

Différents facteurs semblent impliqués dans l’initiation d’une réponse humorale 

dirigée contre le produit du transgène. Parmi eux, la dose de vecteur injectée peut jouer un 

rôle dans l’initiation mais aussi dans l’intensité de la réponse immune. En effet, le traitement 

de chiens hémophiles par voie IM avec un AAV2 codant pour le FIX a montré qu’en fonction 

de la dose totale injectée rapportée au poids et en fonction de la quantité de vecteur 

administrée à chaque site d’injection, la quantité en anticorps neutralisants contre le FIX et 

leur durée de vie augmentent (R W Herzog et al. 2002). Non seulement, la concentration en 

anticorps sériques IgG1 et IgG2 dirigés contre le FIX augmentent avec les doses de vecteur 

injectées mais aussi l’inflammation au site d’injection caractérisée par des infiltrats de LT 

CD8 et la destruction des fibres musculaires (Wang et al. 2005). Ce phénomène d’effet de la 

dose a été décrit dans le cadre d’un transfert de gène dans le muscle mais il existe aussi après 

transfert de gène hépatique. Dans ce cas, l’augmentation de la dose semble plutôt induire une 

tolérance vis-à-vis du produit du transgène. En effet, des souris CD-1 décrites comme 

présentant une forte réponse neutralisante vis-à-vis du FIX ne présentaient plus cette réponse 

neutralisante lors de l’injection de 4x10
11

 ou 2x10
12

 génomes viraux (vg)/animal par voie 

intraportale comparée à une même injection de 1x10
11

 vg/animal  (Mingozzi et al. 2003). 
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L’état pathologique du tissu cible et le promoteur en amont du transgène, apparaissent 

également comme critiques pour l’efficacité du transfert de gène et concernent plus 

particulièrement les dystrophies musculaires. En effet, l’injection de vecteur AAV peut ne pas 

aboutir à une persistance de l’expression du transgène si elle a lieu dans un tissu 

inflammatoire et endommagé. C’est notamment le cas pour un modèle de souris déficientes en 

γ-sarcoglycane (Cordier et al. 2001).  

Une expression ectopique d’une protéine peut également favoriser l’initiation d’une 

réponse immune. Dans le modèle cité ci-dessus, l’apparition de la réponse humorale 

disparaissait lors de l’utilisation d’un promoteur MCK (muscle creatine kinase) spécifique du 

muscle comparé à un promoteur ubiquitaire CMV (cytomegalovirus) (Cordier et al. 2001). 

Cela a également été montré dans des modèles murins où des vecteurs AAV2 ou AAV8 

codaient pour l’α-galactosidase et l’α-glucosidase acide respectivement. Ces transgènes sous 

contrôle d’un promoteur CMV induisaient une plus forte réponse anticorps comparé à 

l’utilisation de la même cassette d’expression sous contrôle cette fois d’un promoteur 

spécifique du foie (Ziegler et al. 2004 ; Franco et al. 2005).  

Enfin, le modèle animal a aussi un rôle : des souches différentes de souris ne vont pas 

induire la même réponse immune. En effet, alors qu’une forte réponse immune contre le FIX 

est détectée chez les souris CD-1, ce n’est pas le cas chez les souris C57/Bl6 (Kung et al. 

1998). Cela a aussi été décrit pour des réponses contre des protéines hétérologues comme la 

GFP (Skelton, Satake, et Kohn 2001). De plus, des modèles animaux présentant différentes 

mutations pour une pathologie donnée ne vont pas non plus réagir de la même façon. Des 

chiens atteints d’hémophilie B portant une mutation non-sens sur le gène du FIX ne vont pas 

déclencher de réponse immune contre le FIX contrairement à ceux présentant une mutation 

nulle qui vont développer une forte réponse neutralisante contre le FIX après une injection par 

voie IM (Herzog et al. 2001). Ce phénomène peut s’expliquer par l’absence de protéine dans 

le premier cas : après transfert de gène cette protéine est reconnue comme hétérologue.  

 

Compte-tenu de l’hétérogénéité des cas décrits, la réponse immune dirigée contre la 

capside et/ou le produit du transgène semble difficilement prédictive. Par ailleurs, la réponse 

humorale n’est pas la seule décrite. En effet, elle peut s’accompagner, dans certains cas, d’une 

réponse cellulaire médiée par les LT et dirigée contre la capside du vecteur et/ou contre le 

produit du transgène. 
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c) Réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T 

 

De manière schématique, deux types de réponses sont médiées par les LT : la réponse 

effectrice et la réponse régulatrice. Il existe deux types de réponses effectrices faisant 

intervenir les LT CD8 ou les LT CD4. Contrairement à la réponse médiée par les LT CD8, la 

réponse médiée par les LT CD4 peut donner lieu à différents sous-types de LT qui se 

distinguent par la nature des cytokines produites et leurs fonctions effectrices. Nous nous 

intéresserons uniquement aux sous-ensembles Th1, Th2 et T régulateurs (Treg).  

 

(1) Généralités sur la réponse cellulaire 

 

Les LT CD8 sont à l’origine de la réponse cellulaire cytotoxique. Les LT CD8 

reconnaissent les complexes CMH I-peptide exprimés à la surface des cellules infectées par 

un virus. La reconnaissance induit une activation de LT CD8 qui va se différencier en cellules 

effectrices : les CTL (lymphocyte T cytotoxique) qui établissent alors un contact avec les 

cellules infectées. De la perforine est relarguée dans l’espace intramembranaire et va 

perméabiliser la membrane de la cellule. Les granzymes sont alors relarguées, pénètrent dans 

la cellule, gagnent le noyau et déclenchent l’apoptose. En plus de la cytolyse, les CTL 

produisent de l’IFNγ et du TNFα (tumor necrosis factor alpha). 

A la différence des LT CD8, les LT CD4 se différencient en différents sous-

ensembles qui se distinguent par le type de cytokines sécrétées et leurs fonctions effectrices. 

Les LT CD4 peuvent se différencier en deux ensembles majeurs : les Th1 ou Th2 (Figure 13). 

D’autres types de lymphocytes ont émergé : nous ne nous intéresserons ici qu’aux Treg 

(Bluestone et Abbas 2003). Différents facteurs orientent cette différenciation parmi lesquels 

l’environnement cytokinique et l’intensité de l’interaction entre le TCR et le CMH semblent 

jouer un rôle majeur (Edwards et Evavold 2011 ; Boyton et Altmann 2002) 

Les LT Th1 se différencient sous l’effet de l’IFNγ et de l’IL12 produits lors de la 

réponse innée et sont activés par l’interaction entre leur TCR et un complexe CMH II-peptide 

exprimé par une APC. Ils sont caractérisés par la sécrétion d’IFNγ et sont impliqués dans 
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l’immunité contre des antigènes extracellulaires. Les Th1 interagissent avec les macrophages 

et sont caractérisés par la sécrétion d’IFNγ, d’IL2 et de TNFα.  

Les LT Th2 se différencient sous l’effet de l’IL4 et de l’IL10 et de l’engagement de 

leur TCR. Les LT Th2 produisent entre autres de l’IL4, de l’IL5 et de l’IL13 et jouent un rôle 

auxiliaire dans la réponse humorale médiée par les LB. En effet, la prolifération des LB 

dépend de l’IL4 et de l’interaction CD40/CD40L. Les cytokines induites par la réponse Th2 

vont entrainer l’inhibition de la réponse Th1 et vice-versa (Abbas, Murphy, et Sher 1996). 

 

 

Figure 14 : Différenciation des LT CD4 en lymphocytes T-helper. Les DC activées interagissent avec les LT 

naïfs. En présence d’IFNγ et d’IL2, les LT CD4 vont plutôt s’orienter vers une réponse de type Th1 caractérisée 

par la sécrétion d’IFNγ, d’IL2 et de TNFα. En présence d’IL-4 et d’IL10, les LT CD4 vont plutôt s’orienter vers 

une réponse de type Th2 caractérisée par la sécrétion d’IL-4, d’IL-5, d’IL10 ou encore d’IL-13. 

 

Enfin, les LT CD4 peuvent aussi se différencier en Treg qui ont une activité 

suppressive sur la réponse immunitaire et préviennent l’auto-immunité. Les Treg naturels 

(nTreg) se différencient dans le thymus et expriment de manière constitutive le récepteur à 

l’IL2 : le CD25. Le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3) est également exprimé 

de manière stable dans les nTreg et est requis pour l’activité suppressive de ces cellules. Les 

Treg dit induits (iTreg) se développent non pas dans le thymus mais en périphérie à partir de 

LT CD4 naïfs et sous l’action du TGF-β. Les Treg produisent de forte quantité d’IL-10 et de 

TGF-β qui vont avoir un effet suppresseur sur les LT effecteurs (Vignali, Collison, et 

Workman 2008). 
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Tout comme les LB, les LT donnent lieu à des cellules mémoires séparées en deux 

groupes : les LT de la mémoire centrale (TCM) et des LT effecteurs mémoires (TEM). Ces deux 

sous-types se différencient par les marqueurs qu’ils expriment mais également par les 

cytokines qu’ils sécrètent (Okada et al. 2008). Chez l’Homme, les TCM expriment les 

marqueurs CD45RO, CD62L et CCR7. Ils sont retrouvés dans les tissus lymphoïdes et ont la 

propriété de se diviser rapidement et de se différencier en cellules effectrices en réponse à un 

antigène. Les TEM, quant à eux, expriment le CD45RO mais pas CD62L ni CCR7. Ils circulent 

dans les tissus périphériques et ont une capacité proliférative limitée mais une fonction 

effectrice prononcée (Tanel et al. 2009). 

 

Nous avons vu précédemment que la réponse immune humorale contre la capside et 

contre le produit du transgène a longtemps été la seule réponse mesurée pour expliquer 

pourquoi le transfert de gène était inefficace. Plus récemment, la translation de protocoles 

précliniques chez l’Homme a révélé la présence d’une réponse immune cellulaire dirigée 

contre la capside de l’AAV. 

 

(2) Réponse cellulaire dirigée contre la capside de 

l’AAVr 

 

 Ce phénomène a été décrit pour la première fois dans un essai clinique chez des 

patients hémophiles. La preuve de concept pour ce protocole de thérapie génique avait été 

faite dans des modèles de souris et chiens déficients en FIX (Snyder et al. 1999 ; Mount et al. 

2002). Une injection par voie intraportale d’un AAV2r codant pour le FIX permettait une 

expression de la protéine à long terme et à un taux thérapeutique. L’injection d’AAVr par 

voie intraportale a donc été amenée en clinique. Mais contrairement à ce qui a été observé 

chez la souris et le chien, le transfert de gène par voie hépatique a abouti à une expression 

transitoire du FIX chez l’Homme (Manno et al. 2006). Cette expression transitoire ne corrélait 

pourtant pas avec une réponse humorale neutralisante dirigée contre le FIX. Par contre, la 

perte d’expression de transgène s’accompagnait d’une augmentation asymptomatique 

transitoire et réversible des transaminases, signe d’une cytolyse hépatique. Cette observation 
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était associée à la détection d’une sécrétion IFNγ par les PBMC (peripheral blood 

mononuclear cell) contre la capside de l’AAV2 entre quatre et six semaines post-injection 

(Figure 15). L’hypothèse avancée étaient que ces résultats obtenus chez l’Homme et non dans 

les modèles animaux pouvaient être dus au fait que l’Homme est un hôte naturel de l’AAV2. 

Pourtant, ce phénomène n’a jamais été observé chez le primate, également hôte naturel de 

l’AAV. Dans cet essai clinique, ces patients montraient la présence de LT CD8 cytotoxiques 

mémoires spécifiques de la capside dans les PBMC. Suite au transfert de gène, ces LT 

auraient été réactivés et auraient détruit les hépatocytes transduits exprimant le transgène 

d’intérêt (Mingozzi et al. 2007a) (Figure 16). De plus, les hépatocytes joueraient un rôle de 

cellules présentatrices dans ce contexte (Pien et al. 2009).  

 

 

Figure 15 : Dosage des transaminases sériques et fréquence des LT CD8 spécifiques de l’AAV2 après 

transfert de gène à l’aide d’AAV recombinant. L’augmentation de la fréquence des LT CD8 corrèlent avec 

l’augmentation de transaminases dans le sérum. Extrait de Mingozzi et al. 2007a 

 

Cette hypothèse a été vérifiée grâce à une analyse plus poussée de la réponse immune 

à l’aide de pentamères de molécules de CMH chargées avec le peptide immunodominant de 

l’AAV2 identifié et commun aux AAV de sérotype 1, 6, 7 et 8 (Mingozzi et al. 2007a). Le but 

était d’analyser la fréquence de LT spécifiques de la capside au cours du temps. 

L’augmentation de la fréquence a été observée en même temps que l’augmentation transitoire 

des transaminases (Figure 15). Pour évaluer la prévalence des LT spécifiques de la capside de 

l’AAV2, les PBMC de 46 individus positifs en facteurs neutralisants contre l’AAV2 ont été 

analysés et seulement deux sont sortis positifs après une analyse directe ex vivo. Une méthode 

d’expansion in vitro des cellules a permis de mettre en évidence un plus grand nombre de 
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patients présentant une population lymphocytaire répondant à l’AAV et un phénotype 

mémoire. Ces résultats suggèrent qu’il n’existe peut être pas de corrélation entre la présence 

de facteurs neutralisants et la présence d’une réponse cellulaire. De plus, les analyses ex vivo à 

partir de PBMC montrent que la fréquence en LT spécifiques de la capside est rare et que 

l’absence de détection peut provenir de la limite de sensibilité des tests cellulaires (Mingozzi 

et High 2007). Cette étude a soulevé plusieurs questions pour les essais cliniques à suivre : 

faut-il screener les patients avant injection ou faut-il leur administrer un traitement 

immunosuppresseur transitoire mais préventif ?  

 

 

Figure 16 : Modélisation des mécanismes responsables de la destruction des hépatocytes transduits par le 

système immunitaire. L’AAV est pris en charge par les cellules présentatrices d’antigènes, cela entraine une 

activation de LT CD8 spécifiques de la capside, peut-être des LT mémoires. Ces LT CD8 vont ensuite cibler les 

hépatocytes transduits. Les hépatocytes sont capables de cross-présenter les peptides dérivés de la capside après 

leur dégradation par le protéasome, ces cellules deviennent alors des cibles pour les LT CD8. Extrait de R W 

Herzog 2007 

 

Au-delà de cet essai clinique, la présence d’une réponse lymphocytaire spécifique de 

la capside de l’AAV a été décrite dans d’autres essais chez l’Homme. Une réponse IFNγ 

dirigée contre l’AAV1 cette fois a été décrite dans un essai clinique visant à traiter des 

patients atteints de déficit en LPL (Mingozzi et al. 2009). Cette réponse semblait être dose-

dépendante puisque les patients injectés avec la forte dose de 3x10
11

 vg/kg avait une réponse 

IFNγ qui apparaissait plus précocement que les patients injectés avec 1x10
11

 vg/kg. Chez un 

patient, l’apparition de cette réponse était même corrélée à une augmentation transitoire de 

créatine kinase dans le sérum et rappelle ce qui avait été observé chez les patients hémophiles 

avec l’augmentation des transaminases corrélée à la réponse anti-AAV2. L’analyse de la 
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réponse a montré que ce patient présentait bien une réponse cellulaire vis-à-vis de l’AAV1 qui 

résultait en la perte d’expression du transgène thérapeutique (Figure 17). Cette réponse 

cellulaire était accompagnée d’une réponse humorale contre la capside. L’initiation d’une 

réponse cellulaire et humorale contre la capside de l’AAV1r a également été décrite chez des 

patients présentant un déficit en AAT. Mais contrairement à l’essai ciblant le déficit en LPL, 

cette réponse immune envers la capside ne s’est pas accompagnée d’une perte d’expression du 

transgène (Flotte et al. 2011). Ce phénomène non délètère vis-à-vis du produit du transgène 

pourrait s’expliquer par la présence d’une tolérance vis-à-vis de la capside. En effet, cette 

équipe a décrit la présence de capsides virales dans le muscle injecté en plus d’une infiltration 

de Treg à un an post-injection (Mueller et al. 2013). 

 

 

Figure 17 : Représentation du niveau en triglycérides et créatine kinase avant et après injection chez un 

patient traité par voie intramusculaire avec un AAV1-LPL. Le niveau en triglycérides est exprimé en 

millimoles par litre (mmol/L) et le niveau en créatine kinase en unité internationale par litre (IU/L). Les étoiles 

représentent les points de cinétique où les ELISpot IFNγ anti-AAV1 sont positifs. Extrait de Mingozzi et al. 2009 

 

Dans plusieurs études, la question du screening de patients pour les facteurs 

neutralisants et une éventuelle réponse cellulaire dirigée contre la capside a été soulevée. 

C’est pourquoi, la prévalence des cellules spécifiques de la capside a été évaluée chez 

l’Homme pour les sérotypes 1 et 2 mais également chez le primate pour l’AAV de sérotype 8 

(Veron et al. 2012 ; Li, Lasaro, et al. 2011). 

L’étude de la prévalence de cellules T spécifiques de l’AAV1 a montré que 30% des 

donneurs analysés ont une réponse pré-existante et la plupart présente une réponse médiée par 

les LT CD8 qui sécrètent de l’IFNγ. Cette analyse a été mise en relation avec les études faites 
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sur la séroprévalence vis-à-vis de l’AAV. La population est positive à 60% pour l’AAV2 

contre 50% pour l’AAV1 (Veron et al. 2012). Cela suggère que soit i) il n’existe pas de 

corrélation entre la présence de facteurs neutralisants et une réponse cellulaire comme cela 

avait auparavant été évoqué (Mingozzi et al. 2007a) soit ii) la fréquence de ces cellules est 

tellement faible que les tests cellulaires actuellement utilisés (ELISpot (enzyme-linked 

immonusorbent assay), marquages cytokiniques intracellulaires) ne permettent pas toujours de 

les détecter. En effet, la plupart des individus présentant une réponse cellulaire préexistante 

vis-à-vis de l’AAV1 était séropositif en facteurs neutralisants alors que l’inverse n’est pas 

vrai. Cela soulève, encore une fois, la question de savoir s’il faut systématiquement analyser 

la réponse pré-existante anti-AAV à l’échelle des facteurs neutralisants et des LT pour tous 

les patients à inclure dans des protocoles de thérapie génique. Cela montre aussi la nécessité 

de développer  des outils de détection de la réponse cellulaire plus sensibles et ne nécessitant 

pas d’expansion non-spécifique préalable des LT. 

L’immunité pré-existante a été caractérisée plus en détails en analysant les différents 

types de cellules concernées : les LT effecteur (TEFF), les TCM et les TEM chez l’Homme mais 

également chez le primate. Dans la population humaine, il a été montré que les LT CD8 

préexistants spécifiques de l’AAV2 sont répartis entre les trois populations TEFF, TCM et TEM 

alors que les LT CD4 sont majoritairement des TCM (Figure 17 A-B). Ces deux populations 

totales expriment majoritairement de l’IL2 et de l’IFNγ puis du TNFα. Pour ce qui est des 

primates, les LT CD8 et les LT CD4 préexistants spécifiques de l’AAV8 sont majoritairement 

des TEFF (Figure 17 C-D). Ces deux populations expriment presqu’exclusivement de l’IL2. 

Ces résultats suggèrent que lors de la réexposition à un AAV chez l’Homme, les LT 

mémoires sécrètent de l’IFNγ, médiateur d’une réponse cytotoxique. Les LT de primate 

sécrètent quant à eux principalement de l’IL2. Cette différence entre les deux espèces pourrait 

être une piste pour expliquer pourquoi les LT sont réactivés chez l’Homme après transfert de 

gène et pas chez le primate. Cependant, ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus 

chez des souris immunisées qui, bien qu’elles expriment de l’IFNγ par l’intermédiaire des LT 

CD8, n’induisent pas de réponse délétère vis-à-vis des cellules transduites. L’espèce apparait 

donc comme une barrière pour la modélisation. 
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Figure 18: Proportion de LT CD4 et CD8 répondant à la capside de l’AAV2 chez l’Homme et AAV8 chez 

le primate. Différentes populations de LT CD8 (A) et LT CD4 (B) répondant à capside de l’AAV2 chez 

l’Homme. Différentes populations de LT CD8 (C) et LT CD4 (D) répondant à capside de l’AAV8 chez le 

primate. TCM = LT de la mémoire centrale ; TEff = LT effecteur ; TEM = LT effecteur mémoire. Extrait de 

Hua Li, Lasaro, et al. 2011 

 

Ces études, couplées à celles concernant la prévalence en facteurs neutralisants, 

révèlent que la prévalence aussi bien en facteurs neutralisants qu’en LT est élevée chez les 

individus. Il parait donc nécessaire de développer des stratégies pour s’affranchir de ces 

réponses. L’administration transitoire d’immunosuppresseurs a donc été privilégiée. 

Cependant, la durée du traitement va directement dépendre de la durée de clairance de la 

capside après injection. C’est pourquoi, malgré les limites liées à ce modèle, différents 

modèles de souris ont été développés pour mimer le phénomène observé chez l’Homme et 

ainsi comprendre les mécanismes impliqués dans la reconnaissance du vecteur par le système 

immunitaire de l’hôte. Ces études ont également permis de déterminer la durée de clairance de 

la capside.  

Comme il n’existe pas d’immunité pré-existante contre l’AAV chez la souris, ces 

dernières ont été immunisées à l’aide d’adénovirus exprimant un antigène de l’AAV2 ou de 

l’AAV8. Ces souris, ayant développé des LT CD8 sécrétant de l’IFNγ spécifiques d’un 

peptide commun à la capside de l’AAV2 et AAV8, ont ensuite été injectées avec un AAV 

codant pour le FIX. Le fait d’avoir préalablement immunisé ces souris n’entraine pas de perte 

de l’expression du FIX ni d’augmentation de transaminases contrairement à ce qui a été décrit 

chez l’Homme. Par ailleurs, une étape de déplétion des Treg par l’injection d’un anticorps 

anti-CD25 n’a pas eu d’impact sur la réponse cytotoxique (Li et al. 2007), et ce, peut-être car 

la déplétion en Treg n’était pas complète. Ces résultats suggèrent que la capside ne serait pas 

prise en charge de la même façon d’une espèce à l’autre.  

Concernant ce point, une équipe est tout de même parvenue à développer un modèle 

murin capable de mimer la destruction des hépatocytes suite à la réponse anti-capside comme 

A B C D 
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cela est observé chez l’Homme (Martino et al. 2013). Les résultats suggèrent que la capside 

serait en partie dégradée par le protéasome. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome 

comme le bortezomib semble avoir un impact sur la dégradation de la capside (Li et al. 2013 ; 

Martino et al. 2013). La modification de motifs sur la capside du vecteur pour échapper au 

protéasome pourrait alors augmenter l’efficacité de transduction du vecteur tout en réduisant 

la présentation des antigènes par les hépatocytes. C’est d’ailleurs ce qui est observé au moins 

dans un modèle de souris Rag-/- qui ne présentent pas de LB ou de LT matures (Martino et al. 

2013).  

Cette dernière étude met également en évidence le fait qu’entre les sérotypes, la 

dégradation de la capside peut être décalée dans le temps : l’AAV2 serait pris en charge plus 

rapidement que l’AAV8. Ces résultats viennent appuyer ceux obtenus pour l’AAV2r par le 

groupe de H Ertl (Li, Tuyishime, et al. 2011). En effet, leur étude réalisée chez la souris a 

consisté à réaliser un transfert adoptif de LT CD8. Ces cellules, provenant de souris 

immunisées contre un peptide de l’AAV2 à l’aide d’un adénovirus, ont été injectées à des 

souris ayant reçu elles-mêmes un vecteur AAV2. Les résultats montrent que ces cellules sont 

capables de proliférer en réponse à l’AAVr si elles sont injectées jusqu’à six semaines post-

administration du vecteur. Cela suggère qu’à six semaines, il n’y a plus un niveau suffisant 

d’épitopes dérivés de la capside de l’AAV pour induire une réponse LT CD8. Par ailleurs, 

cette même étude réalisée avec une capside modifiée enrichie en peptide immunogénique 

dérivé de l’ovalbumine a montré que les LT CD8 ne prolifèrent plus après dix semaines post-

injection. Ces résultats rejoignent donc ceux obtenus par Martino et al. et suggèrent que la 

dégradation de la capside et sa clairance dépend du sérotype. De plus, ces études suggèrent 

qu’une immunosuppression d’au moins dix semaines serait nécessaire pour éviter une réponse 

contre la capside de l’AAV. 

En plus de la dégradation de la capside par le protéasome, le site de liaison de l’AAV à 

la cellule peut jouer un rôle dans l’initiation de la réponse cellulaire. Nous avons vu qu’en 

fonction du sérotype, les récepteurs et les co-récepteurs nécessaires à l’entrée dans la cellule 

sont différents. Pour l’AAV2, il semblerait que ce soit son site de liaison à l’héparine qui soit 

à l’origine de la réponse cellulaire anti-capside (Vandenberghe et al. 2006). En effet, la 

modification de ce site de liaison entraine une diminution de la réponse cellulaire contre 

l’AAV2r chez la souris. L’hypothèse évoquée serait que la diminution de la réponse cellulaire 

est due à la baisse de capacité des AAV à entrer dans les DC. Les capsides de l’AAV8 et 
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l’AAV7 ne semblent pas se lier à ce motif pour entrée dans la cellule et pourrait expliquer leur 

caractère moins immunogène. Cette idée est renforcée par le fait que si la capside de l’AAV8 

est modifiée pour qu’elle présente un site de liaison à l’héparine, le vecteur est capable 

d’induire une réponse cellulaire chez la souris et donc peut-être de se lier aux DC. Le sérotype 

utilisé semble donc être un facteur important dans l’initiation d’une réponse cellulaire. Cela 

avait d’ailleurs aussi été décrit dans une étude comparant la réponse immune cellulaire anti-

AAV après injection d’AAV2/rh32.33r ou d’AAV8r. L’AAV2/rh32.33 entrainait une réponse 

immune dirigée contre la capside plus importante que l’AAV8 chez la souris (Mays et al. 

2009). 

 Enfin, la voie d’administration peut également être un facteur dans l’initiation d’une 

réponse cellulaire dirigée contre la capside. En effet, nous avons vu que des réponses 

immunes dirigées contre la capside de vecteurs AAV de sérotypes 1, 2 et 8 ont été décrites 

dans des essais cliniques ciblant le foie ou le muscle. A l’inverse, ce phénomène ne semble 

pas être une limite dans l’efficacité du transfert de gène dans des essais ciblant les sites dits 

« immunoprivilégiés » comme l’œil ou le système nerveux central. Pour les maladies de la 

rétine comme l’Amaurose congénitale de Leber, des patients déficients en RPE65 ayant reçu 

un vecteur AAV par voie sous-rétinienne ont même été réinjectés dans l’œil controlatéral 

(Bennett et al. 2012). A la différence des transferts de gène dans le muscle et le foie, de 

faibles doses de vecteurs étaient injectées et pourraient aussi expliquer l’absence d’une 

réponse immune. 

 

 La réponse dirigée contre la capside de l’AAV a largement été décrite lors du transfert 

de protocoles précliniques chez l’Homme. Cependant, comme pour la réponse humorale, la 

réponse cellulaire peut également être dirigée contre le produit du transgène.  

 

(3) Réponse cellulaire dirigée contre le produit du 

transgène 

 

Le principe de la thérapie génique additive est d’amener une copie fonctionnelle du 

gène défectueux au sein d’une cellule pour faire synthétiser une protéine fonctionnelle. 
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L’absence de production de la protéine fonctionnelle peut être due à une mutation non-sens ou 

à une mutation nulle. Dans le cas d’une mutation nulle, ces protéines pourraient donc être 

reconnues par le système immunitaire et induire une réponse immunitaire destructrice.  

Chez l’Homme, la réponse immune cellulaire dirigée contre le produit du transgène a 

d’abord été décrite dans l’essai ciblant le déficit en AAT (Flotte et al. 2011). Seulement un 

patient a montré la présence de LT répondant à un peptide dérivé de la séquence codant pour 

l’AAT. Cette réponse n’a cependant eu aucune conséquence clinique. 

 Très récemment, une réponse immune dirigée contre la dystrophine a été décrite chez 

des patients atteints de la DMD et traités par thérapie génique par l’apport d’une 

minidystrophine (Mendell et al. 2010a). Des LT sécrétant de l’IFNγ et spécifiques de la 

dystrophine ont été détectés aussi bien avant qu’après transfert de gène. Ce phénomène 

d’immunité pré-existante envers un antigène du soi a été expliqué par la pathologie en elle-

même. En effet, dans le cas de la DMD, les patients présentent des délétions dans le gène 

codant pour la dystrophine. Ces délétions aboutissent à une protéine tronquée. Pourtant, ces 

patients peuvent présenter des fibres exprimant la dystrophine. Elles sont dénommées fibres 

révertantes et sont souvent présentes en très faible nombre. Dans cet essai, les patients 

présentaient quelques fibres révertantes. Il est donc possible que les épitopes envers lesquels 

réagissent les LT proviennent de la dystrophine exprimée à faible niveau dans les fibres 

révertantes. Après transfert de gène, ces LT mémoires spécifiques de la dystrophine auraient 

été réactivés. Depuis cette étude, une autre équipe s’est intéressée à la présence d’une réponse 

T anti-dystrophine chez des patients atteints de DMD. Cette étude a montré que, en l’absence 

de tout traitement par thérapie génique, la détection de LT anti-dystrophine augmente avec 

l’âge mais que ce risque diminue si le patient reçoit un traitement corticoïdien (Flanigan et al. 

2013). La réponse peut également varier en fonction des corticoïdes administrés ce qui 

suggère que tous les patients ne réagissent pas de la même façon au traitement. Enfin, à la 

différence du transfert de gène à l’aide de vecteurs viraux, le traitement à l’aide d’AON 

n’induit pas cette réactivation de LT suggérant que les vecteurs viraux peuvent avoir un effet 

adjuvant et induire un environnement inflammatoire. 

Cette même recherche de LT mémoires sécrétant de l’IFNγ en réponse à un antigène 

du soi a été effectuée chez des individus sains ou atteints de mucoviscidose. Etonnamment, 

cette réponse dirigée contre la protéine CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator) a été décrite chez ces deux populations. Le nombre d’individus présentant une 
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réponse positive était plus important chez les patients atteints de mucoviscidose que chez les 

patients sains (Calcedo et al. 2013). L’hypothèse proposée est que certains LT issus du 

thymus ont échappé à la sélection négative et se retrouvent dans la circulation où leur 

réactivité est contrôlée par les nTreg. Chez les individus sains, la quantité de cellules est trop 

faible pour être détectée mais par contre chez les individus malades, la réponse est plus forte à 

cause de l’environnement inflammatoire provoqué par la maladie. Cette étude reste cependant 

à compléter car i) un seul paramètre a été évalué : la sécrétion d’IFNγ et ii) elle n’a pas été 

réalisée dans un contexte de transfert de gène. On ne sait donc pas si ces cellules ont un effet 

délétère dans ce contexte.  

Comme pour la réponse humorale anti-transgène, plusieurs facteurs peuvent intervenir 

dans l’initiation de la réponse cellulaire. Ainsi, certains sérotypes sont plus à même de 

déclencher une réponse immune. C’est le cas de l’AAV2/rh32.33 qui, comparé à l’AAV8 

codant pour le même transgène, déclenche une réponse immune médiée par les LT CD8 et 

dépendante des LT CD4 (Mays et al. 2009). Cette même étude suggère d’ailleurs que, dans un 

modèle murin, l’AAVr de sérotype 8 induirait une tolérance vis-à-vis du produit du transgène 

lorsque le vecteur est injecté par voie IM contrairement au vecteur AAV2/rh32.33 (Mays et 

al. 2013). La tolérance ne serait pas due à la présence de Treg mais plutôt à la faible 

transduction des DC par l’AAV8r et sa faible capacité à induire une surexpression des CMH I 

à la surface des myocytes, comme cela est observé avec le vecteur AAV2/rh32.33 ou 

l’AAV1r dans un autre modèle (Toromanoff et al. 2010).  

La voie d’administration joue également un rôle crucial dans le développement de la 

réponse immune dirigée contre le produit du transgène. Ce paramètre de modulation est 

apparu tôt puisque dès 1999, une étude chez la souris a montré qu’en fonction de la voie 

d’administration de l’AAVr, la réponse cytotoxique vis-à-vis du produit du transgène pouvait 

être plus ou moins forte (Brockstedt et al. 1999). Parmi les voies d’administration, la voie 

hépatique semble induire un phénomène de tolérance envers le produit du transgène, au moins 

dans des modèles animaux. En effet, ce phénomène d’induction de la tolérance a, dans un 

premier temps, été montré chez la souris puis chez le chien (Mingozzi et al. 2003 ; Mount et 

al. 2002). Des souris injectées par voie intraportale avec un AAV-FIX exprimaient le FIX dès 

deux semaines et jusqu’à au moins 20 semaines post-injection. Ce maintien de l’expression du 

transgène a été caractérisé comme de la tolérance vis-à-vis du FIX et non de l’ignorance. En 

effet, après transfert de gène par voie intraportale, les souris ont été immunisées avec de la 
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protéine recombinante et n’ont pas répondu contre le FIX. Des expériences de transfert 

adoptif ont montré que la tolérance pouvait être transférée d’une souris à l’autre et que celle-ci 

était médiée par les LT CD4. En effet, le transfert adoptif de cellules déplétées en LT CD4 ne 

conférait pas cet avantage. Cet effet de la voie d’administration sur la réponse anti-transgène a 

aussi été décrit chez les chiens hémophiles portant une mutation nulle. Alors qu’une 

administration IM chez ces chiens entrainait un rejet du produit du transgène dû à une réponse 

neutralisante contre le FIX, l’administration par voie intraportale a permis de s’affranchir de 

cette réponse dans ce modèle. Bien que le foie soit décrit comme un organe tolérogène, ces 

résultats observés chez le chien dans un modèle de transfert de gène thérapeutique ne reflètent 

pas la totalité des essais. En effet, un essai de transfert de gène dans un modèle de primate 

utilisant la même voie d’administration mais avec cette fois un vecteur AAV codant pour le 

gène rapporteur de la GFP n’a pas permis d’aboutir à une tolérance envers cette protéine. Une 

réponse cytotoxique a rapidement été mise en place : environ 30 jours post-administration (G. 

Gao et al. 2009). Le même phénomène de mémoire vis-à-vis de la capside observé chez 

l’Homme aurait pu être la cause de cette réponse délétère envers les cellules transduites mais 

cette étude n’a pas mis en évidence la présence d’une réponse dirigée contre la capside de 

l’AAV. Les mécanismes responsables de la mise en place ou non d’une tolérance après 

transfert de gène hépatique restent encore mal élucidés. 

 

Les données concernant la réponse immune anti-capside et anti-transgène montrent 

que de nombreux facteurs peuvent l’influencer. Si l’on se base sur les données observées chez 

l’Homme, il en ressort qu’en plus de déterminer si les patients possèdent un titre en facteurs 

neutralisants anti-AAV élevés, il faudrait également déterminer s’ils présentent une réponse 

cellulaire pré-existante à la fois contre la capside de l’AAV et contre le produit du transgène. 

Les critères d’inclusion dans les essais cliniques deviendraient alors très drastiques et peu de 

patients pourraient bénéficier d’un traitement. C’est pourquoi l’utilisation de traitement 

immunosuppresseur de manière transitoire a été privilégiée.  
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3. Modulation de la réponse immune à l’aide de traitements 

immunosuppresseurs 

 

Plusieurs protocoles d’immunosuppression ont été testés dans différents modèles de 

manière à vérifier que le régime immunosuppresseur permettait bien d’éviter le rejet des 

cellules transduites sans altérer les fonctions du système immunitaire ni l’efficacité de 

transduction du vecteur AAV. 

Les immunosuppresseurs utilisés ont été choisis en regard de ceux utilisés chez des 

patients recevant des greffes d’organes et qui se sont montrés efficaces pour prévenir le rejet 

du greffon. La plupart du temps, plusieurs immunosuppresseurs sont associés car ils ne ciblent 

pas tous les mêmes cellules (LB ou LT) ni les même fonctions (lymphodéplétion ou inhibition 

d’une voie de signalisation). De manière à valider ces cocktails d’immunosuppresseurs dans 

le cadre d’un transfert de gène et non plus d’une greffe, des études ont été réalisées dans des 

modèles de petits et de gros animaux. Parmi les immunosuppresseurs utilisés, on retrouve la 

ciclosporine A qui a un effet sur la prolifération des LT puisqu’elle inhibe la transcription de 

l’IL2, le sirolimus (ou rapamycine) qui inhibe l’activation des LT en bloquant la production 

d’IL2, le mycophénolate mofétil (MMF) qui a un effet sur la prolifération des LT et des LB 

ou encore le daclizumab qui est dirigé contre le récepteur à l’IL2 : le CD25.  

Le choix du cocktail immunosuppresseurs apparait comme important pour l’efficacité 

du transfert de gène à l’aide d’AAVr. En effet, des protocoles mis en place dans des modèles 

canins de DMD ont montré que l’association ciclosporine A et MMF ne permettait pas, après 

un traitement transitoire, de maintenir l’expression à long terme du transgène codant pour la 

microdystrophine humaine (Zejing Wang et al. 2007). Par contre, l’ajout de l’ATG (anti-

thymocyte globulin) au cocktail ciclosporine et MMF permettait une expression du transgène 

après arrêt de l’immunosuppression dans les zones ne présentant pas d’infiltrats 

lymphocytaires. Ces résultats ont été confirmés dans le même modèle après une injection du 

vecteur dans plusieurs muscles ; l’expression du transgène était maintenue jusqu’à un an après 

l’arrêt de l’immunosuppression (Zejing Wang et al. 2012). 

L’effet de cocktails d’immunosuppresseurs a été testé pour différentes voies 

d’administration comme la voie intra-hépatique et la voie IM. Ces deux voies ont été décrites 

pour aboutir à une inefficacité du transfert de gène si une réponse immune dirigée contre la 
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capside est initiée. Dans le cas d’une injection par voie hépatique, des études ont montré que 

le traitement immunosuppresseur n’a aucun effet sur les facteurs neutralisant préexistants. En 

effet, une première injection par voie IV chez le primate d’un AAV de sérotype 5 sous 

immunosuppression entraine la formation de facteurs neutralisants contre la capside mais pas 

de réponses cellulaires anti-AAV ni anti-transgène. Par contre, la ré-administration du même 

sérotype toujours sous immunosuppression ne prévient pas la neutralisation du vecteur (Unzu 

et al. 2012). Le contraire a été montré lors d’un transfert de gène par voie IM chez la souris. 

L’immunosuppression permettait de prévenir de formation d’anticorps dirigés contre la 

capside permettant ainsi la ré-administration du vecteur (McIntosh et al. 2011).  

Le choix du traitement immunosuppresseur peut également avoir un effet négatif sur le 

transfert de gène. Cela a notamment été montré dans un modèle de primate où le traitement 

immunosuppresseur constitué de MMF, de sirolimus et de daclizumab a abouti à la perte des 

Treg induits après transfert de gène par voie intra-hépatique. La perte de la tolérance vis-à-vis 

du produit du transgène a été expliquée par la présence de daclizumab dans le cocktail 

immunosuppresseur qui cible le récepteur à l’IL2 : le CD25. En effet, ce récepteur est 

fortement exprimé à la surface des Treg (Mingozzi et al. 2007b). 

Toutes ces études montrent bien la complexité de mettre en place des traitements 

immunosuppresseurs efficaces et non-délétères. Cependant, elles ont rendu possible le 

traitement de patients atteints d’un déficit en LPL sous immunosuppression transitoire. Les 

patients reçoivent un traitement immunosuppresseur pendant 12 semaines qui consiste en une 

administration de ciclosporine A et de MMF pour prévenir la réponse cellulaire anti-capside 

de l’AAV1r précédemment décrite et qui a abouti à l’inefficacité du transfert de gène 

(Mingozzi et al. 2009). Ce protocole a permis une expression à long terme et une amélioration 

clinique du désordre métabolique des patients. Ces résultats ont donné lieu au premier 

médicament de thérapie génique ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché, le 

Glybera
®
 (Gaudet et al. 2013). Un protocole d’immunosuppression a également fait ses 

preuves dans un essai clinique ciblant des patients atteints d’hémophilie B mais a posteriori 

de l’injection de vecteur. En effet, suite au transfert de gène par voie hépatique, un patient a 

vu ses transaminases augmenter et l’expression du FIX diminuer. Un bref traitement 

immunosuppresseur constitué de glucocorticoïdes qui ont un effet sur le facteur de 

transcription NFκB a permis de rétablir le taux circulant en FIX tout en rabaissant le niveau 

de transaminases. Une observation similaire a été décrite chez deux primates qui avaient 
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développé des anticorps neutralisants contre le FIX (Mingozzi et al. 2012). Ces deux primates 

ont reçu un traitement immunosuppresseur transitoire constitué de rituximab et de 

ciclosporine A. Suite à ce traitement, qui a induit une profonde déplétion en LB sans pour 

autant affecter les Treg, le FIX a de nouveau été détecté dans le plasma et les anticorps anti-

FIX ont diminué pour retomber à un taux basal. Cette étude suggère que, dans ce modèle, une 

brève immunosuppression permet d’éradiquer la présence d’anticorps contre le produit du 

transgène a posteriori. 

Enfin, bien que l’impact de protocoles d’immunosuppression ait été mesuré sur la 

présence de facteurs neutralisants, une étude s’est intéressée à son effet sur la réponse 

cellulaire pré-existante anti-AAV. Il semblerait que ce genre de traitement n’influe pas sur ce 

type de réponse même si en moyenne une tendance à la baisse de LT CD4 spécifiques de la 

capside et une tendance à l’augmentation de LT CD8 effecteurs et de la mémoire centrale sont 

observées chez l’Homme (Parzych et al. 2013).  

 

Malgré ses limites, le traitement immunosuppresseur transitoire semble être 

aujourd’hui une bonne alternative pour permettre un transfert de gène à long terme. La plupart 

des protocoles ont établi sa durée en fonction de la durée de clairance de la capside. 

Malheureusement, nous n’avons pas encore assez de recul pour affirmer que c’est ce 

paramètre qui sera déterminant dans la réussite du transfert de gène. Alors que les protocoles 

d’immunosuppression semblaient être une bonne alternative pour la réponse anti-capside, des 

études ont montré que des particules intactes d’AAV pouvaient être retrouvées une à plusieurs 

années après l’injection. C’est notamment le cas après une administration sous-rétinienne : 

des capsides de l’AAV2 et de l’AAV5 ont été retrouvées six ans après le transfert de gène 

dans des rétines de chiens et de primates (Stieger et al. 2009). C’est également le cas après 

une administration IM chez des patients atteints de déficit en AAT où des capsides ont été 

retrouvées dans le muscle injecté à un an post-injection (Mueller et al. 2013). Toutes ces 

observations suggèrent qu’il faut développer d’autres stratégies pour éviter l’initiation d’une 

réponse immunitaire.  

 

Au cours de ce chapitre, nous avons vu que l’efficacité du transfert de gène à l’aide 

d’AAVr peut varier en fonction du modèle utilisé. Dans certains cas il entraine une 
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persistance de l’expression du transgène, dans d’autres cas l’échec du transfert de gène est la 

plupart du temps lié à une réponse immune dirigée contre la capside et/ou le produit de 

transgène. Plusieurs facteurs ont été identifiés comme pouvant influencer cette réponse 

immune : la dose injectée, l’état pathologique du tissu cible, le promoteur ou encore la voie 

d’administration. Nous nous intéresserons plus particulièrement à ce dernier paramètre qui a 

fait l’objet de cette thèse. 

 

D. Transfert de gène dans le muscle squelettique à l’aide d’AAV 

recombinant 

 

Grâce à son importante vascularisation et à son accessibilité, le muscle squelettique est 

rapidement apparu comme un tissu de choix pour le transfert de gène à l’aide d’AAVr. De 

plus, la longue durée de vie des fibres musculaires permet une persistance du génome viral. 

C’est pourquoi, cibler le muscle squelettique présente bien sûr un intérêt dans le traitement de 

maladies musculaires mais également dans le traitement de maladies métaboliques. En effet, 

la transduction des fibres musculaires permet une expression à long terme de facteurs sécrétés 

comme l’Epo (Kessler et al. 1996). Le muscle squelettique est donc devenu une cible 

privilégiée pour corriger les déficits en FIX (Hoffman et al. 2007) ou en enzymes comme 

l’AAT (Song et al. 1998) ou la LPL (Ross et al. 2004). 

Pour ces approches, la voie IM a donc été choisie en première intention car elle 

présente de nombreux avantages : i) elle est non-invasive, ii) elle permettrait une faible 

dissémination du vecteur (V R Arruda et al. 2001) au moins dans le liquide séminal après une 

administration d’AAV2r à une dose allant jusqu’à 1x10
13 

vg/kg et iii) l’immunité pré-

existante contre l’AAV ne semble pas altérer son efficacité de transduction (Manno et al. 

2003). Les deux derniers points n’ont cependant pas été confirmés dans les études ultérieures. 
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1. Transfert de gène par voie intramusculaire 

 

Les premiers essais de transfert de gène par voie IM ont été réalisés dans des modèles 

murins. Différents transgènes ont été utilisés et ont pu montrer une expression à long terme de 

la protéine d’intérêt. Dans la plupart des études chez la souris, ce sont des protéines 

hétérologues qui ont été utilisées. En effet, les premiers essais consistaient à injecter des 

vecteurs AAV2 codant pour le gène rapporteur LacZ ou pour l’Epo humaine (Snyder et al. 

1997). Ces vecteurs ont montré que l’expression du transgène pouvait être détectée à long 

terme post-injection : jusqu’à huit mois (Kessler et al. 1996) voire un an et demi pour le LacZ 

(X. Xiao, Li, et Samulski 1996). Après cette preuve de concept avec des transgènes 

rapporteurs, l’utilisation de gènes thérapeutiques s’est développée. Les premières maladies 

ciblées par cette voie d’administration étaient l’hémophilie B (R W Herzog et al. 1997) et le 

déficit en AAT (Song et al. 1998). Ces essais ont montré qu’une seule administration en IM 

d’un vecteur AAV pouvait permettre une expression à long terme du transgène. En effet, 

l’expression sérique d’AAT pouvait être maintenue jusqu’à 52 semaines après injection dans 

des modèles de souris immunocompétentes et immunodéficientes (Song et al. 2001) (Figure 

19). 

 

 

Figure 19 : Expression à long terme de l’α1-anti-trypsine humaine (hAAT) dans le muscle squelettique de 

souris injectées avec un AAV2 par voie intramusculaire. La présence d’AAT est mesurée par ELISA dans le 

sérum des souris de la semaine 1 à la semaine 11 post-injection. Extrait de Song et al. 2001 

 

Les observations faites chez le rongeur ont ensuite été transposées au gros animal 

comme le chien ou le primate. Le maintien de l’expression à long terme du transgène a été 



53 

 

montré dans le cadre d’une injection par voie IM d’un transgène thérapeutique pour le 

traitement de chiens hémophiles : le FIX (jusqu'à 17 mois post-injection, R W Herzog et al. 

1999) mais aussi avec un gène rapporteur chez le primate : l’Epo (S. Zhou et al. 1998). Au 

laboratoire, en l’absence de toute réponse immune, le maintien de l’expression du transgène 

après une administration du vecteur par voie IM a même été observé jusqu’à 10 ans post-

injection dans un modèle de primate (données non-publiées). 

 

2. Limites liées à la réponse immune 

 

Alors que dans certains modèles, la voie IM a permis une expression à long terme du 

transgène, elle s’est souvent révélée immunogène. En effet, cette voie est souvent associée à 

une réponse immune dirigée contre le produit du transgène, qu’il soit autologue ou 

hétérologue. Cette réponse a assez peu été observée dans des modèles murins mais a été une 

des principales limites à l’efficacité du transfert de gènes dans les modèles de gros animaux.  

En effet, dans un modèle canin d’hémophilie B, des anticorps dirigés contre le FIX 

étaient détectés dès la première semaine après l’injection du vecteur (R W Herzog et al. 

2001). La réponse immune anti-transgène a également été décrite chez le chat déficient en 

LPL (Ross et al. 2006) ou chez le primate après injection d’un vecteur codant pour l’Epo de 

macaque (Favre et al. 2002 ; Chenuaud et al. 2004b ; G. Gao et al. 2004a). Dans ces deux 

études, le transfert de gène a été inefficace et cela a été en partie expliqué par la présence 

d’anticorps dirigés contre le produit du transgène. Cette limite n’est cependant pas apparue 

chez les patients atteints de désordres génétiques. En effet, dans les premiers essais cliniques, 

les patients inclus exprimaient un taux basal résiduel de la protéine d’intérêt. Cela suggère que 

le système immunitaire reconnaissait la protéine comme une protéine du soi. D’autres limites 

ont cependant émergé suite à l’injection du vecteur par voie IM dans ces essais cliniques chez 

l’Homme.  
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3. Limites liées à la voie intramusculaire en clinique 

 

C’est en 1999 que le premier essai clinique chez l’Homme a été réalisé en injectant un 

AAV2 codant pour le FIX par voie IM. La dose de 1,8x10
12 

vg/kg ne permettait 

malheureusement pas d’aboutir à un taux thérapeutique de FIX (Kay et al. 2000 ; Manno et al. 

2003). D’autres essais cliniques ont suivi comme le traitement de patients atteints d’un déficit 

en AAT (Brantly et al. 2006). Tout comme le FIX, l’injection du vecteur à une dose maximale 

de 6x10
13

 vg totaux ne permettait pas d’atteindre un taux thérapeutique de la protéine. Ces 

résultats ont soulevé deux points : d’une part, que la dose nécessaire pour obtenir un taux 

thérapeutique est plus faible chez la souris que l’Homme et d’autre part, que le sérotype 2 

n’était peut être pas le sérotype le plus performant pour cibler le muscle squelettique. 

D’autres sérotypes ont alors été testés pour évaluer leur efficacité dans le muscle. Il 

s’est avéré que l’AAV1r présentait une meilleure efficacité de transduction dans le muscle 

que l’AAV2r (W. Xiao et al. 1999; Chenuaud et al. 2004a). Les AAV2r ont également été 

comparés aux AAV1, 3, 4 et 5 recombinants. Les résultats ont montré que c’était bien 

l’AAV1r qui était le vecteur le plus performant pour transduire le muscle squelettique in vivo 

(Chao et al. 2000) (Figure 20). Le fait que cet AAVr entraine une meilleure expression du 

transgène confère deux avantages : une plus faible dose d’AAV1r peut être injectée pour 

atteindre un niveau d’expression de la protéine comparable à l’AAV2r et si la dose est 

diminuée, cela a des répercussions directes sur la quantité de préparation virale à produire. 

Ainsi, l’AAV1r a été testé pour le traitement de l’hémophilie B, dans des modèles murins et 

canins. Ce sérotype permet, à dose équivalente, de transduire plus de cellules musculaires 

qu’un AAV2r chez la souris. En comparaison du vecteur AAV2, l’AAV1r permet une 

expression 10 à 20 fois supérieure de FIX et cette expression est dose-dépendante (Arruda et 

al. 2004). Par ailleurs, les muscles injectés prélevés à 12 semaines post-injection présentent un 

plus grand nombre de copies de génomes viraux après injection d’AAV1r que d’AAV2r. Ces 

résultats ont été confirmés après transfert de gène à l’aide de vecteurs AAV1 codant pour 

l’AAT dans un modèle murin (Lu et al. 2006) ou codant pour l’Epo dans un modèle de 

primate (Chenuaud et al. 2004a). 

Cependant, comme pour le transfert de gène à l’aide d’AAV2r, l’injection en IM 

d’AAV1r induit une réponse humorale dirigée contre le produit du transgène dans des 

modèles animaux (Arruda et al. 2004). L’initiation de cette réponse immune peut être 
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expliquée par la faible capacité de diffusion de l’AAVr après une injection IM. L’AAV2r a 

été décrit comme diffusant très peu après injection puisque la transduction des cellules est 

observée dans un périmètre de 0,5mm au site d’injection (Arruda et al. 2005). Ces résultats 

ont été confirmés avec l’AAV1r dans une étude de biodistribution du vecteur à l’échelle du 

génome viral après une injection IM chez le primate (Toromanoff et al. 2008). Ces résultats 

impliquent que la forte concentration en vecteur à un site donné peut favoriser i) la 

transduction d’APC, ii) la présentation de peptides dérivés de la protéine exprimée au site 

d’injection, iii) l’augmentation du nombre de particules virales qui peuvent activer les APC 

ou encore iv) la concentration d’un composant de la production virale à un site donné qui peut 

avoir un effet d’adjuvant (Herzog et al. 2002).  

 

 

Figure 20 : Concentration en facteur IX (FIX) canin dans le plasma de souris NOD/SCID après injection 

intramusculaire de sérotypes 1, 2, 3, 4 ou 5 d’AAV recombinants. Les souris ont reçu 2,5x10
11

 génomes 

viraux de chaque AAV-FIX dans le gastrocnémien. La concentration en FIX dans le plasma est exprimée en 

nanogramme par millilitre (ng/mL).  Extrait de Chao et al. 2000 

 

Du fait des limites imposées par la faible diffusion de l’AAV1 après une injection IM, 

d’autres sérotypes ont été étudiés. Les vecteurs AAV1 ont été comparés aux vecteurs AAV7 

et 8 dans le cadre d’une injection IM chez la souris (Louboutin, Wang, et Wilson 2005). Ces 

sérotypes ont montré une efficacité de transduction des muscles équivalente à l’AAV1r 

jusqu’ici décrit comme le sérotype optimal pour le transfert de gène dans le muscle. Depuis, 

l’AAV8 est apparu comme un sérotype pertinent pour cibler le muscle squelettique. En effet, 

chez le primate, après une IM, il a été décrit que l’AAV8 avait tendance à diffuser dans le 

membre : le nombre de copie de génome viral par cellule était plus faible par rapport à un 

AAV1r mais l’expression du transgène était plus importante (Toromanoff et al. 2008). Par 

ailleurs, il permettrait, toujours dans le cadre d’une injection IM, une meilleure expression du 
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transgène, comparé à l’AAV2r, sans pour autant entrainer de réponse humorale contre celui-ci 

ni de réponse cellulaire contre la capside au moins chez la souris (L Wang et al. 2011). Cela 

n’a cependant pas été vérifié chez le primate où après une injection par voie IM, des anticorps 

dirigés contre la capside de l’AAV8 étaient détectés (Toromanoff et al. 2010). Enfin, 

l’AAV8r a été décrit comme moins immunogène que les vecteurs AAV de sérotypes 1 et 2 

(Vandenberghe et al. 2006 ; Lu et Song 2009 ; Ohshima et al. 2009).  

 

Malgré ses limites, l’AAV1r est encore utilisé dans divers essais cliniques. Il a 

notamment été injecté chez des patients atteints de déficit en AAT. Cette étude de phase II 

montre des résultats encourageants puisque l’expression du transgène est maintenue depuis 

maintenant deux ans. Malgré tout, cette étude avec trois doses différentes montre que même à 

la plus forte dose (6x10
12

 vg/kg), le taux thérapeutique est difficilement atteint (Flotte et al. 

2011). Par ailleurs, bien que cela n’ait pas eu d’impact sur l’expression du transgène, une 

réponse humorale et cellulaire vis-à-vis de la capside de l’AAV a été détectée chez tous les 

patients mais également vis-à-vis du produit du transgène chez un des neuf patients injectés.  

Un essai clinique ciblant le déficit en LPL a également été initié et a montré une 

expression locale du transgène mais une perte d’efficacité après 18 à 31 mois post-

administration (Stroes et al. 2008). Comme décrit précédemment, la perte d’expression du 

transgène était liée à l’apparition d’une réponse immune cellulaire dirigée contre la capside de 

l’AAV1 (Mingozzi et al. 2009). 

Enfin, plusieurs essais ont été réalisés dans le cadre de myopathies pour traiter les γ ou 

α-sarcoglycanopathies par administration d’AAV1r par voie IM (Bartoli et al. 2006 ; Mendell 

et al. 2010b ; Herson et al. 2012). Ces essais ont montré que le transgène pouvait être exprimé 

jusqu’à au moins six mois post-injection pour l’essai ciblant la γ-sarcoglycanopathie (Mendell 

et al. 2010b) et 30 jours pour l’essai α- sarcoglycanopathie (Herson et al. 2012). L’expression 

reste cependant très localisée. A la différence des essais permettant la sécrétion de facteurs 

circulants, le défi est de cibler un maximum de muscles quand il s’agit de traiter des maladies 

musculaires. C’est pourquoi d’autres méthodes d’injection sont actuellement envisagées pour 

ces pathologies.  

 

Bien que l’injection IM permette, dans certains cas, une expression à long terme du 

transgène chez l’Homme, elle présente un certain nombre de limites. En effet, la voie IM 
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permet rarement d’aboutir à une expression d’un taux thérapeutique du transgène et ne cible 

en général qu’une zone limitée du membre injecté. Cela pose donc des limites pour le 

traitement de maladies musculaires. De plus, cette voie d’injection est souvent associée à une 

réponse immune dirigée contre le produit du transgène dans des modèles de gros animaux. Il 

apparait donc nécessaire de trouver des stratégies pour i) cibler un maximum de muscles dans 

le membre injecté, ii) atteindre des niveaux d’expression de la protéine satisfaisants et iii) 

empêcher l’initiation d’une réponse immunitaire.  

 

4. Voies alternatives à la voie intramusculaire 

 

Nous avons vu précédemment que la voie d’administration pouvait jouer un rôle 

critique dans l’efficacité du transfert de gène et notamment dans l’initiation d’une réponse 

immune dirigée contre le produit du transgène. C’est pourquoi, des méthodes d’injection 

alternatives à la voie IM et ciblant les muscles squelettiques ont été développées. Elles 

consistent à perfuser un membre entier. Cela permet de cibler non pas un muscle donné mais 

l’ensemble des muscles du membre injecté. Jusqu’ici, ces méthodes d’injection ont montré 

une meilleure tolérance vis-à-vis du produit du transgène mais également une meilleure 

efficacité de transduction des muscles. 

Parmi ces voies d’administration émergentes en transfert de gène, une méthode 

d’injection a été adaptée de protocoles utilisés en chimiothérapie. Elle consiste à isoler un 

membre de la circulation à l’aide d’un garrot et de placer deux cathéters : un dans l’artère 

tibiale antérieur, l’autre au niveau de la veine fémorale. L’injection se fait par drainage 

veineux suivi d’une perfusion contenant le vecteur à l’aide d’une pompe. Ce protocole a été 

testé chez des primates et a montré une bonne tolérance à des volumes et pression minimisés. 

Cette voie d’injection a aussi permis dans ce modèle de maintenir l’expression du transgène 

jusqu’à au moins 3 mois post-injection (Chicoine et al. Abstract #91, ASGCT 2013). Cette 

méthode, bien qu’efficace et déjà utilisée dans des protocoles cliniques apparait comme assez 

invasive car elle nécessite une approche chirurgicale pour permettre l’abord artériel. 

Une autre méthode d’injection passe par l’isolement d’un membre à l’aide d’un garrot,  

le vecteur est alors injecté par voie intraveineuse ou intra-artérielle. Dans un premier temps, 

ce mode d’administration était utilisé avec des agents vasodilatateurs pour permettre à 
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l’AAVr de passer les barrières endothéliales. Dans un modèle de hamster, l’injection par voie 

intra-artérielle couplée à deux vasodilatateurs (l’histamine et la papavérine) a montré une 

transduction de l’ensemble des muscles du membre isolé en opposition à la voie IM (Greelish 

et al. 1999). Ce protocole a alors été transposé chez les gros animaux : chez des chiens sains 

et chez des chiens hémophiles (Valder R Arruda et al. 2005). Un chien sain a été injecté avec 

un AAV2-CMV-FIX par voie intravasculaire d’un côté et par voie IM de l’autre. A huit 

semaines post-injection, alors que le membre injecté par voie intravasculaire montrait une 

expression du FIX dans les cinq muscles prélevés, l’injection IM ne permettait qu’une 

expression localisée du transgène au site d’injection. Il est cependant à noter que ces chiens 

étaient sous immunosuppression transitoire afin d’éviter toute formation de facteurs 

neutralisants dirigés contre le FIX. Cette méthode qui a montré son efficacité ne pouvait 

cependant pas être transposée aux patients car l’utilisation de vasodilatateurs tels que 

l’histamine et la papavérine est déconseillée. 

Dans le but d’éviter le traitement nécessaire à la vasodilatation, une autre méthode a 

été développée et consiste à isoler un membre à l’aide d’un garrot et à injecter le vecteur par 

voie veineuse cette fois et sous pression (Su et al. 2005). Cette voie, qui a fait l’objet de cette 

thèse, sera dénommée dans le manuscrit voie intraveineuse locorégionale (LR). Le fait 

d’injecter le vecteur sous pression va permettre une perméabilisation transitoire de la barrière 

endothéliale et une diffusion dans le membre entier. Cette méthode a d’abord été appliquée à 

des rats puis à des chiens et a été bien tolérée : l’injection d’AAV2r-CMV-LacZ a montré une 

transduction de plusieurs muscles du membre injecté sans altération de leur morphologie 

(Figure 21) (Su et al. 2005). Ce mode d’administration a ensuite été transposé à d’autres 

modèles : des chiens hémophiles mais aussi des primates. Les données obtenues à partir 

d’injection de chiens hémophiles, toujours sous immunosuppression, ont montré que 

l’expression du FIX pouvait être maintenue jusqu’à 4 ans post-injection (Arruda et al. 2010). 

Cependant, la faible dose (1x10
12

 vg/kg) ne permettait pas d’atteindre un taux thérapeutique. 

C’était en revanche le cas à une dose intermédiaire (3x10
12 

vg/kg), sans pour autant 

développer de facteurs neutralisants contre le FIX même après arrêt de l’immunosupression. 

Par contre, à la dose la plus forte (8,5x10
12

 vg/kg), même en présence d’immunosuppression, 

des anticorps contre le FIX étaient détectés. A la dose intermédiaire, deux chiens injectés, 

sans immunosuppression cette fois, n’ont pas maintenu l’expression du FIX parce qu’ils ont 

développé des anticorps contre le FIX comme pour le groupe forte dose sous 

immunosuppression. L’analyse plus poussée de la réponse immune chez ces animaux a mis en 
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évidence la présence d’anticorps de type IgG2 couplée à une réponse lymphocytaire sécrétant 

de l’IL-10 et non de l’IFNγ envers le FIX (Haurigot et al. 2010). Nous reviendrons plus en 

détails sur la caractérisation de cette réponse immune dans la section Contexte et objectifs de 

la thèse. 

 

  

Figure 21 : Marquage X-gal de muscles de chien injecté avec un AAV-LAcZ par voie locorégionale. A-C : 

Expression de LacZ dans le gastrocnémien et le vaste latéral (grossissements x5 pour A et B et x10 pour C). D-

E : Marquage X-gal dans le tibial antérieur et le gastrocnémien (grossissements x40 pour D et x100 pour E). 

Extrait de Su et al. 2005 

 

Au laboratoire, cette technique d’injection a été adaptée pour une administration chez 

le primate, toujours au niveau du membre inférieur. Une première étude a montré que les 

primates toléraient ce protocole et que cela aboutissait à une transduction de l’ensemble des 

muscles du membre injecté comparé à la voie IM où la détection se limitait au muscle injecté. 

L’expression du transgène était également maintenue jusqu’à au moins 20 mois post-injection 

(Toromanoff et al. 2008). La seconde étude a consisté à injecter un AAV1r-rtTA-Epo par 

voies IM ou LR toujours dans un modèle de primate. Le système rtTA-Epo est un système 

inductible à la doxycycline (Figure 22). En présence de doxycycline, le rtTA change de 

conformation et vient se lier au promoteur Tet-On pour initier la transcription du gène de 

l’Epo. L’Epo est ensuite mesurable de manière indirecte par mesure de l’hématocrite et de 

manière directe grâce à un dosage sérique par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). 

A la différence des primates injectés par voie IM, ceux injectés par voie LR montraient une 

persistance de l’expression de l’Epo : le pic de sécrétion d’Epo est toujours détectable entre 7 
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et 11 mois post-injection et même à plus de 5 ans (Toromanoff et al. 2010 et données non 

publiées) (Figure 23). 

 

 

Figure 22 : Vecteur AAV utilisé dans l’étude de Toromanoff et al, 2010. Le vecteur code pour 

l’erythropoïétine de macaque (cmEpo) sous contrôle du promoteur inductible à la doxycycline P tet
-1

,
 

le 

transactivateur rtTA-M2 est sous le contrôle du promoteur desmine, spécifique du muscle. En présence de 

doxycycline, le rtTA-M2 change de conformation et vient se fixer sur la séquence pour initier la transcription de 

l’Epo de macaque. ITR, inverted terminal repeat de l’AAV2. Extrait de Toromanoff et al, 2010 

 

Les protocoles décrits ici ont montré qu’il était possible de cibler un nombre important 

de muscles dans un membre isolé à l’aide d’un garrot. Pour que la transduction soit efficace, il 

faut néanmoins que le vecteur soit injecté avec des agents vasodilatateurs ou sous pression. 

Dans le cas contraire, l’efficacité de transduction est limitée et n’aboutit pas à une 

amélioration de la pathologie (Qiao et al. 2009). Par ailleurs, ces voies d’injection semblent 

permettre une expression à long terme du transgène, sans induire de réponse immune à 

l’encontre du produit du transgène contrairement à la voie IM. Les mécanismes permettant le 

maintien de l’expression du transgène à l’aide de cette voie restent encore inconnus. C’est 

pourquoi cette thèse s’est intéressée aux interactions entre le vecteur AAV et le système 

immunitaire de l’hôte après transfert de gène dans le muscle à l’aide de la voie LR. 
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Figure 23 : Mesure de l’Erythropoïétine dans le sérum de primates après injection par voie locorégionale 

d’un vecteur AAV1-rtTA/Epo (Figure 22). Les trois primates ont reçu une dose de 1x10
11 

vg/kg de vecteur. Le 

titre en érythropoïétine est exprimé en milliunité par millilitre (mU/mL). Chaque induction à la doxycycline 

entraine un pic d’expression de l’Epo. Extrait de Toromanoff et al. 2010 et données non publiées 
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II. Contexte et objectifs de la thèse 

 

A. Contexte et objectifs 

 

Le laboratoire INSERM 1089 où j’ai effectué ma thèse à Nantes évalue depuis 

maintenant un peu plus d’une quinzaine d’années l’efficacité de transfert de gène à l’aide des 

vecteurs AAV dans le muscle squelettique, essentiellement dans un modèle de primate. Les 

premières études initiées par David Favre et Pierre Chenuaud concernant l’administration par 

voie IM de ces vecteurs ont montré qu’ils induisaient dans la plupart des cas une réponse 

immune dirigée contre le produit du transgène (qu’il soit autologue ou hétérologue) chez le 

primate, contrairement à ce qui avait été décrit dans les modèles murins. En effet, des souris 

injectées avec un vecteur codant pour l’Epo sous contrôle d’un promoteur inductible à la 

doxycycline ont montré qu’il était possible de réguler l’expression de l’Epo jusqu’à 29 

semaines après une administration du vecteur par voie IM (Bohl et al. 1998). La transposition 

de ce modèle chez le primate a montré ses limites. En effet, des primates injectés avec le 

même type de vecteur codant également pour l’Epo autologue sous contrôle d’un promoteur 

inductible à la doxycycline (Figure 22) pouvaient développer une réponse humorale dirigée 

contre le transactivateur rtTA nécessaire à l’activation du promoteur Ptet
-1

 (David Favre et al. 

2002) ou contre l’Epo endogène elle-même donnant lieu à une anémie auto-immune 

(Chenuaud et al. 2004b). Ces études montraient également la présence de macrophages et de 

LT infiltrés dans le muscle injecté.  

Comme l’immunogénicité de la voie IM envers le produit du transgène a aussi été 

montrée dans d’autres modèles de grands animaux, il semblait nécessaire de trouver une 

alternative. C’est pourquoi, la voie LR, qui consiste en une injection IV sous pression de la 

préparation virale dans un membre isolé, a été développée dans des modèles de gros animaux. 

Cette voie s’est avérée plus efficace que la voie IM puisqu’elle permet de transduire 

efficacement l’ensemble du membre perfusé. De plus, elle semble moins immunogène que la 

voie IM vis-à-vis du produit du transgène. En effet, le laboratoire a montré que contrairement 

à la voie IM, la voie LR permet un maintien de l’expression du transgène jusqu’à 5 ans post-

injection sans initier de réponse humorale ni de réponse IFNγ médiée par les LT contre le 
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produit du transgène (Toromanoff et al. 2010 et données non-publiées). Une autre équipe a 

confirmé ces résultats dans un modèle de chiens hémophiles où l’expression du FIX était 

maintenue jusqu’à plus de deux ans après l’injection (Arruda et al. 2010). Cette même équipe 

a montré que la voie LR, couplée à un traitement immunosuppresseur, n’entrainait pas de 

réponse humorale neutralisante dirigée contre le produit du transgène et a montré l’initiation 

d’une réponse cellulaire à caractère tolérogénique. En effet, la présence de LT CD4 sécrétant 

de l’IL10 et exprimant le Foxp3 a été mise en évidence après restimulation de PBMC avec la 

protéine FIX canine ou un peptide donné du FIX (Haurigot et al. 2010). Cette réponse 

cellulaire était associée à une réponse humorale de type IgG2 suggérant une réponse T de type 

Th2 chez ces chiens immunosupprimés.  

Ainsi, l’ensemble de ces études montre bien l’avantage de la voie LR sur la voie IM 

pour transduire de manière efficace et à long terme le muscle, sans pour autant induire de 

réponse immune délétère vis-à-vis du produit du transgène. Cependant, les mécanismes 

expliquant le maintien de l’expression du transgène à long terme ou bien son rejet restent 

encore mal élucidés. Il semble néanmoins que la nature des interactions entre le vecteur et le 

système immunitaire de l’hôte soit déterminante. C’est pourquoi, cette thèse a eu pour objectif 

principal de caractériser ces interactions entre le vecteur AAV et les acteurs du système 

immunitaire après transfert de gène dans le muscle squelettique. Pour cela, ce travail a été 

divisé en trois parties. 

La première partie a consisté à étudier la biodistribution du vecteur dans un modèle 

murin après une injection par voie IM. Pour cela, la biodistribution du vecteur à l’échelle des 

tissus cibles et des organes lymphoïdes mais aussi à l’échelle des cellules 

immunocompétentes a été étudiée. Le but était de déterminer une cinétique de biodistribution 

du vecteur dans les organes lymphoïdes secondaires, de caractériser les cellules transduites 

dans ces tissus et de mettre en évidence la transduction d’APC et plus particulièrement de DC 

in vivo, car c’est un sujet encore controversé dans la littérature (Jooss et al. 1998 ; Aldrich et 

al. 2006 ; Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009 ; Zhu, Huang, et Yang 2009 ; Mays et al. 

2013). 

 Les deuxième et troisième parties avaient pour objectifs de comprendre pourquoi la 

voie LR se révèle être moins immunogène que la voie IM dans un modèle de primate et si le 

promoteur a un impact sur l’immunogénicité. Deux promoteurs ont donc été comparés : le 

promoteur CMV qui est ubiquitaire et le promoteur desmine spécifique du muscle. Dans ce 
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modèle, l’expression du transgène, la réponse immune vis-à-vis du produit du transgène, les 

interactions entre le vecteur AAV et les organes lymphoïdes et les cellules 

immunocompétentes et enfin, l’impact de la voie LR sur l’expression de gènes codant pour 

des cytokines et chimiokines impliquées dans la réponse inflammatoire ont été étudiés. Tous 

ces paramètres, évalués chez des primates injectés par voie LR, ont également été étudiés 

chez un primate injecté par voie IM, utilisé comme référent en terme d’immunogénicité vis-à-

vis du produit du transgène.  

 

B. Choix expérimentaux 

1. Modèles animaux 

 

Afin de réaliser mes travaux de thèse, il était primordial d’utiliser des modèles 

animaux pertinents capables de mimer des phénomènes immunitaires observables chez le 

patient. En effet, comme nous l’avons vu auparavant, c’est en passant des modèles de petits 

animaux tels que la souris à des modèles gros animaux tels que le chien, le chat ou encore le 

primate que les protocoles de transfert de gène ont montré leurs limites d’un point de vue 

immunologique. Dans cette optique, le macaque nous semblait être un modèle d’étude de 

choix et tout à fait envisageable grâce au centre de Boisbonne qui héberge des macaques 

cynomolgus (Macaca fascicularis) à proximité du laboratoire.  

Une étude préliminaire et complémentaire a été réalisée chez des souris C57/Bl6. Elle 

a consisté à étudier la cinétique de biodistribution du vecteur dans les organes lymphoïdes 

ainsi que la cinétique d’expression du transgène d’intérêt. En effet, une des hypothèses 

concernant l’immunogénicité de la voie IM est que l’AAVr interagit avec les organes 

lymphoïdes et les cellules immunocompétentes. Le modèle murin nous permettait de 

déterminer si le vecteur était détecté dans ces organes et à quel moment, mais aussi de 

caractériser le type de cellules qui y sont transduites avec un intérêt particulier pour les APC 

et les DC. Il est cependant à noter que cette étude a été réalisée en faisant abstraction de la 

problématique concernant le rejet du transgène puisqu’elle n’est pas critique dans les modèles 

de rongeurs. 
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2. Choix du vecteur et dose injectée 

 

Nous avons pu voir que le sérotype du vecteur pouvait avoir un impact sur la réponse 

immune. En effet, la séroprévalence et le tropisme du vecteur varient selon le sérotype 

d’AAV. Suite aux études cliniques qui ont été initiées pour le traitement de maladies 

métaboliques, l’AAV2r et l’AAV1r n’apparaissent plus comme les sérotypes privilégiés pour 

le transfert de gène dans le muscle squelettique. En effet, l’AAV2 montre la séroprévalence la 

plus importante chez l’Homme quelle que soit la région du monde. L’AAV1, quant à lui, a 

une séroprévalence plus faible et présente un tropisme très efficace dans le muscle 

squelettique. Cependant, sa faible diffusion en dehors du site d’injection lui confère une 

inefficacité du transfert de gène à distance ainsi qu’une immunogénicité plus importante 

pouvant aboutir à une inefficacité du transfert de gène (Arruda et al. 2005 ; Toromanoff et al. 

2008). Nous avons donc choisi d’utiliser un sérotype émergent et prometteur : le sérotype 8. 

En effet, il présente un bon tropisme pour le muscle squelettique (Zincarelli et al. 2008) mais 

également pour le foie (Zhong Wang et al. 2005), organe décrit comme pouvant induire une 

tolérance dans le cadre d’un transfert de gène (Mingozzi et al. 2003). Par ailleurs, il présente 

une séroprévalence beaucoup plus faible que l’AAV1 ou l’AAV2 chez l’Homme, limitant 

ainsi le risque de neutralisation de l’AAV après injection. Ce sérotype est d’ailleurs 

actuellement utilisé dans un essai clinique ciblant les patients atteints d’hémophilie B 

(Nathwani et al. 2011). Il sera également utilisé dans un prochain essai clinique par le groupe 

AFM-Téléthon d’ici 2015. Cet essai vise à traiter la myopathie de Duchenne par une stratégie 

de saut d’exon après une administration par voie LR du vecteur thérapeutique. 

Dans le but de vérifier si la voie LR est une voie permettant une expression à long 

terme du transgène quel qu’il soit, nous avons fait le choix d’utiliser un vecteur scAAV plutôt 

qu’un ssAAV et ce, pour deux raisons : i) la synthèse du second brin d’ADN peut être une 

étape limitante dans l’efficacité d’expression du transgène dans certains types cellulaires telles 

que les DC (Veron et al. 2009 ; Aldrich et al. 2006) et ii) ce type de vecteur est décrit comme 

plus immunogène que les vecteurs ss (Martino et al. 2011 ; T. Wu et al. 2011).  

Concernant la dose injectée, nous avons souhaité nous placer dans des conditions 

proches de ce qui est réalisé dans les études précliniques et cliniques, de manière à augmenter 

la pertinence de nos travaux. Dans la plupart des essais cliniques, des doses croissantes en 

vecteur sont injectées de manière à déterminer la dose minimale pour obtenir un effet 
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thérapeutique. Ces doses se situent entre 1x10
11

 et 2x10
12

 vg/kg pour des administrations par 

voie IM (Flotte et al. 2011 ; Brantly et al. 2009 ; Gaudet et al. 2013) ou par voie hépatique 

(Manno et al. 2006 ; Nathwani et al. 2011). Plus récemment, et dans le cadre de la préparation 

de l’essai clinique pour traiter la DMD, la dose thérapeutique a été définie autour de 2,5x10
13

 

vg/kg au cours de l’étude préclinique dans un modèle de chiens dystrophiques GRMD (Le 

Guiner et al, manuscrit en préparation).  

Ainsi, dans l’étude de biodistribution du vecteur dans un modèle murin, les souris ont 

été injectées avec une dose de 2x10
11

 vg totaux, correspondant à environ 1x10
13

 vg/kg. Dans 

l’étude comparant l’immunogénicité de la voie LR à la voie IM, les primates ont reçu une 

dose de 7x10
12

 vg/kg. 

 

3. Choix du promoteur et du transgène 

 

Pour le transfert de gène, deux types de promoteur ont été utilisés : un promoteur 

ubiquitaire et un promoteur spécifique d’un tissu. Dans la plupart des études, ce sont les 

promoteurs spécifiques de tissus qui ont été privilégiés notamment pour éviter d’une part une 

expression ectopique du transgène et d’autre part une expression dans les APC pouvant 

favoriser l’initiation d’une réponse immune. En effet, quelques études montrent que la 

présence d’un promoteur spécifique du muscle, après une injection IM, permet de diminuer la 

réponse immune dans des modèles murins (Wang et al. 2005 ; Fougerousse et al. 2007). Dans 

notre cas, nous avons utilisé ces deux types de promoteurs. Un promoteur ubiquitaire a été 

utilisé pour l’étude chez la souris : le promoteur CMV. Ce promoteur a souvent été utilisé 

dans des protocoles de transfert de gène à l’aide d’AAV (Miyoshi et al. 1997 ; Sullivan et al. 

1997 ; Kay et al. 2000 ; Manno et al. 2003). Dans l’étude chez le primate, en plus de la voie 

d’administration nous avons voulu mesurer l’impact du promoteur sur la réponse immune 

dans le but notamment de vérifier si même en présence d’un promoteur ubiquitaire la voie LR 

reste faiblement immunogène. C’est pourquoi nous avons comparé le promoteur CMV et le 

promoteur desmine spécifique du muscle, et déjà décrit dans plusieurs études ciblant ce tissu 

(Bartoli et al. 2006 ; Pacak et al. 2008 ; Rodino-Klapac et al. 2008 ; Talbot et al. 2010). C’est 

également ce promoteur qui a été précédemment utilisé au laboratoire (Toromanoff et al. 

2010). 
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De manière à étudier les interactions entre le vecteur AAV et le système immunitaire, 

nous avions besoin d’un transgène dont l’expression est facilement détectable dans les tissus 

et les cellules d’intérêt. Nous avons donc opté pour un gène rapporteur plutôt qu’un transgène 

thérapeutique. Le gène rapporteur doit présenter plusieurs propriétés : i) il doit être étranger 

au génome de manière à le différencier facilement des protéines endogènes, ii) il doit être 

facilement détectable afin de déterminer dans quels tissus il est exprimé et iii) il doit être 

quantifiable. 

Plusieurs gènes rapporteurs sont utilisés dans les protocoles de thérapie génique : le 

LacZ qui code pour la β-galactosidase, la luciférase ou encore la GFP. Nous avons choisi de 

travailler avec la GFP car d’une part sa séquence nucléotidique est suffisamment courte pour 

entrer dans un vecteur scAAV et d’autre part, sa fluorescence permettra d’analyser par 

microscopie à fluorescence ou confocale sa présence dans les tissus mais également de 

visualiser les cellules transduites tout en les caractérisant par cytométrie en flux. Par ailleurs, 

cette protéine est connue pour être immunogène dans certains modèles de souris (Skelton, 

Satake, et Kohn 2001) mais également dans des modèles de gros animaux comme le primate 

(Wang et al. 2010). Son utilisation devrait également nous permettre de conclure quant à la 

capacité de la voie LR à induire une expression à long terme d’un transgène quel qu’il soit. 
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III. Résultats 

 

A. Etude de la biodistribution du vecteur dans les organes 

lymphoïdes après injection IM d’un AAV8r dans un modèle murin. 

1. Contexte de l’étude 

 

Le déclenchement de la réponse immune après une administration par voie IM a été en 

partie attribué au fait que cette voie entrainait une concentration de vecteur au site d’injection 

notamment avec l’AAVr de sérotype 1 (Arruda et al. 2005 ; Toromanoff et al. 2010). Cela 

peut avoir plusieurs conséquences sur l’initiation d’une réponse immune. D’une part, le 

vecteur viral peut être drainé de manière importante dans les organes lymphoïdes favorisant 

ainsi les interactions avec les cellules de l’immunité. D’autre part, il peut transduire 

directement les APC telles que les DC in situ. Ces cellules transduites in situ ou dans l’organe 

lymphoïde le plus proche peuvent alors présenter aux lymphocytes un antigène à leur surface 

par l’intermédiaire des molécules du CMH. Des antigènes provenant de corps apoptotiques, 

de cellules en nécrose ou encore de cellules transduites par le vecteur AAV peuvent 

également être captés par des APC et une fois chargés sur une molécule du CMH, présentés 

aux lymphocytes. C’est cette deuxième hypothèse qui est favorisée car il a longtemps été 

admis que les vecteurs AAV étaient incapables de transduire les DC (Jooss et al. 1998). 

Cependant, des tests de transduction in vitro de DC dérivées de monocytes humains ou murins 

montrent que les AAV de sérotype 1, 2, 5 et 6 en seraient capables (Aldrich et al. 2006 ; 

Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009). Peu de choses sont décrites pour le sérotype 8. Une 

étude récente a montré que l’AAV8 transduirait peu ou pas les DC murines, ce qui rendrait ce 

sérotype peu immunogène (Mays et al. 2013). D’un autre côté, des études montrent 

l’implication du TLR9 dans le déclenchement de la réponse immune contre l’AAV. Ce 

récepteur est notamment exprimé à la surface des endosomes dans les DC (Ketloy et al. 2008) 

suggérant, indirectement, que ces cellules seraient transduites in vivo (Zhu, Huang, et Yang 

2009). Au final, toutes ces observations soulignent l’importance des interactions entre le 

vecteur AAV et le système immunitaire de l’hôte dans l’initiation d’une réponse immune bien 
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que la transduction de cellules immunitaires n’ait pas été démontrée de manière directe in 

vivo. 

Notre objectif ici a été de documenter les interactions entre le vecteur AAV et le 

système immunitaire de l’hôte après une injection par voie IM, en caractérisant les cellules 

immunitaires transduites in vivo avec un intérêt particulier pour les DC. Le sérotype 8 nous a 

paru pertinent pour ses perspectives cliniques à court terme et parce que sa capacité à 

transduire des DC reste encore assez peu étudiée in vivo contrairement aux sérotypes 1 et 2. 

Pour cela, nous avons injecté des souris avec un vecteur scAAV8 codant pour la GFP sous 

contrôle d’un promoteur ubiquitaire : le promoteur CMV. 

Dans ce modèle, nous avons étudié i) la biodistribution du vecteur dans le muscle et 

les organes lymphoïdes à l’échelle du génome viral et du transcrit, ii) la transduction in situ de 

cellules immunocompétentes dans les organes lymphoïdes et iii) la transduction des DC in 

vivo. 

Les résultats sont présentés dans l’article ci-dessous qui sera prochainement soumis au 

journal Human Gene Therapy. 



71 

 

2. Early interaction of AAV8 vector with the host immune system following intramuscular 

delivery results in weak but detectable lymphocyte and dendritic cell transduction 
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ABSTRACT:  

Following in vivo Adeno-Associated-Virus (AAV)-based gene transfer, the occurrence of adaptive 

immune responses specific to the vector or the transgene product appears nowadays as a potential 

roadblock to successful clinical translation. The occurrence of such responses depends on several 

parameters including the route of vector administration as well as the viral serotype and the genome 

configuration (either self complementary (sc) or single stranded (ss)). These parameters influence 

AAV vector-associated immunity by modulating the crosstalk between the vector and the host 

immune system including vector ability to interact or even transduce lymphoid tissues in general and 

antigen-presenting cells (APCs) in particular. Little is known about immune cell populations that are 

targeted in vivo by AAV vectors and transduction of dendritic cells (DC) is still controversial and not 

directly demonstrated. Here, we show that intramuscular administration of a sc AAV8 vector in the 

mouse leads to the rapid detection of viral genomes and transgene transcripts in the lymphoid tissues. 

Transduced cells were detected in follicular areas of the spleen and the draining lymph nodes. In 

addition to B and T lymphocytes, transduced professional APC were detected although at very rare 

frequency. In addition, viral genomes and transgene transcripts were also detected in these cell 

populations after ss AAV8 vector administration. 
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INTRODUCTION 

Recombinant adeno-associated vector (rAAV) is a promising platform for in vivo gene 

transfer. Indeed, an increasing number of reports in animal models demonstrate that rAAV 

administered in situ in many different target organs can sustain multiyear gene expression after one 

single administration (Niemeyer and others 2009; Rivera and others 2005; Stieger and others 2006; 

Warrington and Herzog 2006). More recently, rAAV have been reported to be vectors of choice for 

gene therapy of various human genetic diseases as hemophilia, muscular dystrophies or retinal 

blindness. Nevertheless, immune responses against the transgene and/or the viral capsid have emerged 

as serious obstacles in the successful translation of protocols to the clinic. Indeed, the expression of 

heterologous and even autologous proteins using rAAV can be followed by an immune reaction 

against the transgene product in large animals models (Chenuaud and others 2004; Favre and others 

2002; Gao and others 2004; Herzog and others 2001; Ross and others 2006). Moreover, the targeting 

of the immune system against the rAAV capsid itself was also reported in clinical trials of AAV-

mediated gene transfer using AAV of serotypes 1, 2 or 8 (Mingozzi and others 2007b; Mingozzi and 

others 2009; Nathwani and others 2011). 

Several parameters can modulate rAAV-related immunity including vector construct and dose, 

viral serotype, the purity of viral preparation, as well as the specie of the recipient. Recently, the viral 

genome was also shown to modulate host immune reaction. Indeed, self-complementary (sc) rAAV 

were shown to induce increased toll-like receptor (TLR) 9-dependant innate immune responses as 

compared to single stranded (ss) vectors (Martino and others 2011), thus resulting in stronger 

adaptative immune responses against the viral capsid. In addition to these factors, the route of vector 

delivery is definitely a critical factor, even able to shift the balance from an immunogenic to a 

tolerogenic response towards the transgene product as shown following intrahepatic rAAV 

administration (Mingozzi and others 2007a; Mingozzi and others 2003). In contrast, the intramuscular 

(IM) route was shown to generally immunize the host against the transgene product (Chenuaud and 

others 2004; Favre and others 2002; Gao and others 2004; Herzog and others 2001; Ross and others 

2006; Toromanoff and others 2009). 

Overall, what might be an early but determinant event for inducing vector-associated 

immunity is an intricate relationship between the rAAV and the host immune system. After 

intravenous or IM rAAV delivery, different studies in various species were able to systematically 

detect the vector in draining lymph nodes, spleen, or even distant lymph nodes (Arruda and others 

2004; Favre and others 2001; Haurigot and others 2010; Toromanoff and others 2008; Wang and 

others 2011; Wang and others 2005a). Nevertheless, very few studies have characterized the nature of 

transduced immune cell populations in these lymphoid tissues. In particular, the ability of rAAV to 

transduce APCs including dendritic cells (DC) is still not yet directly established in animal studies 
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after in vivo delivery of the vector, whereas it is determining for the induction of adaptive immune 

responses. To date, rAAV-mediated transduction of APC was only demonstrated ex vivo using either 

monocyte or bone marrow derived DC. In these studies, AAV serotypes 1, 2, 5 or 6 were able to 

transduce DC (Aldrich and others 2006; Liu and others 2005; Ponnazhagan and others 2001; Veron 

and others 2007). In one study, the level of DC transduction and activation was even sufficient to 

vaccinate mice after in vivo delivery with induction of cytotoxic T cell responses with IFNγ secretion, 

proliferation and cytotoxic activity (Liu and others 2005). In addition, sc rAAV were shown to be 

more efficient than ss vectors (Veron and others 2007), further confirming a potential higher 

immunogenicity with sc variants, this time against the transgene product itself.  

After in vivo rAAV delivery, transduction of APC remains controversial and the effect of 

different serotypes on DC still not well studied. The majority of in vivo studies looking at the 

relationship between injected AAV vectors and the host immune system have dealt with AAV 

serotypes 1 or 2 following IM vector delivery. Early reports using rAAV of serotype 2 in mice showed 

poor ability of the vector to transduce DC in comparison to adenoviral vectors (Jooss and others 

1998). Another early study confirmed that IM injection of rAAV2.LacZ does not provide sufficient in 

vivo DC transduction and antigen presentation to facilitate an adaptive response, favoring in return the 

cross-presentation pathway for the induction of T cell responses (Zhang and others 2000). However, in 

two recent studies (Boisgerault and others 2013; Majowicz and others 2013), IM injection of a 

mir142.3p-regulated rAAV1 in mice was able to prolong gene transfer while preventing anti-transgene 

T cell responses and muscle infiltrates respectively. Nevertheless, no direct evidence of APC 

transduction and mir142.3p-mediated APC off-targeting was demonstrated.  

So far, only a limited number of alternative AAV serotypes have been studied in vivo with 

respect to their interaction with immune cells. rAAV8 is becoming a key serotype in preclinical and 

clinical developments in the skeletal muscle, as well as for metabolic diseases and hemophilia. Only 

one recent study in mice reported that AAV8 is rather tolerogenic than immunogenic because of poor 

ability to transduce APC and to induce their activation in vivo leading to an aborted adaptive immunity 

(Mays and others 2013). Here, we aimed to characterize the crosstalk of serotype 8 with the mouse 

immune system after IM delivery.  Preferential transduction of follicular areas in the spleen and the 

lymph nodes was observed after injection of a sc rAAV8 expressing GFP. In addition to B and T 

lymphocyte transduction, we also observed DC transduction although at very rare event numbers as 

reported recently in Mays’s study (Mays and others 2013). Moreover, IM delivery of ss AAV8 also 

allowed the detection of transduced immune cells, although only at a molecular level.  
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RESULTS AND DISCUSSION 

AAV viral genomes and transcripts are detected in muscle, spleen and lymph nodes 

Sc rAAV2/8-CVM-GFP vector was injected in the two anterior tibialis muscles (total dose of 

2 x10
11

 vg) and mice (n=6 to 7 per group) were euthanized at days 7, 15 or 30 post-injection (pi). 

Mock groups (n=5 to 6) received an IM injection of PBS at an equivalent volume to the injected vector 

preparation. In addition to the injected muscle, viral genomes (vg) were detected by quantitative PCR 

in the draining lymph nodes (DLN) and spleen (Fig. 1A). An average of 2.22 +/- 1.12, 3.17 +/- 1.78 

and 2.25+/- 0.94 vg/diploid genome (dg) was detected in the injected tibialis at days 7, 15 and 30 pi 

respectively, with no significant increase of copy numbers with time. Similarly to previous studies in 

rodents and large animal models (Arruda and others 2004; Favre and others 2001; Haurigot and others 

; Toromanoff and others 2008; Wang and others 2011; Wang and others 2005a), we also detected the 

vector genome in the inguinal DLN as well as the spleen as soon as day 7 pi without significant 

changes with time (Fig. 1A). Copy numbers were much lower in lymphoid tissues as compared to the 

site of vector delivery (2,7 time less in DLN versus muscle, and 141,5 time less in spleen versus 

muscle at day 30 pi for instance). Furthermore, the vector was even detected in distant LN chains (ie 

cervical and axillary, data not shown). In another mouse cohort injected via the IM route with another 

construct of sc rAAV8 and followed at earlier time points than the present study, we were even able to 

detect vector genomes in lymphoid tissues as soon as day 1 post-injection (Supplementary Fig. 1). 

Early vector draining after IM delivery could be due to the concentration of the vector at the site of 

injection. Moreover, the rapidity of vector biodistribution in the immune system could be higher with 

serotype 8 than other serotypes as it was described to be able to cross blood vessel walls more easily 

thus leading to higher distribution to peripheral tissues (Wang and others 2005b). Accordingly and 

using live animal tracking of viral vectors, Asokan et al. also previously demonstrated that IM 

administration of luciferase-labeled capsids of an AAV8 vector results in a rapid decrease of in situ 

muscle light output (within 30 minutes) as compared to labeled AAV2 vectors, with the detection of 

AAV8 particles in the liver as soon as 5 minutes post-vector delivery (Asokan and others 2008). In our 

hands, we were also able to detect significant numbers of vector copies in the liver of our mice again 

confirming rapid leakage of AAV8 to the liver after IM delivery (data not shown, mean of 5,72 to 

16,15 vg/dg). 

Despite low numbers of vector copies in lymphoid organs, we were able to detect the CMV-

driven GFP transgene transcripts by quantitative RT-PCR in both DLN and spleen, and relative 

quantity (RQ) of transcripts appeared stable until at least day 30 in all organs (Fig. 1B). However and 

similarly to vector copies, transgene transcripts levels were much lower in these organs as compared to 

the injected muscle  (1046 fold lower in DLN versus muscle, and 340050 fold lower in spleen 

versus muscle at day 30 pi for instance).  
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We next compared the expression activity of one vector copy in these different tissues by 

calculating the ratio RQ/vg/dg. The values at day 30 pi are represented for injected skeletal muscle and 

lymphoid tissues in supplementary Fig.2.  While no difference was observed between DLN and 

spleen, a statistical difference was observed when these lymphoid organs were compared to the 

skeletal muscle (a RQ/vg/dg ratio that was 316 and 282 fold lower in LND and spleen respectively 

versus the muscle, P values= 0,0022 and 0,0022 respectively). This difference in transcriptional 

efficiency could be related to a limited activity of the CMV promoter in the immune cells, as this 

promoter was already shown to be subjected to silencing in murine, non human primate and human 

hematopoietic cells, at least in a lentiviral vector context (An and others 2000; Case and others 1999; 

Miyoshi and others 1999; Salmon and others 2000). Nevertheless, the low level of transgene 

expression in lymphoid tissues may also reflect a restricted efficiency of rAAV vectors in general, or 

serotype 8 in particular, to transduce the immune system as hypothetized in earlier studies.  

We next wanted to determine whether we were able to detect and characterize the cells that are 

transduced in lymphoid tissues. 

 

Sc AAV8-mediated lymphocyte and dendritic cell transduction in spleen and lymph 

nodes  

As GFP transcripts were detected in DLN and spleen after IM scAAV2/8 delivery, we next 

looked at transgene GFP expression by direct fluorescence in these tissues (Fig. 2). First and as 

expected, the transduction of the injected tibialis was efficient as shown in a representative mouse at 

day 30 pi (supplementary Fig. 3) and all the analyzed mice appeared positive for GFP expression in 

the injected tibialis as early as day 7. In contrast, the number of GFP positive draining lymph nodes 

and spleen increased with time and not all the mice exhibited GFP signal in these tissues even at day 

30 pi (0%, 15% to 30% and 66 to 75% of mice expressing GFP in DLN and spleen at days 7, 15 and 

30 pi respectively). This again reflects the lower transduction of lymphoid tissues as compared to the 

skeletal muscle. GFP expression appeared preferentially localized in follicular areas in both organs 

(Fig. 2). To determine the phenotype of GFP+ cells, we realized anti-CD19 (Fig. 3A), antiCD3 (Fig. 

3B), and anti-F4/80 (Fig. 3C) immunostainings targeting B lymphocytes, T lymphocytes and 

macrophages, respectively. In both spleen and DLN, B lymphocytes appeared as the preferential 

positive cell population in follicles (Fig. 3A). GFP positive T lymphocytes were also detected at the 

periphery of follicles, although at low numbers (Fig. 3B). However, we were not able to detect GFP+ 

positive F4/80+ macrophages in both spleen and lymph nodes sections (Fig. 3C). The low number of 

transduced T cells may again be related to a preferential negative regulation of the CMV promoter in 

this population and in our model. However, we cannot exclude a lower efficiency of rAAV8 in this 
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particular subset of cells. Regarding macrophages and according to our data, other studies have also 

shown an inefficiency of rAAV2 (Zaiss and others 2008) or rAAV8 (Mays and others 2013) to 

transduce murine macrophages or human monocytes. One hypothesis was the restriction of 2nd DNA 

strand synthesis in macrophages (Zaiss and Muruve 2008) because of an innate anti-viral mechanism 

potentially mediated by APOBEC3 protein that was identified as a potent inhibitor of AAV replication 

(Chen and others 2006). Nevertheless, here we also demonstrated a restricted ability of rAAV to 

transduce macrophages despite the use of double stranded DNA viral genomes, which suggests rather 

a limited efficiency of serotype 8 as also reported by Mays et al. (Mays and others 2013). Although it 

was shown that macrophages are activated by rAAV transduction in vitro despite limited transduction 

(Zaiss and others 2002), poor transduction of macrophages/monocytes by rAAV as shown in all these 

studies may explain why these vectors result in limited innate immune system activation and 

inflammatory signals as compared to adenoviral vectors.   

Because DC transduction is a critical event for rAAV-associated immunity, we also looked at 

the expression of GFP in CD11c+ myeloid DC in DLN and spleen (Fig. 3D). Co-localization of GFP 

and CD11c marker was observed in follicular areas indicating the presence of follicular transduced 

myeloid DC. However, GFP-expressing DCs were very rare in positive tissue sections and we were 

not able to detect them in splenocyte and DLN cell supensions by flow cytometry (data not shown). 

Moreover, we were not also able to detect positive DC in a large number of injected mice, even at the 

latest time point further confirming the scarcity of GFP+ positive DC.  

The colocalization of GFP signal with lymphocytes and DC in both DLN and spleen tissue 

sections could be due to a simple uptake of GFP protein (even partially) from the environment without 

a real transduction, in particular for APC that have the property to phagocyte antigens. This is unlikely 

to be a central mechanism for the following reasons: (i) GFP transcripts were detected as shown above 

in both spleen and DLN lymphoid tissues and (ii) GFP signal was observed whatever the ability of 

cells to phagocyte/ uptake antigens, i.e. positive T cells were detected while no positive macrophages 

were observed. Nevertheless and in order to confirm lymphocyte and DC rAAV8-mediated 

transduction, we looked at viral genomes and GFP transcripts in total splenocytes as well as T 

lymphocyte and DC enriched fractions. 

 

Detection of viral genomes and transgene transcripts in lymphocyte and DC enriched 

fractions after both sc and ss rAAV8 IM delivery 

Total splenocytes were isolated from a pool of 6 spleens obtained from either sc rAAV8 or 

PBS (mock) IM-injected mice at day 30 pi. T lymphocytes as well as DC were further enriched using 

CD3 or CD11c based magnetic cell isolation. The purity of each cell fraction was determined by flow 
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cytometry and comprised for rAAV injected group between 93,3% and 95,7 % for DC and T 

lymphocyte fractions as shown in Fig. 4A and 4B, respectively. We next quantified viral genomes by 

qPCR in total splenocytes, T cell, DC as well as the remaining splenic fractions (Fig. 4C). In contrast 

to all mock samples where vg/dg values were all below the sensitivity threshold determined at 5.10e-4, 

viral genomes were detected in all analyzed fractions including DC. We next looked at GFP transcripts 

by RT-PCR and southern-blot-based detection (Fig. 4D) because quantitative RT-PCR was not 

enough sensitive in this case. HPRT gene served as a positive control for reverse transcription 

efficiency. HPRT cDNA was detected in all samples (+RT) but not in reverse-transcriptase-free 

samples (-RT) confirming that the samples were not contaminated with DNA. In contrast to all mock 

samples, we were able to detect GFP transcripts in total splenocytes, as well as T lymphocytes and 

DC. The remaining fraction that was mainly composed of B lymphocytes after T lymphocytes and DC 

depletions (window of 64,7% to 80,4% of CD19+ cells in 6 different depletion experiments) was also 

positive. However, we cannot exclude that the signal observed here is also due to other cell types that 

are present in the fraction. 

 

Single-stranded rAAV vectors were shown, essentially in in vitro experiments, to be restricted 

or at least less efficient than sc rAAV in hematopoietic cells including DC (Veron and others 2007).  

Along this line, we wanted to assess in our in vivo gene transfer model, whether ss AAV8-CMV-GFP 

vector was able to transduce murine lymphocytes and APC, as observed with sc construct. For this 

purpose, mice were injected with 2x10
11

 vg/kg in the tibialis muscle and tissues were obtained at day 

30 pi. Despite equivalent viral genome copy numbers in the muscle and lymphoid tissues between sc 

and ss rAAV (data not shown), we were not able to detect GFP expression by direct fluorescence 

(and even by immunostaining) in the spleen as well as the DLN whereas GFP was detected in the 

injected muscles (Supplementary Fig.3) but only in 50% of injected mice. This is in agreement with a 

lower efficiency of ss vectors to rapidly achieve transgene expression plateau as compared to sc 

constructs. Using quantitative RT-PCR that is much more sensitive, we were able to detect GFP 

transgene transcripts in the injected tibialis as well as DLN, although at lower levels than with sc 

vector (data not shown). Nevertheless, qRT-PCR did not detect transgene transcripts in the total 

spleen. We next assessed whether a RT-PCR assay and southern-blot-based detection will allow us to 

detect GFP transcripts in the spleen.  For that purpose and similarly to sc mice group, total splenocytes 

as well as T lymphocytes and DC enriched fractions were analyzed at the level of viral genomes and 

transgene transcripts using q-PCR and RT-PCR/southern-blot respectively (Fig. 5). The purity of 

enriched fractions for ss rAAV achieved 92,6% and 95,2% for DC and T lymphocyte isolations 

respectively (Fig. 5A and 5B respectively). Vector copies were detected by qPCR in all fractions 

including the remaining population after T lymphocyte and DC depletions (Fig. 5C). Southern-blot 
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allowed the detection of GFP transcripts in total splenocytes as well as DC and T lymphocytes 

enriched fractions but not in the remaining fraction after both T cell and DC depletions (Fig. 5D). 

These data indicate that single stranded AAV genomes are also able to be functional in immune cells, 

although the level of transduction was much lower than with sc configuration. In addition of a limited 

efficiency of ss as compared to sc constructs in the immune cells as reported earlier (Veron and others 

2007), it is possible that the level of transcripts has not yet achieved the plateau at day 30 pi with ss 

rAAV as suggested by the fact that only 50% of the mice were GFP+ in the muscle itself at this time.  

 

In conclusion, both sc and ss AAV8 vectors were able (at least with our vector dose, around 

1x10
13

 vg/kg) to transduce lymphocytes and APC in vivo, upon their rapid crosstalk with the host 

immune system after IM delivery. This transduction was observed despite the use of a promoter with a 

limited efficiency in the hematopoietic cells, suggesting that it could be even higher with more 

efficient promoters in the immune system. IM route of delivery may play a critical role in these 

findings because it results in a high level of transgene expression restricted to a limited number of 

muscle fibers (Toromanoff and others 2008; Wang and others 2005a) which may favor vector draining 

to lymph nodes and thus increase the likelihood of antigen-presenting cells (APC) transduction 

(Sarukhan and others 2001). Nevertheless and in agreement with previous studies, the level of 

transduction in the immune system in general, and of APC in particular, also appeared in our hands 

limited, with a lower capacity of ss construct at least at day 30 pi. DCs are potent inducers of adaptive 

immunity and a limited number of DC is in theory able to induce T cell responses. For instance, in 

tumor vaccination protocols, intravenous administration of as few as 9x103 DCs pulsed with tumor 

peptides is able to induce a measurable antitumor effect (Porgador and others 1996). Nevertheless, to 

be able to induce such effect, DC must be activated in order to transmit the necessary stimulatory 

signals to T cells upon antigen presentation. It is then critical to determine whether transduced DCs 

upon rAAV8 delivery in the muscle are able to do so. In this context, a recent study has described 

tolerogenic properties for serotype 8 after IM delivery as a result of poor DC recruitment and 

activation (Mays and others 2013). However, this study used a ss vector, and therefore it would be 

important to determine whether APC activation and maturation can reach a critical level, sufficient to 

induce effector T cell responses using self complementary vectors that are more potent to activate 

TLR9 pathway for instance (Martino and others 2011). Finally, and in addition to the viral genome, 

the risk of DC-mediated immunogenicity against the transgene may be increased with other serotypes 

that may have higher tropism for DC or higher ability to activate them. Thus, it is important to design 

future preclinical and clinical protocols using vector constructs that limit or even avoid APC 

transduction including tissue specific promoters, potentially associated to DC off-targeting using 

miRNA target sequences.  
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MATERIAL & METHODS 

This work was performed under the control of our quality management system that is 

approved by Lloyd's Register Quality Assurance LRQA to meet requirements of international 

Management System Standards ISO 9001:2008. It has been implemented to cover all activities in the 

laboratory including research experiments and production of research-grade viral vectors.  

 

Vector production 

Self-complementary (sc) and single-strand (ss) AAV serotype 8 vectors were produced by the 

Vector Core (www.vectors.nantes.inserm.fr) at the University Hospital of Nantes. They were produced 

by cotransfection of 293 cells with the vector plasmid containing the GFP sequence, the 

cytomegalovirus (CMV) promoter and the SV40 polyadenylation signal and flanked by two AAV2-

ITRs, and the pDP8 plasmid containing viral sequences required for replication and encapsidation. 

Vectors were purified by cesium-chloride gradient concentrated using the Apollo system (BD 

Science). Titers were determined in viral genomes/ml, in parallel for both sc and ss batches using dot 

blot assay.  

 

Animals and vector administration 

Experiments were conducted on 9-12 weeks old male C57/Bl6 mice (Charles River 

laboratory). After anesthesia by ketamin and xylazin, mice were injected intramuscularly in the two 

tibialis anterior muscles with 2x1e11 viral genomes of either sc or ssAA8-CMV-GFP vectors diluted 

in PBS. The mock group received an equivalent volume of PBS buffer in the two tibialis. Mice were 

euthanized by isoflurane at day 7, 15 or 30 post-injection. Tibialis anterior muscles, draining inguinal 

lymph nodes, spleen, liver as well as distant lymph node chains were sampled. All protocols were 

conducted in accordance with guidelines of the institutional animal care and use committee of Region 

Pays de Loire.  

 

Splenocyte isolation and cell population enrichments 

Spleen was harvested and treated for 30 minutes with collagenase D (Roche, 2mg/mL). The 

reaction was stopped by adding EDTA 0.1M pH7.2 during 5 minutes. Freshly isolated splenocytes 

were washed once with 50 mL of PBS-5% FBS solution. Red blood cells were lysed in a lysis buffer 

(NH4Cl, KHCO3, Na2EDTA) during 10 minutes at room temperature. After lysis, cells were washed 
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twice with 50mL of PBS-5% FBS and cell pellets resuspended in buffer (PBS pH=7,2, 0,5% BSA, 

2mM EDTA). Splenocytes of n=6 mice per group were pooled for cell sorting. Dendritic cells were 

sorted by positive selection using the CD11c MicroBeads mouse kit (Miltenyi). T lymphocytes were 

subsequently enriched by negative selection using the Pan T Cell Isolation kit (Miltenyi). The 

remaining fraction after T and DC depletions was eluted.  

 

DNA extraction and quantitative real-time PCR 

Total genomic DNA from tissues were extracted after tissue treatment with urea buffer (urea 

8M, EDTA 10mM, NaCl 300mM, Tris 100mM) and proteinase K (10mg/mL, Macherey-Nagel) at 

56°C and DNA purification by phenol/chloroform. Quantitative real-time PCR were realized on 50 ng 

of genomic DNA. For quantification of viral genome, GFP sequence was targeted with the following 

primers: forward primer: 5’ ACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA 3’ , reverse primer GFPB 

5’ GGCGGATCTTGAAGTTCACC 3’ and GFP Taqman probe:  5’ (6 FAM)-3’ TAMRA CCG ACA 

AGC AGA AGA ACG GCA TCA. Albumin gene was quantified as endogen control with the 

following primers: forward primer: 5’ ACATAGCTTGCTTCAGAACGGT 3’ ; reverse primer : 5’ 

AGTGTCTTCATCCTGCCCTAAA 3’. PCR was conducted using ABI StepOne Plus (Applied 

Biosystems). The GFP PCR program was the following: initial denaturation 20s at 95°C followed by 

40 cycles of 1sec at 90°C and 20sec at 60°C. The Albumin PCR were done using the following 

program: initial denaturation 20s at 95°C followed by 45 cycles of 3sec at 90°C and 30sec at 60°C. 

For each sample, Ct values were compared with those obtained with a standard dilution of control 

plasmids containing either the GFP or the albumin sequences. 

 

RNA extraction, reverse-transcription and transcript detection 

 Total RNA from tissues cell pellet were obtained after mechanical tissue lysis, 5 min 

incubation in Trizol (Invitrogen) at room temperature and purification by chloroform extraction. Total 

RNA were treated with TURBO-DNA-free kit (Ambion) to eliminate DNA contamination. Reverse-

transcription reactions were realized using the M-MLV reverse-transcriptase kit (Invitrogen). Reverse-

transcripted samples were analyzed by either quantitative PCR described above for viral genome 

quantification or classical PCR targeting the GFP transgene and the endogenous HPRT. For RT-

qPCR, relative quantity (RQ) of transcript levels was determined as RQ=2
-ΔCt

 where ΔCt= Ct 

transgene - Ct endogenous. For classical PCR,  the primers targeting the GFP transgene were: forward 

primer : 5’ AAGTTCATCTGCACCACCG 3’; reverse primer : 5’ TGTTCTGCTGGTAGTGGTCG 

3’ and the primers targeting the endogenous HPRT were: forward primer : 5’ 
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TGCTGGATTACATCAAAGCAC 3’ ; reverse primer : 5’ CACCAGCAAGCTTGCGACC 3’. PCR 

were performed using Veriti Applied Biosystems machine. The GFP PCR used the following program: 

initial denaturation 5 minutes at 95°C following by 35 cycles of 35sec at 94°C, 35 sec at 58°C and 35 

sec at 72°C and then 7 minutes at 72°C. The HPRT PCR used the following program: initial 

denaturation 5 minutes at 95°C following by 40 cycles of 30sec at 94°C , 35 sec at 55°C and 35 sec at 

72°C and then 7 minutes at 72°C. The PCR products were detected by souther-blot in 2% agarose gel 

under denaturing conditions. After hybridation with a GFP labelled probe, revelation was performed 

using AlkPhos Direct Labeling and Detection System with CDP-Star (Amersham). 

 

Immunohistochemistry 

Transverse cryosections of muscles, lymph node or spleen were fixed with PFA 4%, 10 min at 

room temperature (RT). For immunostainings, tissue sections were incubated in blocking buffer (20% 

goat serum) during 30 min at RT, then overnight with primary antibodies against F4/80 (1:100 ; AbD 

Serotec), CD3 (1:200 ; BD), biotynilated CD11c (1:1000, BD). For F4/80 and CD3 immuno-labelings, 

Alexa fluor (555) conjugated goat anti-rat IgG (1:300; Invitrogen) was used (1 hour incubation at RT). 

Sections were then incubated with DRAQ5 (1:1000 ; Biostatus Limited) to counterstain nuclei. For 

CD11c immunolabeling, streptavidine Alexa fluor (633) (1:300; Invitrogen) was used (1 hour 

incubation at RT). Stained tissue sections were mounted using prolong gold medium (Invitrogen) and 

observed with a C1 inverted Nikon TE-2000 laser scanning confocal microscope (Nikon, Champigny, 

France). All immunolabeled sections were scanned serially with a blue 488 nm argon ion laser (to 

detect the GFP signal), with a red 543 nm helium neon laser (to detect CD3 and F4/80 

immunolabeling) and with a red 633 nm helium neon laser (to detect CD11c immunolabeling). 

Hematoxyllin eosin saffron staining (HES) was performed as per standard histological protocols using 

formol-fixed and paraffin-embedded sections. 

 

Statistical analysis 

Regarding viral genome and transgene transcript quantifications, non-parametric Mann-

Withney statistical test was performed between the control group (PBS) and the experimental groups. 

***: p<0.001, **: p<0.01, *p<0.05, ns: not significant. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Detection of viral genomes and transgene transcripts in the injected muscle and 

lymphoid organs. After IM delivery of either scAAV8-CMV-GFP (n=6 to 7) vector of PBS buffer 

(mock group, n=5 to 6), injected tibialis muscles, draining inguinal lymph nodes and spleens were 

collected either at day 7, 15 or 30 post-injection. (A) Viral genomes were determined by quantitative 

PCR (qPCR) and expressed as viral genome per diploid genome (vg/dg), (B) transcripts were detected 

by reverse-transcription and qPCR (RT-qPCR) and expressed as relative quantity (RQ). The threshold 

of PCR sensitivity is represented in grey in each graph. Non-parametric Mann-Withney statistical test 

was performed between the control group (PBS) and the experimental groups. ***: p<0.001, **: 

p<0.01, *p<0.05, ns: not significant. Only significant differences between two groups were 

highlighted in the figure. 

 

Figure 2. GFP detection in lymphoid tissues. Draining lymph nodes and spleens were 

collected at day 30 post-injection following IM injection of sc AAV8-CMV-GFP vector or PBS (mock 

group). Hematoxylin eosin saffron (HES) stainings were performed to address histological architecture 

of the spleen and to localize follicular areas. GFP protein detection was realized by direct fluorescence 

microscopy observation. Scale bar: 100µm. 

 

Figure 3. GFP signal colocalization with B cells, T cells and dendritic cells in lymphoid 

organs. Draining lymph nodes and spleens were collected at day 30 post-injection following IM 

injection of sc AAV8-CMV-GFP vector or PBS (mock group). Transduced cells were characterized 

after immunostainings on frozen tissue sections. Colocalization of GFP protein (green) signal with (A) 

CD19+ B lymphocytes (CD19-red/GFP-green, colocalization: yellow in merge picture, (B) CD3+ T 

lymphocytes (CD3-red/GFP-green, colocalization: yellow in merge picture, (C) F4/80+ macrophages 

(F4/80-red/GFP-green, colocalization: yellow in merge picture) or (D) CD11+c myeloid dendritic cells 

(CD11c-red/GFP-green, colocalization: yellow in merge picture). Scale bar: 50µm. 

 

Figure 4. Detection of viral genomes and transgene transcripts in spleen isolated cell 

populations after sc AAV8-CMV-GFP IM delivery.  

(A and B) Spleen DCs and T lymphocytes were enriched by magnetic sortings at day 30 post-

injection after either AAV or PBS (Mock) IM injections. Cell fraction purities were assessed by flow 

cytometry after CD11c (A) and CD3 (B) stainings for DC and T cells respectively. The frequency of 



88 

 

CD11c or CD3 positive cells in the enriched fractions (red line) and the initial total splenocyte 

suspensions (black line) are compared using an overlay histogram. The percentages of DC or T cells 

for each enriched fraction are indicated in red. 

(C and D) Viral genomes and transgene transcripts were detected using q-PCR or 

PCR/southern-blot respectively, in total splenocytes, DC-enriched fractions, T cell-enriched fractions 

and the remaining fractions after DC and T cell depletions. C) Viral genomes are expressed as viral 

genomes per diploid genome (vg/dg). The threshold of PCR sensitivity is represented in grey in the 

graph and determined at 5.10e-4. D) Transcripts were detected by RT-PCR and Southern blot targeting 

the GFP sequence. HPRT gene served as a positive control for reverse transcription efficiency. HPRT 

cDNA was detected in all samples (+RT) but not in reverse-transcriptase-free samples (-RT).  

 

Figure 5. Detection of viral genomes and transgene transcripts in spleen isolated cell 

populations after ssAAV8-CMV-GFP vector delivery.  

Mice were injected intramuscularly with ssAAV8-CMV-GFP vector and euthanized at day 30 

post-injection. Spleen cell populations were isolated and the presence of viral genomes and GFP 

transcripts were analyzed in cell fractions. 

(A and B) Spleen DCs and T lymphocytes were enriched by magnetic sortings and cell 

fraction purities were assessed by flow cytometry after CD11c (A) and CD3 (B) stainings for DC and 

T cells respectively. The frequency of CD11c or CD3 positive cells in the enriched fractions (red line) 

and the initial total splenocyte suspensions (black line) are compared using an overlay histogram. The 

percentages of DC or T cells for each enriched fraction are indicated in red. 

(C and D) Viral genomes and transgene transcripts were detected using q-PCR or 

PCR/southern-blot respectively, in total splenocytes, DC-enriched fractions, T cell-enriched fractions 

and the remaining fractions after DC and T cell depletions. C) Viral genomes are expressed as viral 

genomes per diploid genome (vg/dg). The threshold of PCR sensitivity is represented in grey in the 

graph and determined at 5.10e-4. D) Transcripts were detected by RT-PCR and Southern blot targeting 

the GFP sequence. HPRT gene served as a positive control for reverse transcription efficiency. HPRT 

cDNA was detected in all samples (+RT) but not in reverse-transcriptase-free samples (-RT).  
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Supplementary Figure 1.Detection of viral genomes in DLN and spleen as early as day 1 

following IM delivery of an scAAV8 vector 

Another serie of mice consisted in IM injection of 2 x6E10 vg of an sc rAAV8-PGK-GFP 

vector in the two tibilias muscles or an equivalent volume of PBS (mock group). Groups of mice (n=2 

to 10) were euthanized at days 1, 2, 4, 7 or 10 post-vector delivery and viral genomes were quantified 

using the same q-PCR than the CMV study in the skeletal muscle (left panel), the DLN (central 

panel) and the spleen (right panel).  

 

Supplementary Figure 2. The expression efficiency of vector genome copy is much higher 

in the muscle than in lymphoid tissues 

The ability of one viral genome copy to express the transgene in the skeletal muscle versus 

lymphoid tissues (DLN and spleen) was evaluated by calculating the ratio RQ/vg. It represents the 

GFP transgene mRNA level normalized with HPRT and divided by the vg/dg ratio for each mouse 

individually. Results are represented in boxplots. The box extends from the 10th to the 90th percentile, 

with a line at the median (50th percentile). The whiskers are extended to show the highest and lowest 

values. The ratios are 200 to 300-fold lower in lymph node and spleen respectively than in injected 

muscle. Non-parametric Mann-Withney statistical test reflects this difference. **: p<0.01, ns: not 

significant. 

 

Supplementary Figure 3. GFP expression in the muscle after IM sc and ss rAAV-CMV-

GFP delivery 

GFP expression was assessed in the injected muscle by direct fluorescence using frozen tissue 

sections. Left panel: mock PBS-injected muscle; central panel: ss AAV8-CMV-GFP injected 

muscle; right panel: sc AAV8-CMV-GFP injected muscle 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 

 

 

Figure 5 
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Figure S1 

 

 

Figure S2 

 

 

 

Figure S3 
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En résumé : 

 L’AAV de sérotype 8 interagit de manière précoce avec le système immunitaire 

de l’hôte et plus particulièrement les organes lymphoïdes secondaires après 

administration du vecteur par voie IM. 

 Le vecteur AAV de sérotype 8 est capable de transduire les lymphocytes T et les 

DC in vivo.  
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B. Impact de la voie LR sur la biodistribution du vecteur et sur 

l’initiation d’une réponse immune. 

 

1. Contexte de l’étude 

 

Contrairement à la voie IM, la voie LR, dont le protocole d’injection a été transposé 

dans un modèle de primate au laboratoire, semble moins immunogène et permet une 

transduction de l’ensemble des muscles du membre injecté. En effet, le laboratoire a montré 

précédemment que cette voie d’administration permettait une expression à long terme du 

transgène sans induire de réponse immune délétère (Toromanoff et al. 2010). Dans un 

contexte d’immunosuppression, cette voie pourrait même initier une réponse lymphocytaire à 

caractère tolérogénique comme cela a été montré dans un modèle de chien déficient en FIX 

(Haurigot et al. 2010). 

Les mécanismes responsables du maintien à long terme du transgène voire de 

tolérance après une injection par voie LR ne sont pas bien élucidés. Une des hypothèses 

évoquées serait que, contrairement à la voie IM, cette méthode d’injection n’entraine pas une 

concentration de vecteur au site d’injection et donc n’entrainerait pas un drainage massif 

d’antigènes provenant de la capside ou du produit du transgène dans le ganglion lymphatique 

le plus proche. 

 De manière à confirmer que la voie LR est moins immunogène que la voie IM, nous 

nous sommes placés dans un contexte décrit comme des plus favorables pour l’initiation 

d’une réponse immune. En effet, des primates ont été injectés, sans aucun traitement 

immunosuppresseur, avec un vecteur scAAV8 codant pour la protéine GFP. Deux types de 

promoteurs ont été utilisés : un promoteur desmine spécifique du muscle comme dans l’étude 

d’A Toromanoff (Toromanoff et al. 2010) et le promoteur ubiquitaire CMV. Un primate a été 

injecté par voie IM avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP et a été utilisé comme référent en 

terme d’immunogénicité vis-à-vis du produit du transgène. 

Dans cette étude, nous avons analysé i) l’expression de la protéine GFP dans les 

muscles, ii) la réponse immune humorale et cellulaire dirigée contre la capside et contre le 
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produit du transgène, iii) les interactions entre le vecteur AAV et les organes lymphoïdes et 

iv) l’impact de la voie LR sur l’expression de cytokines et/ou chimiokines impliquées dans la 

réponse inflammatoire. 

Les résultats sont présentés ci-dessous. Un article devrait être soumis en novembre 

2013 à la revue Journal of Clinical Investigation.  

 

2. Matériel et méthode 

a) Production de vecteurs 

 

Les AAV self-complementary de sérotype 8 ont été produits par le Centre de 

Production de Vecteurs de Nantes (www.vectors.nantes.inserm.fr). Ces vecteurs ont été produits 

par co-transfection de cellules 293 à l’aide d’un plasmide contenant la séquence codant pour 

la GFP sous le contrôle des promoteurs CMV ou desmine, le signal de polyadénylation SV40 

entourée de deux ITR dérivés de l’AAV2 et le plasmide pDP8 contenant les séquences virales 

nécessaires pour la réplication et l’encapsidation. Les vecteurs ont été purifiés à l’aide d’un 

gradient de chlorure de césium et les titres ont été déterminés par dot plot et par PCR 

quantitative (qPCR). Ils sont exprimés en nombre de copies de génome viral par millilitre 

(vg/mL). 

 

b) Animaux et administration du vecteur 

 

Les expériences ont été réalisées sur des macaques cynomolgus de 3,5 à 6,5 kg 

provenant de BioPrim (Baziège, France). Ces expériences ont été approuvées par le Comité 

Régional d’Ethique en Expérimentation Animale (CREEA) de Loire-Atlantique. Sept 

macaques (Mac 1 à 7) ne présentant pas de facteurs neutralisants pré-existants dirigés contre 

la capside de l’AAV8 ont été sélectionnés et répartis en trois groupes. Mac 1 à 6 ont été 

injectés par voie LR alors que Mac 7 a été injecté par voie IM. Mac 1 à 3 ont reçu un vecteur 

scAAV8-Des-GFP alors que Mac 4 à 7 ont un reçu un vecteur scAAV8-CMV-GFP. Tous les 

macaques ont été injectés avec une dose de vecteur de 7x10
12

 vg/kg. 
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L’injection par voie LR a déjà été décrite par Su et al, 2005. Brièvement, ce mode 

d’injection a consisté à placer un cathéter dans la veine saphène du membre inférieur et un 

garrot au niveau de l’articulation coxo-fémorale. Le vecteur a été dilué dans un volume de 

tampon Ringer-Lactate correspondant à 20% du volume du membre (environ 12mL/kg). 

L’injection a commencé 10 minutes après une période d’ischémie, à une pression de 300 mm 

Hg. Après l’injection, l’infusion du vecteur est maintenue pendant 10 minutes avant de 

relâcher le garrot. L’injection par voie IM a consisté à injecter une dose de 7x10
12

 vg/kg de 

vecteur en cinq points d’injection répartis le long du muscle tibial antérieur. Les prélèvements 

sanguins ont été réalisés sous anesthésie à l’aide de kétamine (0,1mL/kg). Les biopsies 

chirurgicales (muscles, ganglions lymphatiques, rate et foie) ont été réalisées sous kétamine 

(0.1mL/kg) et médétomidine (0.01-0.04mL/kg). Du méloxicam (1 graduation/kg) a été 

administré pendant 3 à 5 jours après la chirurgie pour éviter tout inconfort pour l’animal. Les 

macaques ont été euthanasiés entre 12 et 14 mois après injection et leurs tissus ont été 

collectés. 

 

c) Extraction d’ADN et PCR quantitative 

 

L’ADN génomique (ADNg) a été extrait à partir de tissus à l’aide du kit Gentra 

Puregene (Qiagen). Les génomes viraux ont été quantifiés par qPCR à partir de 50 ng 

d’ADNg. Deux qPCR ont été réalisées, l’une ciblant la séquence GFP, l’autre ciblant la 

séquence ε-globine, gène endogène permettant de normaliser le nombre de copies. Les qPCR 

ont été réalisée à l’aide de l’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les amorces 

utilisées pour la séquence GFP étaient les suivantes : amorce sens: 5’ 

ACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA 3’; amorce antisens : 5’ 

GGCGGATCTTGAAGTTCACC 3’ et la sonde utilisée était: 5’ (6 FAM)-3’ TAMRA 

CCGACAAGCAGAAGAACGGCATCA. La réaction de qPCR était composée d’un cycle de 

dénaturation de 20 secondes à 95°C suivi de 40 cycles de 1 seconde à 90°C et 20 secondes à 

60°C. Les amorces utilisées pour la séquence ε-globine étaient les suivantes : amorce sens: 5’ 

ACATAGCTTGCTTCAGAACGGT 3’ ; amorce antisens : 5’ 

AGTGTCTTCATCCTGCCCTAAA 3’ et la sonde utilisée était: 5’ (6 FAM)-3’ TAMRA 

TGCAGGCTGCCTGGCAGAAGC. La réaction de qPCR était composée d’un cycle de 

dénaturation de 20 secondes à 95°C suivi de 40 cycles de 3 secondes à 90°C et 20 secondes à 
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60°C. Pour chaque échantillon, les résultats sont exprimés en nombre de copies de génome 

viral par génome diploïde (vg/dg). Pour cela, les valeurs de Ct (Cycle threshold) ont été 

rapportées à une gamme de dilution de plasmides portant les séquences GFP ou ε-globine et 

allant de 10
6
 à 10 copies. 

 

d) Extraction d’ARN et RT-PCR quantitative 

 

Les ARN ont été extraits à partir de tissus après une incubation de cinq minutes dans 

du Trizol (Life Technologies – Invitrogen) à température ambiante et une purification à l’aide 

de chloroforme. Les ARN ont ensuite été traités à l’aide du kit TURBO-DNA-free (Life 

Technologies – Invitrogen) pour éliminer tout ADN contaminant. Les réactions de reverse-

transcription (RT) ont été effectuées avec le kit MLV reverse-transcriptase (Life Technologies 

– Invitrogen). La quantification des ARNm a été réalisée par qPCR utilisant une sonde 

Taqman à l’aide de l’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems) en ciblant d’une part 

la séquence GFP, spécifique du génome viral, et d’autre part la séquence endogène HPRT 

(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase). La séquence GFP a été ciblée à l’aide 

des amorces et de la sonde décrite précédemment dans le paragraphe Extraction d’ADN et 

PCR quantitative. La séquence HPRT a été quantifiée à l’aide des amorces : amorce sens: 5’ 

GCTTTCCTTGGTCAGGCAGTA 3’; amorce antisens : 5’ TGGAGTCCTTTTCACCAGCA 

3’ et la sonde : 5’ (6 FAM)-3’ TAMRA AATCCAAAGATGGTCAAGGTCGCAA. La 

réaction de qPCR était composée d’un cycle de dénaturation de 20 secondes à 95°C suivi de 

40 cycles de 3 secondes à 95°C et 30 secondes à 62°C. Pour chaque échantillon, les résultats 

sont exprimés en quantité relative (RQ) où RQ=2
-ΔCt

 et ΔCt= Ct transgène - Ct endogène. 

 

e) Isolement de PBMC et de splénocytes  

 

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées à l’aide d’un 

gradient de densité. Le sang a été déposé sur du ficoll (d=1,093) puis centrifugé pendant 20 

minutes à 760g à température ambiante. L’anneau correspondant aux cellules mononucléées a 

alors été prélevé puis les cellules ont été lavées avec 50mL de PBS-5% SVF. Les globules 

rouges ont ensuite été lysés à l’aide d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO3, Na2EDTA) 
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pendant 10 minutes à température ambiante. Après la lyse, deux lavages ont été réalisés avec 

50 mL de PBS-5% SVF. Les culots cellulaires ont été repris dans du SVF pour la congélation 

ou dans du milieu RPMI pour une analyse directe. 

Les splénocytes ont été isolés à partir des rates de primate prélevées à 60 jours post-

injection. Les cellules ont été obtenues après dissociations mécanique et enzymatique. Cette 

dernière consistait en un traitement à la collagénase D (2 mg/mL) suivi d’une incubation de 

30 à 45 min à 37°C. De l’EDTA 0,1M pH7,2 a alors été rajouté pour arrêter la digestion 

enzymatique. Les suspensions cellulaires ont été récupérées après passage sur un tamis 

100µm et centrifugées 10 minutes à 580g à +4°C. Les globules rouges ont été lysés à l’aide 

d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO3, Na2EDTA) pendant 10 minutes à température 

ambiante. Après la lyse, deux lavages ont été réalisés avec 50 mL de PBS-5% SVF. Les culots 

cellulaires ont été repris dans du SVF pour la congélation ou dans du milieu RPMI pour une 

analyse directe. 

 

f) Expression de la GFP dans le muscle, marquage 

hématoxyline-éosine-safran (HES) et caractérisation des 

infiltrats musculaires 

 

Des coupes d’une épaisseur de 4 à 10 micromètres ont été réalisées à partir des 

échantillons de muscles et étalées sur des lames de polylysine. L’analyse de la présence de la 

protéine GFP a été réalisée à l’aide d’un microscope confocal (Nikon, C1, Champigny sur 

Marne, France) équipé d’un laser à argon ionisé (488nm). Pour les colorations HES, les 

noyaux ont été colorés avec l’hématoxyline, les cytoplasmes avec de l’éosine-érythrosine et le 

tissu conjonctif avec du safran. Les coupes ont été lavées avec de l’alcool puis déshydratées 

avec du toluène.  

Pour les marquages de LT CD4, LT CD8, LB et de macrophages, les coupes ont été 

saturées avec du PBS-10% de sérum de primate pendant 45 minutes à température ambiante 

puis à +4°C sur la nuit avec les différents anticorps primaires. Les anticorps anti-CD3, anti-

CD4, anti-CD8, anti-CD79 et anti-L1 ont été utilisés pour détecter la présence de LT CD4, LT 

CD8, LB et de macrophages respectivement. Les coupes ont ensuite été incubées avec des 

anticorps couplés à l’Alexa fluor 488 (Life Technologies - Molecular Probe) ou à l’Alexa 
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fluor 555 (Life Technologies - Molecular Probe). Les coupes ont ensuite été montées en 

Mowiol (Calbiochem, San Diego, CA). Les coupes marquées ont été analysées en utilisant un 

laser à argon ionisé (488nm) pour observer la protéine GFP et les cellules positives en CD4 et 

CD8 et un laser à hélium-néon (543nm) pour observer les cellules positives en CD3, CD79 et 

L1. Chaque image a été enregistrée sur un canal séparé et superposée pour mettre en évidence 

la colocalisation de signaux fluorescents.  

Pour la détection de cellules positives en Foxp3, des coupes d’une épaisseur de 7 à 

8µm ont été réalisées à partir des échantillons de muscles et étalées sur des lames de 

polylysine. Les coupes ont été fixées avec de l’acétone et du méthanol puis perméabilisées 

avec du Triton X-100 5%. Les coupes ont ensuite été saturées avec du PBS-10% de sérum de 

chèvre pendant une heure à température ambiante puis incubées avec l’anticorps anti-FoxP3. 

Les coupes ont été incubées avec un anticorps biotinylé  puis avec de la streptavidine couplée 

à la peroxydase. Enfin, les coupes ont été incubées avec le substrat, colorées avec 

l’hématoxyline et déshydratées avec de l’alcool. 

 

g) Réponse humorale dirigée contre la protéine GFP et la 

capside de l’AAV8 dans le sérum de primate 

 

Réponse humorale anti-GFP. Les anticorps dirigés contre la protéine GFP ont été 

détectés à l’aide d’un test ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Des plaques 96 

puits (Nunc 96 well plates (Thermo scientific)) ont été incubées à +4°C sur la nuit avec 100ng 

par puits de protéine GFP recombinante (Millipore) diluée dans un tampon carbonate 

(carbonate 0,1M, pH=9,6). Les plaques ont été lavées à l’aide du tampon de lavage (PBS-

Tween 0,1%) et saturées avec le tampon de saturation (PBS-Tween 0,1% gélatine 1%) 

pendant deux heures à 37°C. Après trois lavages, les sérums des primates dilués en série ont 

été incubés pendant 2 heures à 37°C. Les contrôles positifs ont consisté à utiliser un anticorps 

anti-GFP commercial (Millipore) et un sérum d’un animal immunisé contre la GFP. Les 

plaques ont été lavées en tampon de lavage puis incubées pendant une heure à 37°C avec un 

anticorps secondaire couplé à la peroxydase (Southern Biotech, anticorps polyclonal de 

chèvre anti-rhésus/HRP). Après trois lavages, le substrat (Tétraméthylbenzidine (TMB), BD) 

a été ajouté puis incubé pendant cinq minutes à température ambiante. La réaction a été 

arrêtée avec de l’acide phosphorique 1M. Les plaques ont été lues à l’aide d’un spectromètre 
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(Multiscan GO, Thermoscientific) à 450 nm avec une correction à 570 nm. Le titre en 

anticorps correspond à la dernière dilution où la valeur de densité optique (DO) est supérieure 

à la moyenne des DO d’échantillons négatifs (n=22) à la même dilution ± 2SD. 

Réponse humorale anti-AAV8. Cette analyse a consisté à rechercher d’une part la 

présence de facteurs neutralisants et d’autre part la présence d’IgG anti-AAV8. Les facteurs 

neutralisants sériques (avant injection et à J60 post-injection) contre l’AAV8 ont été detectés 

à l’aide d’un test d’inhibition de la transduction. Les cellules HelaT ont été ensemencées en 

milieu DMEM complémenté avec 10% de SVF et 1% de pénicilline/streptomycine à 37°C 

sous 5% de CO2. Chaque puits a été transduit avec de l’adénovirus sauvage à une MOI 

(Multiplicity of Infection) de huit particules infectieuses par puits. Des dilutions en séries (de 

1/10 à 1/1x10
7
) des sérums à tester ont été réalisées dans du milieu DMEM-2% SVF. 4x10

3
 

génomes viraux par puits d’un vecteur AAV codant pour le LacZ ont été incubés avec les 

sérums dilués ou le milieu seul (témoin de transduction) pendant 20 minutes à température 

ambiante avant d’être ajoutés aux cellules HelaT. Le contrôle négatif a consisté à incuber le 

vecteur avec un sérum de primate connu pour ne pas présenter de facteurs neutralisants alors 

que le contrôle positif a consisté à incuber le vecteur avec un sérum de primate connu pour 

présenter des facteurs neutralisants contre l’AAV8. Après 24 heures, les cellules ont été 

incubées avec 500µL de PBS-glutaraldéhyde 0,5% puis rincées avant d’être incubées avec le 

X-gal pendant 6 heures à 37°C. L’efficacité de transduction est analysée en évaluant le 

nombre de cellules exprimant la β-galactosidase. Le titre correspond à la dilution la plus forte 

à laquelle la transduction de l’AAV est inhibée à 100%.  

Les anticorps dirigés contre la capside de l’AAV8 ont quant à eux été détectés à l’aide d’un 

test ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Des plaques 96 puits (Nunc 96 well 

plates (Thermo scientific)) ont été incubées à +4°C sur la nuit avec 5x10
9
 vg par puits d’un 

vecteur AAV8 dilué dans un tampon carbonate (carbonate 0,1M, pH=9,6). Les plaques ont été 

lavées à l’aide du tampon de lavage (PBS-Tween 0,1%) et saturées avec le tampon de 

saturation (PBS-Tween 0,1% gélatine 1%) pendant 2 heures à 37°C. Après 3 lavages, les 

sérums des primates dilués en série ont été incubés pendant 2 heures à 37°C. Les contrôles 

positifs ont consisté à utiliser un anticorps anti-AAV8 (ADK8 (Progen), fourni par le 

laboratoire de Kleinshmidt) et un sérum de primate immunisé contre l’AAV8. Les plaques ont 

été lavées en tampon de lavage puis incubées pendant une heure à 37°C avec un anticorps 

secondaire polyclonal de chèvre dirigé contre les Ig humaines et couplé à la biotine (Jackson). 

Les plaques ont ensuite été lavées avec le tampon de lavage et incubées pendant une heure à 
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37°C avec de la streptavidine couplée à la peroxydase (Vector Laboratories). Après trois 

lavages, le substrat (Tétraméthylbenzidine (TMB), BD) a été ajouté puis incubé pendant cinq 

minutes à température ambiante. La réaction a été arrêtée avec de l’acide phosphorique 1M. 

Les plaques ont été lues à l’aide d’un spectromètre (Multiscan GO, Thermoscientific) à 450 

nm avec une correction à 570 nm. Le titre en anticorps correspond à la dernière dilution où la 

valeur de densité optique (DO) est supérieure à la moyenne des DO d’échantillons négatifs 

(n=29) à la même dilution ± 2SD. 

 

h) Réponse cellulaire dirigée contre la protéine GFP et la 

capside de l’AAV8 

 

Réponse cellulaire anti-GFP. Un test ELIspot (Enzyme-linked Immunosorbent Spot) a 

été utilisé pour mesurer la sécrétion d’IFNγ, d’IL2 ou d’IL10 à partir de splénocytes totaux ou 

de splénocytes déplétés en CD4 ou CD8 ou de PBMC envers la protéine GFP. Les 

splénocytes ont été déplétés en LT CD4 ou LT CD8 par sélection positive à l’aide des kits 

Special StemSep Rhesus CD4+ or CD8+ Tetramer (StemCell Technologies). Les cellules ont 

été stimulées avec une banque de peptides chevauchants (15 acides aminés chevauchant sur 

10) recouvrant la séquence codant pour la protéine GFP (Pepscreen, Sigma). Les peptides ont 

été répartis en deux ou cinq pools (Pool 1 et 2 ou 1 à 5).  

Réponse cellulaire anti-AAV8. Un test ELIspot (Enzyme-linked Immunosorbent Spot) 

a été utilisé pour mesurer la sécrétion d’IFN à partir de PBMC envers la protéine VP1 de la 

capside de l’AAV8. Les cellules ont été stimulées avec une banque de peptides chevauchants 

(15 acides aminés chevauchant sur 10) recouvrant la séquence codant pour la protéine VP1 de 

la capside de l’AAV8 (Pepscreen, Sigma). Les peptides ont été répartis en trois pools (Pool 1 

à 3). 

Concernant la méthodologie expérimentale, des plaques 96 puits (Multiscreen filter plates, 

Millipore) ont été incubées à +4°C sur la nuit avec les anticorps anti-IFNγ (Mabtech), anti-

IL2 (Ucytech) ou anti-IL10 (Ucytech) dilués dans du PBS 1X. Les plaques ont ensuite été 

lavées avec du PBS 1X et saturées avec du milieu RPMI-10% SVF pendant deux heures à 

37°C. 2x10
5
 cellules ont été déposées dans chaque puits et incubées avec les différents pools 

de peptides (10µg/mL) ou la phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 10ng/mL)/ionomycine 

(iono, 250ng/mL) utilisée comme contrôle positif ou encore avec un pool de peptides ne 

codant pour aucun antigène connu chez le primate et utilisé comme témoin négatif. Toutes les 
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conditions ont été réalisées en triplicat. Les cellules ont ensuite été incubées 48 heures à 37°C 

sous 5% de CO2 puis lavées une fois à l’H2O avant d’être incubées pendant 10 minutes dans 

de l’H2O. Les puits ont été lavés avec du PBS 1X puis incubés avec des anticorps couplés à la 

biotine dirigés contre l’IFNγ, l’IL2 ou l’IL10 pendant deux heures à 37°C. Les puits ont 

ensuite été lavés et incubés avec de la phosphatase alcaline diluée dans du PBS 1X-0,5% SVF 

pendant une heure à 37°C. Après lavages, le substrat (BCIP/NBT, Sigma) a été ajouté et 

incubé pendant neuf minutes à température ambiante. La réaction a été stoppée avec de l’H2O. 

Le nombre de spots a été déterminé à l’aide d’un lecteur (ELISpot reader ELR07, AID) et 

analysé avec le logiciel ELISpot Reader V7.0 (AID). Les réponses ont été exprimées en 

nombre de spots (Spot Forming Colony, SFC) par 10
6
 cellules. Elles ont été considérées 

comme positives quand le nombre de SFC/10
6
 cellules est supérieur à 50 et au moins 3 fois 

supérieur au nombre de spots détectés avec la condition stimulée avec le pool de peptides 

témoin négatif. Une analyse statistique a également été réalisée avec le test DFR (Moodie et 

al. 2010). 

 

i) Détection de cytokines dans le plasma 

 

Les plasmas des primates ont été collectés à des temps précoces post-injection : entre 1 

et 30 jours. Le sang a été prélevé en tube EDTA et centrifugé pendant 8 minutes à +4°C, à 

3000 rpm. Le surnageant correspondant au plasma a été récupéré et conservé à -80°C. Les 

cytokines inflammatoires contenues dans le plasma ont été quantifiées à l’aide du kit 

Multiplex Primate (Fluorokine MAP, R&D). Les résultats ont été analysés à l’aide du 

Luminex Analyzer (BioPlex 200, BioRad). 

 

j) Analyses de 84 gènes impliqués dans la réponse 

inflammatoire dans les muscles et ganglions lymphatiques 

 

Les ARN ont été extraits à partir de tissus après une incubation de cinq minutes dans 

du Trizol (Life Technologies – Invitrogen) à température ambiante et une purification à l’aide 

de chloroforme. Les ARN ont ensuite été traités à l’aide du kit RNase-Free DNase Set 
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(Qiagen) pour éliminer tout ADN contaminant. Les ARN ont été concentrés grâce au kit 

RNeasy MinElute Cleanup (Qiagen). Les réactions de reverse-transcription ont été réalisées à 

partir de 500 ou 300 ng d’ARN pour les ganglions lymphatiques et muscles respectivement à 

l’aide du kit RT
2
 First Strand (Qiagen). Les 84 gènes impliqués dans la réponse inflammatoire 

ont été analysés à l’aide des plaques RT
2
 Profiler PCR Array (Qiagen) sur l’appareil ABI 

StepOne Plus (Applied Biosystems). Les analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel RT² 

Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5. 

 

k) Analyses phénotypiques des PBMC 

 

Pour les analyses phénotypiques, les LT et LB ont été marqués à l’aide des anticorps 

anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 et anti-CD20 respectivement. Les cellules NK ont été 

marquées avec un anticorps anti-CD56. Les Treg ont été identifiés à l’aide des marqueurs 

CD3/CD4/CD25/CD127/Foxp3. Les PBMC ont été marqués pendant 20 minutes à +4°C à 

l’obscurité. Le marquage intracellulaire réalisé pour l’anticorps anti-Foxp3 a été effectué à 

l’aide du kit Anti-Human Foxp3 Staining Set (eBioscience). Les différentes populations ont 

été analysées par cytométrie en flux avec le cytomètre LSR II (BD) de la plate-forme de 

cytométrie de la Structure Fédérative de Recherche (SFR) François Bonamy. Les analyses ont 

été réalisées à l’aide du logiciel FlowJo V7.6.5 (BD). 

 

3. Résultats 

 

Dans cette étude, des primates ont été injectés par voie LR avec un vecteur scAAV8-

Des-GFP (Mac 1 à 3) ou un vecteur scAAV8-CMV-GFP (Mac 4 à 6) à une dose de 7x10
12

 

vg/kg. Un primate a également été injecté par voie IM avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP et 

a été utilisé comme référent en terme d’immunogénicité envers le produit du transgène. Ce 

primate a reçu la même dose que les autres individus répartie en 5 points d’injection dans le 

muscle tibial antérieur  (Tableau 4). 
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Animal Serotype 
Mode 

d'injection 
Dose (vg/kg) Promoteur Suivi 

Mac 1 scAAV8 LR 7x10
12

 Desmine 8,5 mois 

Mac 2 scAAV8 LR 7x10
12

 Desmine 6,5 mois 

Mac 3 scAAV8 LR 7x10
12

 Desmine 8 mois 

Mac 4 scAAV8 LR 7x10
12

 CMV 1 an 

Mac 5 scAAV8 LR 7x10
12

 CMV 1 an 

Mac 6 scAAV8 LR 7x10
12

 CMV 1 mois 

Mac 7 scAAV8 IM 7x10
12

 CMV 1 an 

 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des doses de vecteurs injectés, de la voie d’administration et du 

promoteur utilisés dans l’étude. Trois macaques ont été injectés avec un vecteur scAAV8-Des-GFP (Mac 1 à 

3) par voie LR, 4 macaques ont été injectés avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP. Mac 4, 5 et 6 ont reçu le 

vecteur par voie LR, Mac 7 par voie IM. Tous les primates ont reçu la même dose de vecteur de 7x10
12

 génomes 

viraux par kilogramme (vg/kg). 

 

a) Expression de la GFP à long terme dans les muscles du 

membre injecté après administration du vecteur par voie LR 

 

Afin de confirmer que la voie LR permet une expression du transgène à long terme 

comme cela a été décrit auparavant (Toromanoff et al. 2010, Haurigot et al. 2010), nous avons 

analysé l’expression de la protéine GFP dans les muscles. Pour cela, la présence de la protéine 

GFP a été analysée par fluorescence directe dans les muscles du membre injecté chez les 

primates injectés par voie LR et dans le muscle injecté (tibial crânial) chez le primate injecté 

par voie IM. Nos résultats montrent que, bien que la protéine GFP soit connue pour être 

immunogène chez le primate, elle est exprimée jusqu’à au moins trois mois chez les primates 

injectés avec le scAAV8-Des-GFP (Figure 24A). En plus d’un potentiel rôle de la voie LR 

ici, il est possible que l’expression de la protéine soit maintenue jusqu’à au moins trois mois 

grâce à l’utilisation d’un promoteur spécifique du muscle. En effet, un tel promoteur peut 

restreindre l’expression du transgène dans les APC et empêcher la réponse immune 

(Boisgerault et al. 2013).  

C’est pourquoi, nous avons choisi d’injecter un autre groupe de primate avec un 

vecteur codant pour la protéine GFP sous contrôle du promoteur ubiquitaire CMV par voie 

LR (Mac 4 à 6). Un macaque (Mac 7) a été injecté avec le même vecteur par voie IM et a été 

considéré comme un animal référent en matière d’immunogénicité de la GFP. L’expression de 
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la protéine a été analysée à huit mois post-injection dans les muscles du membre injecté 

(Figure 24B). Nos résultats montrent que la protéine GFP est détectée jusqu’à huit mois et 

même jusqu’à un an post-injection (résultats non-présentés) chez les primates injectés par 

voie LR. Cette analyse à long terme n’a malheureusement pas pu être réalisée chez Mac 6 qui 

a été euthanasié à un mois post-injection pour des raisons sanitaires. Contrairement aux 

macaques du groupe LR, le primate injecté par voie IM montre seulement une expression 

transitoire de la protéine (entre J7 et J30). En effet, la GFP n’était plus détectable dès J90, ce 

qui suggère son élimination dans ce cas (Figure 24C). 

Ces résultats sont en accord avec l’analyse de la présence de transcrit de génome viral 

par RT-PCR quantitative dans ces mêmes muscles puisque la quantité relative de transcrit à 

un an post-injection chez les primates LR est comprise dans le tibial antérieur entre 4,78 et 

7,06 pour Mac 4 et 5 respectivement contre 0,01 et 0,15 pour Mac 7 dans ce même muscle 

pour les sites d’injection #3 et #2 respectivement. Par contre et de manière étonnante, du 

génome viral est toujours détecté à un an post-injection chez ce primate et ce, à un niveau 

comparable aux primates injectés par voie LR : entre 0,15 et 0,51 vg/dg dans le tibial 

antérieur selon le site d’injection pour Mac 7 contre 0,1 et 0,22 copies dans le même muscle 

pour Mac 4 et 5 respectivement. Ces résultats suggèrent que la perte d’expression de la 

protéine GFP ne serait peut-être pas entièrement due à l’élimination des cellules transduites 

mais également à une régulation de l’expression du transgène secondaire aux signaux 

inflammatoires in situ. 

Enfin, l’analyse de la biodistribution du vecteur montre que la voie LR, couplée à 

l’utilisation du sérotype 8, permet une diffusion du vecteur à distance du site d’injection. En 

effet, du génome viral est détecté dans le membre supérieur à long terme chez tous les 

primates : de 0,001 à 0,14 chez Mac 1 et Mac 4 respectivement. Ces résultats sont en accord 

avec les observations d’une étude précédente effectuée au laboratoire (Toromanoff et al. 

2008) et va dans le sens d’une diffusion de l’AAV de sérotype 8 à travers les barrières 

endothéliales comme décrit auparavant (Wang et al. 2005). 

 En conclusion, nos résultats confirment que la voie LR permet de maintenir 

l’expression d’un transgène, même immunogène, à long terme chez le primate quelle que soit 

la nature du promoteur : spécifique d’un tissu ou ubiquitaire. 
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Figure 24 : Expression de la protéine GFP dans les muscles des primates injectés avec un vecteur scAAV8 

GFP. A) Les primates ont été injectés dans le membre postérieur avec un vecteur scAAV8-Des-GFP par voie 

LR. Les biopsies musculaires ont été réalisées dans les muscles du membre injecté : le biceps fémoral (Mac 1 et 

3) ou le tibial antérieur (Mac 2) à J90 après l’injection. Les observations par fluorescence directe montrent une 

persistance de l’expression de la protéine GFP dans le membre injecté chez les trois primates. B) Les primates 

ont été injectés dans le membre postérieur avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 et 5) ou par 

voie IM (Mac 7). Les biopsies musculaires réalisées dans le tibial crânial du membre injecté ont été collectées à 

huit mois post-injection. Un muscle prélevé sur un primate non-injecté est montré ici comme témoin négatif 

puisqu’il ne montre pas de fluorescence intrinsèque. C) Des biopsies musculaires ont été réalisées dans le muscle 

injecté de Mac 7 à J7, J30, J90 et à un an post-injection. Echelle : 100µm 
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Analyse précoce   Analyse à long terme 

  
Ganglion 
drainant 

Ganglion 
controlatéral 

Rate Foie 
 

Tibial anterieur Biceps femoral Gastrocnémien Gracile Biceps brachial Foie 
Ganglion 
drainant 

Ganglion 
controlatéral 

Mac 1 
vg/dg 2.39 0.30 0.44 29.60   0.07 0.005 

NA NA 
0.006 

NA NA NA 
RQ nd nd nd 0.03   2.9 0.18 nd 

Mac 2 
vg/dg 6.92 0.90 1.36 21.40 

 
0.02 0.07 

NA NA 
0.01 

NA NA NA 
RQ nd nd nd 0.05 

 
0.89 0.36 nd 

Mac 3 
vg/dg 2.58 0.61 0.86 11.90   0.03 0.4 

NA NA NA NA NA NA 
RQ nd nd nd 0.03   0.18 2.52 

Mac 4 
vg/dg 10.50 0.54 0.86 2.79 

 
0.10 0.13 0.39 0.11 0.14 0,30 0.09 0.2 

RQ 0.06 0.06 nd nd 
 

4.78 8.04 36.20 9.83 2.41 nd 0.06 0.06 

Mac 5 
vg/dg 16.90 0.82 1.23 5.29   0.22 0.10 0.21 0.55 0.10 0,87 0.4 0.06 

RQ 0.06 0.04 nd nd   7.06 8.57 4.74 5.49 2.51 nd 0.06 0.04 

Mac 6 
vg/dg 0.31 0.10 0.262* 

NA  
0.76 0.04 22.41 0.04 0.11 27,7* 

NA NA 
RQ 0.02 nd nd 

 
0.41 0.51 0.99 0.34 0.23 1,8* 

Mac 7 

vg/dg 100.00 0.95 1.43 8.42   Site#1 0.30 0.03 0.06 0.03 0.05  0 ,36 2.85 0.23 

      
Site#2 0.51 

       

      
Site#3 0.18 

       

      
Site#4 0.49 

       

      
Site#5 0.15 

       
RQ 0.02 0.01 0.00 0.05 

 
Site#1 0.06 0.13 1.86 0.18 0.12 nd 0.02 0.007 

      
Site#2 0.15 

       

      
Site#3 0.01 

       

      
Site#4 0.01 

       

            Site#5 0.08               

               
 

Tableau 5 : Tableau récapitulatif du nombre de copies de vecteur et de transcrit de génome viral détectés dans les tissus des primates injectés. L’analyse précoce a été réalisée sur des 

biopsies de ganglions lymphatiques à J7 post-injection, des prélèvements de rate et des biopsies hépatiques à J60 sauf pour Mac 6 où les rate et foie ont été collectés à J30 (*). L’analyse à long 

terme a été réalisée sur des prélèvements obtenus soit i) par des biopsies de muscles prélevées à 8,5 mois, 6,5 mois et 8 mois pour Mac 1, 2 et 3 respectivement ou ii) lors de prélèvements post-

mortem chez Mac 4, 5 et 7 qui ont été euthanasiés un an post-injection et chez Mac 6 qui a été euthanasié à J30 post-injection. Le nombre de génomes viraux a été analysé par qPCR et est 

exprimé en copies de génome viral par génome diploïde (vg/dg), les transcrits ont été analysés par RT-PCR quantitative et sont exprimés en quantité relative (RQ). nd : non détecté, NA : non 

applicable 
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b) Détection d’une réponse immune humorale et cellulaire 

spécifique bien que l’expression du transgène soit maintenue 

 

L’analyse de l’expression de la protéine GFP dans le membre injecté a montré une 

persistance de l’expression du transgène jusqu’à au moins huit mois post-injection. Dans les 

études précédentes, ce mode d’administration avait déjà permis une expression du transgène à 

long terme sans induire de réponse immune cellulaire cytotoxique (Toromanoff et al. 2010 ; 

Haurigot et al. 2010). Nous avons donc également étudié la réponse immune dans notre 

modèle, qu’elle soit dirigée contre la capside et/ou le transgène. Pour cela, la présence 

d’anticorps de type IgG dirigés contre la capside de l’AAV8 et contre la protéine GFP a été 

recherchée par ELISA au même titre que la réponse cellulaire envers la capside de l’AAV8 et 

le produit du transgène par ELISpot.  

De manière non-surprenante, après injection, tous les primates ont développé des 

facteurs neutralisants ainsi que des IgG dirigées contre la capside de l’AAV8 (Tableau 6). Il 

est à rappeler que les animaux inclus dans l’étude ne présentaient pas de facteurs neutralisants 

ni d’IgG dirigés contre l’AAV de sérotype 8 avant injection. Pour les anticorps, une cinétique 

réalisée entre 3 et 90 jours montrent que les IgG sont détectables entre 3 (Mac 3) et 15 jours 

(Mac 6) après administration du vecteur et jusqu’à au moins 90 jours sans diminution des 

titres à ce point. 

La réponse cellulaire dirigée contre la capside de l’AAV8 a également été mesurée à 

travers la sécrétion d’IFNγ. Pour cela, les PBMC de primates collectés à différents temps 

(avant injection puis entre J15 et un an post-injetion) ont été restimulés in vitro à l’aide d’une 

banque de peptides recouvrant la totalité de la séquence VP1 de la capside de l’AAV8. Ces 

peptides de 15 acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en trois pools. Les 

contrôles négatifs ont consisté en des PBMC non activés cultivés dans du mileu seul (résultats 

non présentés) ainsi qu’une stimulation des cellules avec un pool de peptides ne 

correspondant à aucun antigène connu chez le primate. Le contrôle positif a consisté à 

stimuler les cellules avec de la PMA/iono. Chez les primates injectés avec le vecteur 

scAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7), la sécrétion d’IFNγ par les PBMC restimulés a été 

détectée chez un seul animal (Mac 4) aussi bien avant injection qu’à quatre mois et un an 

post-injection (Figure 25). Cette réponse ne semble cependant pas avoir d’impact sur 
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l’expression du transgène comme cela a pu être décrit chez l’Homme lors de la réactivation de 

cellules mémoires spécifiques de l’AAV après transfert de gène (Mingozzi et al. 2007a ; 

Mingozzi et al. 2009).  

 

 

IgG anti-AAV 

 

NAF 

 
J0 J3 J7 J15 J30 J45 J60 J75 J90 

 

Avant 
injection 

Après 
injection 

Mac 1 nd nd nd 1:160 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 

 

nd 1:1000 

Mac 2 nd nd 1:80 1:5120 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 

 

nd 1:5000 

Mac 3 nd 1:80 1:1280 1:10240 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 >1:20480 

 

nd 1:5000 

Mac 4 nd nd 1:640 1:327680 1:10240 >327680 >327680 >327680 >327680 

 

nd 1:1000 

Mac 5 nd nd 1:160 1:5120 1:10240 >327680 >327680 >327680 >327680 

 

nd 1 :5000 

Mac 6 nd nd nd 1:10240 1:20480 NA NA NA NA 

 

nd 1:1000 

Mac 7 nd NA 1:1280 1:10240 1:10240 1:2560 1:10240 1:5120 1:1280 

 

nd 1:100 

 

Tableau 6 : Détection d’anticorps et de facteurs neutralisants dirigés contre la capside de l’AAV8. La 

présence d’anticorps anti-AAV8 a été recherchée dans les sérums de primates collectés avant injection, à J3, J7, 

J15, J30, J45, J60, J75 et J90 post-injection. Tous les échantillons ont été testés en duplicat. Le titre en anticorps 

correspond à la dernière dilution où la valeur de densité optique (DO) est supérieure à la moyenne des DO 

d’échantillons témoins (n=29) à la même dilution ± 2SD. La présence de facteurs neutralisants (NAF) a été 

analysée avant et après injection (J60 pour Mac 1-3, 4-5 et 7 et J30 pour Mac 6). Le titre correspond à la dilution 

la plus forte à laquelle la transduction de l’AAV est inhibée à 100%. nd : non détecté, NA : non applicable  

 

La réponse immune dirigée contre le produit du transgène a également été analysée 

chez ces animaux. Pour cela, la présence d’IgG anti-GFP a été recherchée dans le sérum des 

animaux avant injection, puis entre 3 et 90 jours post-injection. Les résultats montrent que les 

anticorps dirigés contre la protéine GFP qui, comme attendu, n’étaient pas détectables avant 

injection, apparaissent entre 3 (Mac 3, 4, 5 et 6) et 15 jours (Mac 2) après l’injection quels que 

soient le vecteur ou le mode d’administration. Ces anticorps sont détectés jusqu’à 90 jours 

post-injection et les titres en anticorps sont supérieurs à la plus forte dilution qui est de 

1/327680 dès J15 pour tous les animaux (Figure 26A). 
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Figure 25 : Analyse cinétique de la sécrétion d’IFNγ par les PBMC circulants en réponse aux peptides 

dérivés de l’AAV8 des primates injectés avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7). Les PBMC 

ont été collectés avant injection, à J15, J45, J75, 4 mois et un an post-injection. Les cellules ont été restimulées in 

vitro par une banque de peptides recouvrant la séquence VP1 de la capside de l’AAV8. Ces peptides de 15 

acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en 3 pools (Pool 1 à 3). Le contrôle positif consiste à 

restimuler les splénocytes à l’aide d’un agent mitogène : la PMA/ionomycine. Le contrôle négatif consiste en 

une restimulation des cellules à l’aide d’un pool de peptides ne codant pour aucun antigène connu chez le 

primate. Les réponses sont exprimées en SFC (Spot Forming Colony) par 10
6
 cellules. Elles sont considérées 

comme positives quand le nombre de SFC/10
6
 cellules est supérieur à 50 et au moins 3 fois supérieur au nombre 

de spots détectés avec la condition pool contrôle. Les résultats sont exprimés en SFC/10
6
 cellules. Test DFR, 

*** : p<0,001 

 

De manière étonnante, l’expression de la GFP est maintenue à long terme chez nos 

animaux injectés par voie LR malgré la présence d’une forte réponse humorale dirigée contre 

le produit du transgène. Nous avons donc voulu étudié la présence d’une réponse cellulaire 

dirigée contre la protéine GFP par ELISpot à travers la sécrétion d’IFNγ dans un premier 

temps. Pour cela, les splénocytes des primates ont été isolés à J60 post-injection et restimulés 

in vitro à l’aide d’une banque de peptides recouvrant la totalité de la séquence codant pour la 

protéine GFP. Ces peptides de 15 acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en cinq 

pools. Les contrôles négatifs ont consisté en des splénocytes non activés cultivés dans du 

mileu seul (résultats non présentés) ainsi qu’une stimulation des cellules avec un pool de 

peptides ne correspondant à aucun antigène connu chez le primate. Le contrôle positif a 

consisté à stimuler les cellules avec de la PMA/iono. La sécrétion d’IFNγ par les splénocytes 

restimulés a été détectée chez tous les animaux injectés : aussi bien chez les animaux injectés 

avec le scAAV8-Des-GFP par voie LR (Mac 1 à 3) qu’avec le scAAV8-CMV-GFP par voie 

LR (Mac 4, 5) ou IM (Mac 7) (Figure 26B et Tableau 7). En effet, Mac 1, 2, 3, 4 et 7 

présentaient une réponse contre le pool de peptide 2 : entre 83 SFC/10
6
 cellules pour Mac 2 et 
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323 SFC/10
6
 cellules pour Mac 7. Ces résultats suggèrent que quel que soit le mode 

d’administration du vecteur, une réponse spécifique des LT contre la protéine GFP est induite. 

Ces résultats ont par ailleurs été confirmés à partir de PBMC collectés à différents temps post-

injection chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP. La sécrétion d’IFNγ 

est détectée à partir de J45 et jusqu’à l’euthanasie à un an post-injection (Figure 27). 

 

    cellules 
pool 

contrôle 
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono 

IFNγ 

Mac 1 

Splénocytes 28 52 195 40 158 60 2100 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

15 25 143 38 42 20 1227 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

10 13 43 5 47 8 1587 

Mac 2 

Splénocytes 17 173 83 30 43 33 2740 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

5 68 40 47 23 25 1280 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

12 218 65 40 28 53 2300 

Mac 3 

Splénocytes 7 65 118 65 73 17 1820 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

18 32 153 57 72 45 2167 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

13 17 40 13 45 18 423 

Mac 4 

Splénocytes 6 21 195 13 16 171 5666 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

11 5 221 3 28 208 2516 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

6 10 33 26 51 21 6400 

Mac 5 

Splénocytes 0 6 38 8 68 6 3850 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

0 5 21 1 68 1 733 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

5 10 10 5 3 6 2200 

Mac 7 

Splénocytes 113 173 323 205 265 150 11300 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

85 143 278 188 318 76 8550 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

138 205 298 246 238 275 7450 

 

Tableau 7 : Nombre de spots détecté par ELISpot et représentant la sécrétion d’IFNγ de splénocytes 

totaux ou déplétés après restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés à partir de splénocytes isolés à J60 

post-injection. Les résultats sont exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10
6
 cellules). Les 

cellules grisées correspondent aux valeurs dont la p-value<0,001 par rapport témoin négatif. 

 

Afin de caractériser la réponse lymphocytaire, des déplétions ont été réalisées à partir 

des splénocytes. Pour déterminer si cette réponse était due à la restimulation de LT CD4, les 

splénocytes ont été déplétés en LT CD8 à l’aide d’un aimant magnétique. A l’inverse, les 

splénocytes ont été déplétés en LT CD4 de manière à mesurer la réponse des LT CD8 (Figure 

26B). Les résultats montrent que chez les primates injectés par voie LR, la sécrétion d’IFNγ 

est médiée par les LT CD8 (Mac 1, 3, 4, 5) sauf pour Mac 2. Par contre, pour le primate 
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injecté par voie IM (Mac 7) la sécrétion est médiée à la fois par les LT CD8 et les LT CD4. Il 

est à noter qu’un des primates injecté par voie LR présente un profil différent. En effet, Mac 2  

 

Figure 26 : Réponse immune adaptative dirigée contre la protéine GFP après injection du vecteur par voie 

LR ou IM. A) La recherche d’anticorps anti-GFP a été réalisée par ELISA dans les sérums de primates prélevés 

avant injection (J0) puis à J3, J7, J15, J30, J45, J60, J75 et J90 post-injection. Tous les échantillons ont été testés 

en duplicat. Le titre en anticorps correspond à la dernière dilution où la valeur de densité optique (DO) est 

supérieure à la moyenne des DO d’échantillons témoins (n=22) à la même dilution ± 2SD. B) Sécrétion d’IFNγ 

mesurée par un test ELISpot après la restimulation de splénocytes in vitro. Les splénocytes ont été isolés à J60 

post-injection et restimulés in vitro à l’aide d’une banque de peptides recouvrant la séquence codant pour la 

protéine GFP. Ces peptides de 15 acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en cinq pools (Pool 1 à 5). 

Les contrôles positif et négatif ainsi que la méthode de détermination du seuil de positivité sont décrits en figure 
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25. La sécrétion d’IFNγ a été mesurée à partir de splénocytes totaux (noir), de splénocytes déplétés en LT CD4 

(gris clair) et de splénocytes déplétés en LT CD8 (gris foncé). Test DFR, *** : p<0,001  

présente un profil de sécrétion d’IFNγ comparable à Mac 7. Enfin, une double déplétion de 

splénocytes en LT CD4 et LT CD8 a été effectuée pour vérifier que la sécrétion d’IFNγ était 

bien due à ces populations de LT. Les résultats ont montré qu’en l’absence de LT CD4 et de 

LT CD8, l’IFNγ n’était pas détecté (résultats non-présentés).  

Nos résultats montrent donc qu’après une injection par voie LR d’un vecteur codant 

pour la protéine GFP, des anticorps anti-GFP sont détectés ainsi qu’une réponse cellulaire 

caractérisée par la sécrétion d’IFNγ par les LT. Cependant, la réponse lymphocytaire n’est pas 

médiée par les mêmes populations selon la voie d’administration. Nous avons donc voulu 

étudier en plus de l’IFNγ, la sécrétion d’IL-2 et d’IL-10 par ces cellules. 

 

 

Figure 27 : Analyse cinétique de la sécrétion d’IFNγ par les PBMC circulants en réponse aux peptides 

dérivés de la GFP des primates injectés avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7). Les PBMC ont 

été collectés avant injection, à J15, J45, J75, 4 mois et un an post-injection. Les cellules ont été restimulées in 

vitro par une banque de peptides recouvrant la séquence codant pour la protéine GFP. Ces peptides de 15 acides 

aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en deux pools (Pool 1 et 2). Les contrôles positif et négatif ainsi 

que la méthode de détermination du seuil de positivité sont décrits en figure 25. Les résultats sont exprimés en 

SFC/10
6
 cellules. Test DFR, *** : p<0,001 

 

c) Caractérisation de la réponse cellulaire spécifique du 

transgène  
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Dans le but de mieux caractériser cette réponse cellulaire dirigée contre le produit du 

transgène, la sécrétion d’IL2 a été analysée comme précédemment par ELISpot. Pour cela, les 

splénocytes totaux, déplétés en LT CD4 ou déplétés en LT CD8 ont été restimulés in vitro à 

l’aide de la banque de peptides spécifique de la protéine GFP. Chez les primates injectés par 

voie LR, aucune sécrétion d’IL2 n’a été détectée lors de la restimulation des cellules avec les 

pools de peptides dérivés de la GFP que ce soit pour les splénocytes totaux ou pour les 

fractions déplétées en LT CD4 ou LT CD8 excepté pour Mac 2 qui présentait déjà un profil 

différent en IFNγ (Figure 28 et Tableau 8). Le primate injecté par voie IM présente quant à 

lui une réponse IL2 médiée par les splénocytes et plus précisément par les LT CD4 en réponse 

aux pools 2, 4 et 5 (366, 148 et 226 SFC/10
6
 cellules respectivement) suggérant la présence 

d’une réponse de type Th1 puisque ces cellules sécrétaient également de l’IFNγ. Cependant, 

la caractérisation de la réponse cellulaire devra être complétée (sécrétion de TNFα) pour 

s’assurer de cette hypothèse. 

 

    cellules pool contrôle Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono 

IL2 

Mac 1 

Splénocytes 5 38 33 12 22 27 1090 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

0 7 2 2 7 2 440 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

8 22 23 12 27 18 580 

Mac 2 

Splénocytes 10 163 47 23 28 52 1040 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

2 3 0 2 3 0 1067 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

27 362 37 35 33 85 1420 

Mac 3 

Splénocytes 17 28 28 25 13 18 667 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

8 15 15 8 3 7 520 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

3 5 18 27 5 8 513 

Mac 4 

Splénocytes 3 0 1 5 6 0 466 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

5 5 16 1 1 1 1650 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

13 20 51 28 33 30 3966 

Mac 5 

Splénocytes 0 6 1 3 1 1 316 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

0 5 5 5 1 1 600 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

5 15 28 18 8 20 1550 

Mac 7 

Splénocytes 0 16 60 35 25 53 1850 

Splénocytes 
déplétés en CD4 

3 5 8 15 13 13 3183 

Splénocytes 
déplétés en CD8 

36 55 366 86 148 226 4600 

 

Tableau 8 : Nombre de spots détecté par ELISpot et représentant la sécrétion d’IL-2 par les splénocytes 

totaux ou déplétés après restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés à partir de splénocytes isolés à J60 

post-injection. Les résultats sont exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10
6
 cellules). Les 

cellules grisées correspondent à des valeurs dont la p-value<0,001 par rapport au témoin négatif. 
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Figure 28 : Sécrétion d’IL2 mesurée par un test ELISpot après la restimulation de splénocytes in vitro. Les 

splénocytes ont été isolés à J60 post-injection et restimulés in vitro à l’aide d’une banque de peptides recouvrant 

la séquence codant pour la protéine GFP. Les contrôles positif et négatif ainsi que la méthode de détermination 

du seuil de positivité sont décrits en figure 25. La sécrétion d’IL2 a été mesurée à partir de splénocytes totaux 

(noir), de splénocytes déplétés en LT CD4 (gris clair) et de splénocytes déplétés en LT CD8 (gris foncé). *** : 

p<0,001 

 

Ces résultats suggèrent que la réponse immune cellulaire induite après injection par 

voie LR d’un scAAV8 codant pour la protéine GFP n’est pas une réponse qu’on pourrait 

caractériser de réponse effectrice « conventionnelle ».  

 

Dans le but de documenter si cette réponse lymphocytaire dirigée contre le produit du 

transgène dans le groupe injecté par voie LR peut être de type tolérogène comme cela a été 

décrit par V Haurigot (Haurigot et al 2010) dans un modèle canin, nous avons analysé la 

sécrétion d’IL-10 toujours par ELISpot mais à partir de PBMC cette fois. En effet, les tests 

précédents ont été réalisés à l’aide de splénocytes car un nombre important de cellules était 
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nécessaire pour réaliser les déplétions cellulaires. De plus, la restimulation de splénocytes 

décongelés in vitro pour mesurer la sécrétion d’IL-10 n’était pas concluante car la sécrétion 

d’IL10 après restimulation avec la PMA/ionomycine (contrôle positif) n’était pas 

significative. A l’inverse, la stimulation de PBMC avec la PMA/ionomycine nous permettait 

d’obtenir un nombre de spots significatifs par rapport au témoin négatif (Figure 29 et 

Tableau 9). Nos résultats suggèrent que la restimulation des PBMC à l’aide des pools de 

peptides ne permet pas de détecter une réponse significative d’IL10 par rapport à la condition 

contrôle chez les primates injectés par voie LR (Mac 1 à 6). Les PBMC du primate injecté par 

voie IM (Mac 7) ne présentaient pas non plus de sécrétion d’IL10. 

La caractérisation de la réponse immune cellulaire suggère que l’administration par 

voie LR d’un vecteur scAAV8 codant pour la protéine GFP, quel que soit le promoteur utilisé, 

n’induit pas une réponse cellulaire effectrice délétère vis-à-vis du transgène. Par ailleurs, cette 

réponse ne semble pas être caractéristique d’une réponse tolérogénique médiée par l’IL10.  

 

    pool contrôle Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono 

IL-10 

Mac 1 0 0 10 8 15 7 353 

Mac 2 3 10 8 3 10 3 408 

Mac 3 3 10 10 2 17 5 438 

Mac 4 1 3 10 11 20 8 801 

Mac 5 3 2 3 10 10 2 748 

Mac 6 10 18 16 16 15 10 950 

Mac 7 2 7 2 5 5 2 630 

 

Tableau 9 : Nombre de spots détecté par ELISpot et représentant la sécrétion d’IL-10 de PBMC après 

restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés à partir de PBMC isolés à J90 post-injection. Les résultats sont 

exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10
6
 cellules). Les cellules grisées correspondent à des 

valeurs dont la p-value<0,001 par rapport au témoin négatif. 
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Figure 29 : Sécrétion d’IL10 mesurée par un test ELISpot après la restimulation de PBMC in vitro. Les 

PBMC ont été collectés à J90 post-injection et restimulés in vitro à l’aide d’une banque de peptides recouvrant la 

séquence codant pour la protéine GFP. Les témoins positif et négatif ainsi que la méthode de détermination du 

seuil de positivité sont décrits en figure 25. Test DFR, *** : p<0,001 

 

De manière à compléter la caractérisation de la réponse cellulaire induite par 

l’injection par voie LR de vecteur chez nos primates, nous avons analysé la fréquence des 

cellules NK, LT et Treg circulantes avant et après le transfert de gène (cinétique de J15 à un 

an post-injection) par cytométrie en flux (Figure 30 A-F). Le ratio LT CD4/LT CD8 a 
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également été étudié. A ce jour, ces analyses n’ont été effectuées que chez les primates 

injectés avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR et IM (Mac 4 à 7).  L’analyse de la 

fréquence de ces populations ne montrait pas de variation notable au cours du protocole pour 

les NK, les LT et le ratio LT CD4/LT CD8. Le pourcentage de LB semble augmenter autour 

de J30 post-injection chez tous les primates : de 4,3 à 10,2 %, de 4 à 18,5%, de 18,8 à 29,5 % 

et de 4,5 à 10,4% pour Mac 4, 5, 6 et 7 respectivement. Il est cependant difficile de déterminer 

si cette augmentation est significative et si elle a un lien ou un impact quelconque sur la 

réponse des animaux vis-à-vis de la GFP. Enfin, le pourcentage de Treg caractérisés par les 

marqueurs CD4
+
/CD25

high
/CD127

low
/Foxp3

+
 a aussi montré une légère augmentation à 30 

jours post-injection chez Mac 4, 5 et 6 comparé au pourcentage observé avant l’injection du 

vecteur : 0,5% contre 0,2%, 1,3% contre 0,4% et 0,6% contre 0,3 % pour Mac 4, 5 et 6 

respectivement alors que Mac 7 présente entre 0,1 et 0,2% de Treg tout au long de la 

cinétique. Nous ne pouvons cependant pas conclure formellement sur la significativité de ces 

résultats car ils ne concernent que trois animaux. De plus, ils ne donnent aucune information 

quant à la specificité des Treg détectés. 

 

En conclusion, l’analyse de la réponse immune chez nos animaux montre que, bien 

que l’expression de la GFP soit maintenue après administration du vecteur par voie LR, une 

réponse immune spécifique du produit du transgène est détectée. Nous avons donc voulu 

vérifier si les LT spécifiques ainsi caractérisés étaient fonctionnels en analysant leur capacité 

à s’infiltrer dans les muscles du membre injecté. Pour cela, la structure du muscle a été 

analysée à l’aide d’une coloration HES et les infiltrats cellulaires ont été caractérisés.  

 

d) Détection d’infiltrats musculaires après injection par 

voie LR 

 

A 7 jours post-injection, aucun infiltrat musculaire n’a été observée chez les 7 

primates de l’étude (résultats non-présentés). Par contre, à des temps plus tardifs, des infiltrats 

de cellules mononucléées ont été observés chez les tous primates. Ils étaient cependant 
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différents entre les primates injectés par voie LR (Mac 1-5) et celui injecté par voie IM (Mac 

7) (Figure 31).  

 

 

Figure 30 : Pourcentage de LB, cellules NK, LT et Treg dans la circulation au cours du temps. L’analyse 

de ces populations a été réalisée à partir de PBMC collectés à différents temps post-injection. A) Stratégie de 

marquage des populations d’intérêt. Les LB sont caractérisés par l’expression du marqueur CD20, les NK par le 

CD56, les LT par le CD3, les LT CD4 par les marqueurs CD3 et CD4, les LT CD8 par les marqueurs CD3 et 

CD8 et les Treg par les marqueurs CD4, CD25, CD127 et Foxp3. B) pourcentage de LB, C) pourcentage de NK, 

D) pourcentage de LT, E) ratio LT CD8/LT C4 et F) pourcentage de Treg au cours du temps.  
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Le muscle injecté chez le primate IM (Mac 7) montrait une inflammation sévère à J30 

post-injection, l’infiltration de cellules était diffuse et généralisée en position endomysiale 

(Figure 31B). Ces infiltrats cellulaires étaient associés à des lésions nécrotiques secondaires 

de fibres musculaires, quoique peu marquées. A plus long terme (8 mois et un an post-

injection), les infiltrats n’étaient plus détectés dans le muscle injecté. La présence de ces 

infiltrats entre J30 et J90 post-injection corrèle donc avec la perte d’expression de la GFP aux 

sites d’injection. Par ailleurs, la caractérisation de ces cellules infiltrées à J30 a montré 

qu’elles étaient principalement constituées de LT CD4 mais aussi de LB (CD79) (Figure 32). 

En revanche et de manière inattendue, nous n’avons pas détecté de LT CD8, ce qui suggère de 

nouveau que la perte de l’expression de la GFP après injection IM est due (au moins en partie) 

à d’autres mécanismes comme une régulation de l’expression du transgène. La recherche 

d’autres mécanismes de lyse des cellules transduites (comme les cellules NK ou le complexe 

d’attaque membranaire) devra aussi être réalisée pour compléter l’analyse. 

Concernant les primates injectés par voie LR, des infiltrats cellulaires étaient 

également observés dans les muscles perfusés des primates injectés avec le scAAV8-CMV-

GFP (Mac 4 et 5) et  avec le scAAV8-Des-GFP (Mac 1 et Mac 3) (Figure 31 A-B). Il est à 

noter cependant que la fréquence des infiltrats dans le groupe desmine semble plus faible que 

pour le CMV (résultats non-présentés), suggérant un effet du promoteur. (Figure 31 A-B). A 

la différence du primate injecté par voie IM, les primates injectés par voie LR ont montré des 

infiltrats musculaires plus localisés, avec des plages restreintes en positions périmysiale et 

endomysiale. Ces infiltrats qui n’étaient pas associés à une atteinte nécrotique ont été 

observés entre J30 ou J90 mais étaient maintenus à plus long terme (jusqu’à un an post-

injection pour Mac 4 et 5) (Figure 31B). 

La caractérisation de ces cellules à J90 a montré que les infiltrats étaient 

principalement composés de LT CD4 mais aussi de LB (CD79) chez les deux primates 

injectés avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP (Mac 4 et 5). Des LT CD8 n’ont pas été détectés, 

confirmant ainsi l’absence de cytotoxicité. A ce jour, la caractérisation des infiltrats n’a pas 

encore été réalisée chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP. 
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Figure 31 : Détection d’infiltrats musculaires dans le membre injecté des primates injectés par voie LR ou 

IM. A) Les primates ont été injectés dans le membre postérieur avec un vecteur scAAV8-Des-GFP par voie LR. 

Les biopsies musculaires ont été réalisées dans le biceps fémoral (Mac 1 et 3) à J90 après l’injection. Les 

observations histologiques ont été effectuées à l’aide d’une coloration HES. B) Les primates ont été injectés dans 

le membre postérieur avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR. Les biopsies musculaires ont été 

réalisées dans le tibial antérieur à J30, J90 et 8 mois après l’injection. Les observations histologiques ont été 

effectuées à l’aide d’une coloration HES. Echelle : 100µm. 
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Figure 32 : Caractérisation des infiltrats musculaires détectés chez les primates injectés avec le vecteur 

scAAV8-CMV-GFP par voie LR ou IM. Les infiltrats cellulaires ont été caractérisés sur des biopsies 

musculaires prélevés à J90 pour Mac 4 et 5 et à J30 pour Mac 7. La présence de LT CD4 (CD3 (rouge), CD4 

(vert), colocalisation (jaune), de LT CD8 (CD3 (rouge), CD8 (vert), colocalisation (jaune) et de lymphocytes B 

(CD79 (rouge)) a été analysée par immunohistochimie. Echelle : 100µm 

 

Enfin, nous avons voulu déterminer si les LT CD4 infiltrés détectés chez les primates 

injectés par voie LR pouvaient être des Treg. Pour cela, nous avons réalisé un marquage 

Foxp3 (Figure 33). Ce marquage a également été réalisé sur des coupes de rate pour 

constituer un contrôle positif. Le contrôle négatif correspondait quant à lui à l’incubation de 



126 

 

l’anticorps secondaire en l’absence d’anticorps primaire. Les résultats montrent que des 

cellules exprimant le Foxp3 sont présentes dans les muscles du membre injecté chez les 

primates injectés par voie LR (Mac 4 et 5) mais pas chez le primate injecté par voie IM (Mac 

7). Ces résultats couplés à la présence de LT CD4 suggèrent donc la présence de Treg infiltrés 

après une injection par voie LR. 

 

 

Figure 33 : Immunomarquage Foxp3 sur les biopsies musculaires de primates injectés avec le vecteur 

scAAV-CMV-GFP par voie LR ou IM. Les biopsies musculaires ont été collectées à J90 post-injection chez 

les primates injectés par voie LR (Mac 4 et 5) ou IM (Mac 7) avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP. 

L’immunomarquage Foxp3 a été réalisé sur une coupe de rate en tant que contrôle positif. Le contrôle négatif a 

consisté en incubation avec l’anticorps secondaire ne absence de l’anticorps primate. Ces contrôles négatifs n’ont 

montré aucun signal aspécifique (ligne contrôle négatif). Echelle : 100µm 

 

Ces résultats couplés à la caractérisation de la réponse immune cellulaire montrent que 

l’injection d’un vecteur par voie LR résulte en l’absence d’une immunotoxicité dirigée contre 

le produit du transgène. Par ailleurs, l’étude polyfonctionnelle des LT et la présence de 

cellules infiltrées dans le muscle, positives en Foxp3, suggèrent l’initiation d’une réponse de 

type anergique et/ou tolérogène pouvant être à l’origine du maintien de l’expression du 

transgène.  

Nous avons donc voulu déterminer quels étaient les évènements immunologiques 

précoces responsables de l’initiation de cette réponse immune non délétère après une 

administration du vecteur par voie LR. Notre hypothèse est que les signaux inflammatoires 

induits après l’injection par voie LR ne sont pas suffisamment importants pour déclencher une 
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réponse immune destructrice à l’encontre du transgène contrairement à la voie IM. Pour le 

vérifier, nous avons analysé le drainage du vecteur dans les organes lymphoïdes dès 7 jours 

post-injection, au même titre que les cytokines inflammatoires circulantes et l’expression de 

gènes codant pour des chimiokines et cytokines inflammatoires in situ. 

 

e) Drainage du vecteur dans les ganglions lymphatiques 

 

La quantification du génome viral dans les ganglions lymphatiques drainants et non-

drainants a été réalisée à J7 post-injection par qPCR (Figure 34A et Tableau 5). Les résultats 

montrent que du génome viral est détecté aussi bien dans les ganglions lymphatiques 

drainants que controlatéraux. Alors que le nombre de copies détecté dans les ganglions 

controlatéraux est comparable entre les primates injectés par voies LR (Mac 1 à 6) et IM (Mac 

7), une différence est observée dans les ganglions drainants. En effet, alors que les primates 

injectés par voie LR présentent entre 0,2 (Mac 6) et 16 copies (Mac 5) de génome 

viral/génome diploïde, le primate injecté par voie IM en présente 100 (Mac 7). Cette 

différence entre les deux voies d’administration est d’ailleurs toujours détectable à plus d’un 

an post-injection (Tableau 5) 

Par ailleurs, l’analyse transcriptionnelle de ces copies de génome viral révèle que les  

copies détectées dans les ganglions lymphatiques sont déjà transcrites à 7 jours post-injection 

sauf chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP (Figure 34B). Cette 

différence peut s’expliquer par la nature du promoteur en lui-même puisqu’il est décrit pour 

s’exprimer dans le muscle. De manière étonnante, la quantité relative de transcrit est 

comparable dans le ganglion lymphatique drainant des primates injectés par voie LR et IM 

avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP alors qu’une différence importante était détectée en 

nombre de copies par génome diploïde entre les deux groupes. De plus, la quantité relative de 

transcrit est comparable entre les ganglions drainants et non-drainants. 
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Figure 34 : Détection de génome viral et de transcrit dans les ganglions lymphatiques à 7 jours post-

injection. Les ganglions lymphatiques inguinaux ont été collectés à J7 post-injection. A) Le génome viral est 

détecté par qPCR ciblant la séquence GFP, spécifique du génome viral. Les résultats sont exprimés en nombre de 

copies par génome diploïde. B) Détection de transcrits dans les ganglions lymphatiques drainants et 

controlatéraux. La présence de transcrits est analysée par RT-PCR quantitative ciblant la séquence GFP, 

spécifique du génome viral. Les résultats sont exprimés en quantité relative. nd : non détecté 

 

Enfin, du génome viral est détecté dans la rate et dans le foie des primates injectés 

aussi bien par voie LR que par voie IM (Tableau 5). La quantité relative de transcrit est quant 

à elle faible (Mac 1-3 et 7) voire non détectable (Mac 4 et 5) dans ces tissus. De plus, chez les 

primates présentant du transcrit, aucune différence n’est observée entre les voies LR et IM 

suggérant que l’absence d’immunotoxicité après administration du vecteur par voie LR n’est 

pas dépendante de la transduction du foie comme cela a précédemment été décrit (Mount et 

al. 2002 ; Mingozzi et al. 2003). 

En conclusion, le nombre de copies de génome viral détecté dans le ganglion 

lymphatique drainant est beaucoup plus faible chez les primates injectés par voie LR par 

rapport au primate injecté par voie IM. Nous avons donc voulu déterminer si cette différence 

de drainage avait un impact sur les signaux inflammatoires et si cela pouvait expliquer le 

maintien de l’expression du transgène à long terme. 
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f) Analyse des signaux inflammatoires dans le ganglion 

lymphatique et le membre injecté 

 

La présence de cytokines inflammatoires circulantes a été recherchée dans les plasmas 

des animaux avant injection puis entre 3 et 30 jours après injection (Figure 35). Les résultats 

ont montré que parmi les cytokines analysées, seules les concentrations en IL-8 et TNFα 

semblent varier, avec une tendance à l’augmentation après injection chez Mac 7. Concernant 

les primates injectés par voie LR, la concentration ne dépassait en général pas le taux basal 

établi à partir du plasma avant injection. En revanche, Mac 5 a montré une augmentation en 

IL-8 et TNFα à J15 mais la concentration est revenue à un taux basal à J30 et Mac 3 a montré 

une augmentation de la concentration en TNFα uniquement à J3. Pour toutes ces raisons, nous 

ne pouvons malheureusement pas conclure sur la significativité ni la spécificité de ces 

signaux. 

C’est pourquoi, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à l’expression à 

l’échelle du transcrit de gènes codant pour des chimiokines et cytokines et leurs récepteurs in 

situ. Ces analyses ont dans un premier temps été réalisées sur les ganglions lymphatiques des 

primates à 7 jours post-injection (Figure 36A). Pour chaque gène, les résultats sont exprimés 

par un facteur correspondant à l’augmentation ou la diminution de l’expression du gène 

d’intérêt. Ce facteur correspond à la quantité relative de transcrits détecté dans le ganglion 

drainant divisée par la quantité relative de transcrits détecté dans le ganglion controlatéral 

utilisé comme contrôle interne. Les résultats montrent que dans les ganglions lymphatiques 

des primates injectés par voie LR avec le vecteur scAAV8-Des-GFP (Mac 1 et 3), les gènes 

impliqués dans la réponse inflammatoire ne semblent pas surexprimés excepté l’IL8 qui est 

une cytokine décrite comme une myokine. Dans ce groupe, seul Mac 2 semble surexprimer 

certains gènes mais ce primate présentait déjà un profil différent en matière de réponse 

cellulaire dirigée contre la protéine GFP. Par contre, chez les primates injectés par voie LR 

avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP des gènes codant pour des chimiokines telles que 

CXCL11, CXCL9 et CCL1 semblent surexprimés. Ces mêmes gènes sont d’ailleurs 

surexprimés chez le primate injecté par voie IM avec le même vecteur. Seul Mac 6 n’a pas 

présenté de surexpression de gène dans ce groupe mais il est à noter que le nombre de copies 

de génome viral dans le ganglion lymphatique drainant chez ce primate était 10 fois inférieur  
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Figure 35 : Quantification de la concentration en cytokines circulantes. La recherche de cytokines a été 

réalisée dans les plasmas des primates (Mac 1 à 7) collectés avant injection, à J1, J3, J7, J15 et J30 post-

injection. La concentration en IL8 et en TNFα augmentent au cours du temps chez le primate injecté par voie 

IM, pas chez les primates injectés par voie LR. NA : non applicable, nd : non détecté. 
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au nombre observé chez les autres primates injectés par voie LR. Nos résultats suggèrent que 

les signaux induits dans le ganglion lymphatique après une administration par voie LR 

peuvent être dus, en plus du drainage du vecteur, à l’expression de la GFP dans ce tissu. En 

effet, du transcrit n’était pas détecté chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-

GFP contrairement à ceux injectés avec le scAAV8-CMV-GFP, que ce soit par voies IM ou 

LR. Par ailleurs, compte-tenu de cette différence entre les deux groupes injectés par voie LR, 

il semblerait que ces signaux délivrés dans le ganglion lymphatique drainant ne justifient pas 

totalement l’initiation de la réponse. En effet, ces signaux sont absents chez les primates 

injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP alors qu’ils présentent eux aussi une réponse 

immune dirigée contre le produit du transgène sans perte de l’expression de la protéine GFP 

(au moins jusqu’à J90) comme dans le groupe injecté par voie LR avec le vecteur scAAV8-

CMV-GFP.  

Cette même analyse est donc en train d’être réalisée sur les échantillons de muscle 

prélevés à J30 post-injection chez tous les primates injectés par voie LR ou IM avec les 

vecteurs scAAV8-Des-GFP (Mac 1-3) ou scAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7) (Figure 36B). 

Les résultats préliminaires montrent que des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire 

sont exprimés quelle que soit la voie d’administration (CCL5, CXCR9, CCL1 par exemple). 

Cependant, un plus grand nombre de gènes semble surexprimé chez le primate injecté par 

voie IM. L’analyse des gènes en question est actuellement en cours pour savoir si un groupe 

en particulier ressort. Par ailleurs, une analyse plus poussée de ces signaux inflammatoires 

semble nécessaire pour déterminer l’impact de l’inflammation in situ sur la perte de 

l’expression du transgène après transfert de gène par voie IM, contrairement à la voie LR. 

 

 



132 

 

 

Figure 36 : Expression de gènes codant pour des chimiokines et cytokines et leurs récepteurs et impliqués 

dans la réponse inflammatoire. Les primates ont été injectés avec un vecteur scAAV8-Des-GFP par voie LR 

(Mac 1 à 3) ou avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 à 6) ou par voie IM (Mac 7). A) 

Analyse de ces gènes dans le ganglion lymphatiques à J7 post-injection. Le fold-change correspond à la quantité 

relative de transcrits détecté dans le ganglion drainant (côté injecté) divisée par la quantité relative de transcrits 

détecté dans le ganglion non-drainant (côté non-injecté)  utilisé comme contrôle interne. B) Analyse de ces gènes 

dans les muscles à J30 post-injection. Le fold-change correspond à la quantité relative de transcrits détectée dans 

le membre injecté divisée par la quantité relative de transcrits détecté dans le membre controlatéral utilisé 

comme contrôle interne. Les valeurs de fold-change inférieures à 1 correspondent à une inhibition de 

l’expression du gène. Les valeurs de fold-change supérieures à 1,8 correspondent à une augmentation de 

l’expression du gène. 
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En résumé : 

 La voie LR permet une expression à long terme d’un transgène immunogène chez 

le primate contrairement à la voie IM. 

 L’expression du transgène est maintenue malgré la présence d’une réponse 

immune humorale et cellulaire spécifique. 

 Le drainage du vecteur et/ou des cellules transduites dans le ganglion 

lymphatique le plus proche est moins important après une administration par 

voie LR que par voie IM. 

  Le nombre de gènes surexprimés et impliqués dans la réponse inflammatoire est 

plus faible dans le muscle injecté après une administration par voie LR que par 

voie IM. 

 Des cellules T régulatrices sont infiltrées dans le muscle après injection du 

vecteur par voie LR.  
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C. Etude de la biodistribution du vecteur AAV dans les cellules 

de l’immunité après transfert de gène dans un modèle de primate  

 

1. Contexte de l’étude 

 

La transduction des PBMC par le vecteur AAV après transfert de gène in vivo reste 

assez peu étudiée. Jusqu’ici, il a été décrit que chez le primate, après une administration IM 

d’un vecteur AAV2, du génome viral peut être retrouvé dans ces cellules jusqu’à au moins 10 

mois post-injection (Favre et al. 2001). Après une administration IM d’un AAV8, il est 

possible d’en détecter jusqu’à 15 à 20 semaines post-injection. Par contre après une injection 

par voie LR de ce même sérotype, la détection est variable : elle peut aller de 3 à 13 mois 

post-injection (Toromanoff et al. 2008). Enfin, chez l’Homme, du génome viral peut être 

détecté dans les PBMC jusqu’à 20 semaines post-injection dans le cadre d’une injection d’un 

vecteur AAV2 dans la veine porte (Manno et al. 2006). Ces études ne donnent cependant 

aucune information sur la quantité de génome viral détectée. Par ailleurs, nous n’avons 

aucune information sur les types cellulaires transduits. 

Dans le but de documenter les interactions entre le vecteur AAV et les cellules de 

l’immunité, nous avons voulu étudier la biodistribution du vecteur AAV et l’expression du 

transgène dans ces cellules à différents temps post-injection. Cette étude a été réalisée à partir 

de prélèvements collectés sur les primates de l’étude précédente. 

Dans cette étude, nous avons donc analysé la présence de génomes dans les cellules de 

l’immunité. L’expression de la GFP a également été étudiée dans ces cellules par cytométrie 

en flux. Enfin, et en collaboration avec le groupe de Richard Snyder en Floride, nous nous 

sommes intéressés aux formes moléculaires de l’AAV dans ces populations cellulaires. 

Les résultats préliminaires obtenus pour cette partie sont présentés ci-après. 
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2. Matériel et méthode 

a) Animaux et vecteurs injectés 

 

Des animaux ont reçu soit un vecteur scAAV8-Des-GFP par voie LR (Mac 1 à 3) soit 

un vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 à 6) ou par voie IM (Mac 7). Les 

procédures d’injection ainsi que la méthode de production des vecteurs sont décrites dans le 

matériel et méthode de la partie Impact de la voie LR sur la biodistribution du vecteur et sur 

l’initiation d’une réponse immune. 

 

b) Isolement de PBMC à partir de sang total isolation 

 

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées à l’aide d’un 

gradient de densité. Le sang a été déposé sur du ficoll (d=1,093) puis centrifugé pendant 20 

minutes à 1200g à température ambiante. L’anneau correspondant aux cellules mononucléées 

a alors été prélevé puis les cellules ont été lavées avec 50mL de PBS-5% SVF. Les globules 

rouges ont ensuite été lysés à l’aide d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO3, Na2EDTA) 

pendant 10 minutes à température ambiante. Après la lyse, deux lavages ont été réalisés avec 

50 mL de PBS-5% SVF. Les culots cellulaires ont été repris dans du SVF pour la congélation 

ou dans du milieu RPMI pour une analyse directe. 

 

c) Isolement de cellules à partir de rate et de ganglion 

lymphatique 

 

Les splénocytes ont été isolés à partir des rates de primate prélevées à 60 jours post-

injection. Les cellules de ganglion lymphatiques ont été isolées à partir des biopsies réalisées 

à J7 post-injection. Les cellules ont été obtenues après dissociations mécanique et 

enzymatique. Cette dernière consistait en un traitement à la collagénase D (2 mg/mL) suivi 

d’une incubation de 30 à 45 min à 37°C. De l’EDTA 0,1M pH7,2 est alors rajouté pour arrêter 
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la digestion enzymatique. Les suspensions cellulaires ont été récupérées après passage sur un 

tamis 70µm pour les ganglions et 100µm pour la rate et centrifugées 10 minutes à 580g à 

+4°C. Pour la rate, les globules rouges ont été lysés à l’aide d’un tampon de lyse (NH4Cl, 

KHCO3, Na2EDTA) pendant 10 minutes à température ambiante. Après la lyse, deux lavages 

ont été réalisés avec 50 mL de PBS-5% SVF. Les culots cellulaires ont été repris dans du SVF 

pour la congélation ou dans du milieu RPMI pour une analyse directe. 

 

d) Tris cellulaires à partir de PBMC, splénocytes et cellules 

isolées à partir de ganglions lymphatiques 

 

Les différentes populations cellulaires ont été isolées à l’aide d’un cytomètre trieur de 

cellules : le FACS Aria III (BD). Avant d’être marquées par les anticorps, les cellules ont été 

passées sur un tamis 0,3µm. Les populations LT CD4, LT CD8 et LB ont été isolées à l’aide 

des anticorps anti-CD3 et anti-CD4, anti-CD3 et anti-CD8 et anti-CD20 respectivement. Les 

populations de cellules dendritiques myéloïdes ou plasmacytoïdes ont été isolées à l’aide des 

marqueurs CD1c et CD123 respectivement. Pour les marquages, les cellules ont été incubées 

30 minutes avec le mélange d’anticorps, à +4°C et à l’obscurité. Un lavage a ensuite été 

effectué par ajout de 10mL de tampon (PBS-0.5% FBS-EDTA 2mM) et le culot cellulaire a 

été repris à une concentration de 60 millions de cellules par mL dans ce même tampon. A la 

suite du tri cellulaire, les cellules ont été centrifugées cinq minutes à 1500g, à température 

ambiante et les culots cellulaires sont conservées à -80°C pour une analyse moléculaire. 

 

e) Phénotypage des PBMC et splénocytes 

 

Les DC plasmacytoïdes ont été marquées à l’aide d’un anti-CD123, les DC myéloïdes 

à l’aide d’un anti-CD1c dans la population n’exprimant pas le CD20. Les LB ont été marqués 

à l’aide d’un anti-CD20. Les populations de cellules NK, LT CD4, LT CD8 et Treg ont, quant 

à elles, été analysées à l’aide des marqueurs CD56, CD3/CD4, CD3/CD8 et 

CD3/CD4/CD25/CD127/Foxp3 respectivement. Enfin, l’analyse de la prolifération des LT, 

des monocytes et des LB a été réalisée à l’aide du marqueur intracellulaire Ki67. Tous les 
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marquages extracellulaires ont été incubés 20 minutes à +4°C à l’obscurité. Les cellules ont 

ensuite été lavées avec du PBS 1X et reprises dans cette solution. Les marquages 

intracellulaires Foxp3 et Ki67 ont été réalisés à l’aide de solutions de perméabilisation et 

fixation du kit de marquage anti-Foxp3 humain (eBioscience). Les cellules ont été analysées à 

l’aide du cytomètre LSR II (BD) de la plate-forme de cytométrie de la Structure Fédérative de 

Recherche (SFR) François Bonamy. Les analyses présentées ont été réalisées avec le logiciel 

FlowJo (BD, version 7.6.5).  

 

f) Détection de génome viral 

 

De manière à détecter du génome viral, l’ADN génomique des fractions enrichies a été 

extrait à l’aide du kit Gentra Puregene (Qiagen). Les génomes viraux ont été quantifiés par 

qPCR à partir de 50 ng d’ADN génomique. Deux PCR ont été réalisées, l’une ciblant la 

séquence GFP, l’autre ciblant la séquence ε-globine, gène endogène permettant de normaliser 

le nombre de copies. Les qPCR quantitative utilisant une sonde Taqman ont été réalisées 

grâce à l’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les amorces et sondes utilisées 

ainsi que les programmes de PCR sont détaillées dans le matériel et méthode de la partie 

Impact de la voie LR sur la biodistribution du vecteur et sur l’initiation d’une réponse 

immune. Pour chaque échantillon, les résultats sont exprimés en vg/dg. Pour cela, les valeurs 

de Ct ont été rapportées à une gamme de dilution de plasmides portant les séquences GFP ou 

ε-globine et allant de 10
6
 à 10 copies. 

 

g) Analyse des formes moléculaires de l’AAV 

 

Dans le but de déterminer les formes moléculaires de l’AAV dans les différentes 

populations isolées, 250 ng d’ADN génomique, auxquels ont été ajoutés ou non 3,5x10
4
 

copies de plasmide linéarisé pSSV9-MD2-cmEpo, ont été digérés avec 2,5 unités de PS-

DNase (Plasmid-Safe ATP dependant DNase) pendant une heure à 37°C. La PS-DNase a été 

inactivée à  l’aide d’une incubation de 30 minutes à 70°C. Le nombre de copies de plasmide 

linéarisé, de génome viral et d’ε-globine utilisé comme gène endogène a été quantifié à l’aide 
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de l’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les qPCR utilisant des sondes 

Taqman ont été réalisées à l’aide de l’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les 

amorces et la sonde utilisées pour amplifier la séquence de plasmide linéarisée cmEPO Exon 

2-3 et la séquence endogène en conditions Taqman sont décrites dans la publication Ni et al. 

2011. Les amorces et la sonde ciblant la GFP et utilisées pour amplifier le génome viral 

étaient : amorce sens 5’-GTCCGCCCTGAGCAAAGA-3’; amorce antisens  5’-

TCCAGCAGGACCATGTGATC-3’ et la sonde utilisée était: 5’ (6 FAM)-3’ TAMRA 

CCCAACGAGAAGCG. 

 

2. Résultats 

a) Animaux et prélèvements 

 

Les primates de l’étude ont été injectés soit avec un vecteur scAAV8-Des-GFP par 

voie LR (Mac 1 à 3) soit avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 à 6) ou par 

voie IM (Mac 7). Tous les primates ont reçu une dose de 7x10
12

 vg/kg (Tableau 4). Dans le 

but d’étudier la présence de génome viral dans les cellules du système immunitaire, des 

prélèvements ont été effectués à différents temps post-injection. Les PBMC ont été isolés 

avant injection, à jour 15 (J15), J30, J45, J60, J75 et J90 puis tous les mois après l’injection. 

Les cellules isolées à partir de ganglions lymphatiques inguinaux et de rate ont été obtenues à 

J7 et J60 post-injection respectivement.  

 

b) Détection de génome viral dans les PBMC et cellules 

isolées à partir de rate et de ganglion lymphatique de primates 

 

Dans le but de documenter la transduction des cellules immunitaires par l’AAVr chez 

le primate, nous nous sommes intéressés à la présence de génome viral dans les PBMC 

circulants, les splénocytes et les cellules de ganglion lymphatique. Pour cela, des qPCR 

ciblant la séquence codant pour la GFP ont été réalisées sur ces différentes populations. Les 

résultats sont exprimés en vg/dg. La quantification de génome diploïde a été faite grâce à 
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l’amplification du gène codant pour l’ε-globine. Il est établi qu’une cellule présente deux 

copies de ce gène. 

 

 
PBMC 

 
Splénocytes 

 
Ganglion 
drainant 

Ganglion 
controlatéral 

 
J0 J15 J30 J45 J60 J75 J90   J60   J7 

Mac 1 nd 0,110 0,130 0,007 nd 0,005 nd   0,664    1,800 0,230 

Mac 2 nd 0,019 0,035 nd nd nd nd    3,11   2,460 0,187 

Mac 3 nd 0,024 0,004 0,006 0,003 NA nd 
 

0,880 
 

0.818 0.394 

Mac 4 nd 0,015 0,010 0,004 nd nd nd   0,651   1.538 0.159 

Mac 5 nd 0,050 0,020 0,020 0,011 nd nd   0,737    6,100 0,248 

Mac 6 nd 0,025 0,003 NA NA NA NA   14,4*   1,580 0,029 

Mac 7 nd 0,020 0,002 nd nd nd nd   0,450   7,210 0,077 

 

Tableau 10 : Nombre de copies de génome viral par génome diploïde détecté dans les cellules 

immunitaires de primates. Les primates ont été injectés avec un scAAV8-Desmin-GFP par voie LR (Mac 1 à 

3) ou avec un scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 à 6) ou par voie IM (Mac 7). Les PBMC ont été collectés 

avant injection puis à jour 15 (J15), J30, J45, J60, J75 et J90. Les splénocytes ont été isolés à J60 pour tous les 

primates sauf Mac 6 où ils ont été isolés à J30 (*). Les ganglions lymphatiques inguinaux drainants et 

controlatéraux ont été isolés à J7 post-injection. La quantité de génome viral dans ces cellules a été déterminée 

par qPCR ciblant la GFP et est exprimé nombre de copies de GFP par génome diploïde.  nd : non détecté, NA : 

non applicable.  

 

Dans les PBMC, les cellules avant injection ne présentent pas de copie de GFP comme 

attendu. En revanche, du génome viral est détecté à J15 et J30 pour tous les primates quels 

que soient le promoteur ou la voie d’injection utilisés (Tableau 10). Le génome viral est 

détecté jusqu’à J45 pour Mac 4, J60 pour Mac 5 ou encore J75 pour Mac 1. Le nombre de 

copies pour chacun de ces animaux est cependant faible : il peut aller de 0,002 vg/dg à J30 

pour Mac 7 à 0,13 vg/dg à J30 pour Mac 1. Concernant les cellules isolées à partir de rate et 

de ganglions lymphatiques inguinaux, du génome viral est également détecté dans ces cellules 

à J60 et J7 respectivement. Le nombre de copies déterminé dans les splénocytes isolés se situe 

entre 0,4 vg/dg pour Mac 7 et 3 vg/dg pour Mac 2. Mac 6 présente un nombre de copies plus 

important que les autres animaux mais la splénectomie n’a pas été réalisée au même moment 

post-injection : J30 pour Mac 6 contre J60 pour tous les autres animaux. Dans les cellules 
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isolées à partir des ganglions lymphatiques inguinaux, le nombre de copies de génome se situe 

entre 1,5 vg/dg pour Mac 6 et 7,2 vg/dg pour Mac 7. Les cellules du ganglion controlatéral 

présentent elles aussi du génome viral mais en plus faible quantité que dans les ganglions 

drainants : entre 0,029 vg/dg pour Mac 6 et 0,248 vg/dg pour Mac 5. Ces résultats montrent 

que l’AAV8r est bien capable de transduire les cellules immunitaires in vivo. Il reste à savoir 

si les cellules positives présentent du transcrit du transgène ou si elles expriment la protéine 

GFP. 

 

c) Détection de génome viral dans les DC, LT et LB isolés à 

partir de PBMC et de rate 

 

Nous avons pu voir que l’AAV est capable de transduire certaines populations 

cellulaires telles que les PBMC et les splénocytes. De manière à caractériser plus en détails 

les populations transduites, nous avons réalisé des tris cellulaires à partir de ces différentes 

populations à l’aide d’un cytomètre trieur. Les LT CD4, LT CD8 et LB ont été triés à partir de 

PBMC isolés à J90. Les résultats montrent que du génome viral est présent dans les trois types 

cellulaires pour Mac 7, dans les LT CD4 pour Mac 4 et 5, dans les LB pour Mac 4 et enfin 

dans les LT CD8 pour Mac 3 (Tableau 11). Cette différence entre les primates peut 

s’expliquer par une limite de sensibilité de la technique. De plus, le fait de détecter du génome 

viral dans certaines populations triées et non dans les populations totales peut s’expliquer par 

une faible quantité de cellules transduites qui après enrichissement permet de détecter un 

nombre de copies supérieur au seuil de détection imposé par la technique. 

Par ailleurs, comme nous l’avons vu dans la partie consacrée à la souris, la 

transduction des DC par l’AAVr in vivo est assez controversée. Cependant, dans notre 

première étude, nous avons mis en évidence la transduction de ces cellules chez la souris in 

vivo. En effet, les DC présentaient à la fois du génome viral et du transcrit et exprimaient la 

GFP mais la fréquence des cellules transduites semblait néanmoins faible puisque des cellules 

transduites n’étaient pas détectées chez toutes les souris par immunohistochimie. Nous avons 

donc voulu confirmer ces résultats dans notre modèle de primate. Ces cellules ne représentent 

malheureusement qu’environ 1% des PBMC circulants. Compte-tenu du volume de sang 

pouvant être prélevé chez nos animaux, le nombre de cellules obtenu après tri cellulaire 
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n’aurait pas été suffisant pour réaliser nos analyses. Les pDC et cellules dendritiques 

myéloïdes (mDC) ont donc été isolées à partir des splénocytes. Comme précédemment, la 

présence de génome viral a été mise en évidence par qPCR. Les résultats montrent que les 

populations sont bien transduites par l’AAV8r. En effet, les mDC et pDC présentent du 

génome viral après une injection par voie LR ou IM (Tableau 12). La quantité de génomes 

viraux détectée dans ces fractions est comparable quels que soient le promoteur ou la voie 

d’injection utilisés. 

 

 
PBMC (J90) 

 

 
LT CD4 LT CD8 LB   

Mac 1 nd nd  nd   

Mac 2 NA  NA NA   

Mac 3  nd nd 0,004   

Mac 4 0.004 0,003  nd   

Mac 5 0,007 nd  nd   

Mac 6  NA NA NA   

Mac 7  0,013 0,039 0,004    

 

Tableau 11 : Nombre de copies de génome viral par génome diploïde détecté dans les LT CD4 et LT CD8 

et les LB isolés à partir de PBMC. Les primates ont été injectés avec un scAAV8-Desmin-GFP par voie LR 

(Mac 1 à 3) ou avec un scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 à 6) ou par voie IM (Mac 7). Les PBMC ont été 

collectés et triés à J90 post-injection. La quantité de génome viral a été déterminée dans ces cellules par qPCR 

ciblant la GFP et est exprimé nombre de copies de GFP par génome diploïde. nd : non détecté, NA : non 

applicable.  

 

Dans notre modèle, il apparait donc que les cellules immunitaires sont transduites par 

l’AAV8r, au moins à l’échelle du génome viral. Nous avons alors voulu déterminer si le 

génome viral présent dans ces cellules s’exprimait. 
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Rate 

 
pDC mDC 

Mac 1 0,053 0,023 

Mac 2 0,055 0,048 

Mac 3 0,041 0,053 

Mac 4 0,007 0,554 

Mac 5 0,923 0,329 

Mac 6 0,030* 0,023* 

Mac 7 0,030 0,096 

 

Tableau 12 : Nombre de copies de génome viral par génome diploïde détecté dans cellules dendritiques 

plasmacytoïdes et myéloïdes isolées à partir de splénocytes. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes et 

myéloïdes ont été isolées et triées à J60 post-injection sauf pour Mac 6 où elles ont été isolées à J30 post-

injection (*). La quantité de génome viral a été déterminée dans ces cellules par qPCR ciblant la GFP et est 

exprimée nombre de copies de GFP par génome diploïde.  

 

d) Expression de la protéine GFP dans les PBMC et fractions 

cellulaires isolées à partir de rate 

 

L’expression de la GFP a été étudiée dans ces cellules par cytométrie en flux. Les 

PBMC ont été analysés à différents temps post-injection : J15, J30, J45, J75, 4 mois et 1 an 

chez les primates ayant reçu le vecteur scAAV8-CMV-GFP par voie LR ou IM. Les 

splénocytes de ces mêmes primates ont été étudiés à J60 post-injection. L’analyse de la 

population totale de PBMC montre que du signal GFP est détectable dans ces cellules à J15 et 

à J30 post-injection (Figure 37). Alors que le primate injecté par voie IM présente un 

maximum de 6% de cellules positives pour la GFP à J15 (Mac 7), les primates injectés par 

voie LR présentent un maximum de 17,6 (Mac 5) à 34,6% (Mac 6) à J30 post-injection. Un 

pourcentage de cellules positives pour la GFP est encore détectable chez ces primates injectés 

par voie LR à J45 sans dépasser les 5,3 % (Mac 5), ce n’est plus le cas à J60. Les primates 

injectés par voie LR avec le vecteur scAAV8-Des-GFP ne présentait quant à eux pas de signal 

GFP dans leur PBMC quel que soit le temps post-injection. 
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Les splénocytes présentent également du signal GFP chez les primates injectés avec le 

vecteur scAAV8-CMV-GFP : 9% des cellules sont positives pour le primate injecté en IM 

(Mac 7) et entre 5 (Mac 6) et 16% (Mac 5) pour les primates injectés par voie LR (Figure 

38). Les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP présentent eux aussi du signal 

GFP dans leurs splénocytes mais en plus faible quantité : entre 3 %  (Mac 1) et 6% (Mac 3). 

Une analyse plus poussée des populations cellulaires présentes dans les PBMC a 

montré quelles cellules présentaient du signal GFP. Les populations étudiées étaient les 

suivantes : les pDC, les mDC, les LB, les cellules NK et les LT (Tableau 13). Les analyses de 

ces populations montrent que 36 à 44% des LB présentent du signal GFP à J30 pour Mac 4 et 

5 respectivement contre 2% pour Mac 7. Concernant les DC, 72 à 66% des mDC sont 

positives pour la GFP à J30 pour Mac 4 et 5 respectivement contre 1,7% pour Mac 7 et 19 à 

42% contre 1,7% des pDC présentent du signal GFP chez ces mêmes primates, toujours à J30 

post-injection. Il est cependant à noter que ces pourcentages ne représentent qu’un très faible 

nombre de cellules : les mDC représentent de 0,2 à 6 % des cellules dans les PBMC circulants 

et les pDC de 0,2 à 1,6%. Il faut donc considérer ces résultats avec prudence. Les monocytes 

et les cellules NK présentent du signal GFP à plus de 80 % chez Mac 4 et 5 contre 0,5% dans 

les monocytes et 3,5% dans les NK pour Mac 7. Enfin, les LT sont les seules cellules 

circulantes qui sont faiblement positives pour la GFP. En effet, seulement 0,1 à 3% de cellules 

présentent du signal GFP. Il est possible que cette absence d’expression de la protéine GFP 

soit due à une inhibition du promoteur CMV dans ces cellules (Salmon et al. 2000).  

 

e) Devenir des PBMC transduits dans la circulation 

 

Les analyses réalisées sur les PBMC ont montré un pic d’expression de la GFP dans 

ces cellules à J30 post-injection. Ce signal est encore présent à J45 bien que plus faible et 

disparait à J60 chez les primates injectés par voie LR. Ces résultats sont en accord avec ce qui 

est observé en PCR quantitative pour la recherche de génome viral. Le fait de ne plus détecter 

de génome viral ou de signal GFP peut s’expliquer soit par la division de ces cellules qui 

aboutirait à une dilution des génomes viraux et/ou du signal GFP qui ne serait plus détectable 

par nos techniques d’analyse soit par le recrutement de ces cellules dans les organes 

lymphoïdes. Pour confirmer ces hypothèses, nous avons d’une part analysé la prolifération de 
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Figure 37 : Pourcentage de cellules présentant du signal GFP, en fonction du temps, dans les PBMC circulants. Les PBMC ont été collectés avant injection puis à J15, 

J30, J45, J75, 4 mois et un an post-injection. Le pourcentage de cellules présentant du signal GFP a été mesuré par cytométrie en flux sur la population de PBMC. 
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Figure 38 : Pourcentage de cellules présentant du signal GFP dans les splénocytes à J60 post-injection. Les 

splénocytes ont été collectés J60 post-injection sauf pour Mac 6 où ils ont été collectés à J30 (*). Le pourcentage 

de cellules présentant du signal GFP a été mesuré par cytométrie en flux dans cette population. 

 

 

  LB pDC mDC Monocytes NK LT 

Mac 4 36,8 19,2 72,7 82,2 85,9 2,8 

Mac 5 44,3 42,2 66,6 83,3 89,1 3,3 

Mac 6 42,0 90,9 97,9 99,0 98,3 7,3 

Mac 7 2,3 1,7 1,7 0,5 3,5 3,0 

 

Tableau 13 : Pourcentage de cellules présentant du signal GFP dans les différentes populations cellulaires 

des PBMC circulants à J30 post-injection. Le pourcentage de LB, pDC, mDC, monocytes, NK et LT 

présentant du signal GFP a été analysée par cytométrie en flux dans les PBMC circulants prélevés à J30 post-

injection. Cette analyse a été réalisée uniquement pour les primates présentant du signal GFP à J30 post-

injection.  

 

ces cellules à 30 jours post-injection et d’autre part étudié les formes moléculaires des 

génomes dans les PBMC au cours du temps. 
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Tout d’abord, nous avons voulu vérifier si la perte de signal GFP dans les PBMC à J45 

post-injection était due à une prolifération de ces cellules. Pour cela, nous avons utilisé un 

marqueur intracellulaire de prolifération : le Ki67. L’analyse de ce marqueur a été réalisée 

uniquement sur les PBMC prélevés à J30, temps post-injection où le pourcentage en cellules 

GFP positives est le plus élevé. Les résultats montrent que les cellules qui expriment la GFP 

sont pour un grand nombre en phase de prolifération : de 47% pour Mac 6 à 78% pour Mac 4 

(Figure 39). Les cellules qui ne présentent pas de signal GFP représentent quant à elles entre 

12 et 49% de la population pour Mac 6 et Mac 4 respectivement. Cela pourrait donc expliquer 

la diminution du signal pour les temps post-injection ultérieurs. Par ailleurs, les cellules 

présentant du signal GFP et exprimant le Ki67 ont été analysées de manière plus approfondie. 

Cette analyse révèle que ce sont majoritairement les monocytes (CD14) qui présentent du 

signal GFP : entre 52 % pour Mac 5 et 82 % pour Mac 6. Les lymphocytes B (CD20) et les 

lymphocytes T (CD3) ne représentent respectivement que 4 (Mac 6) à 8% (Mac 5) et 4 à 10% 

de cette population (Figure 40).  

Dans le but de confirmer si la prolifération des cellules entrainait une diminution du 

nombre de copie de vecteur dans la circulation, nous nous sommes intéressés aux formes 

moléculaires du génome de l’AAV dans cette population au cours du temps. Cette partie de 

l’étude a été réalisée en Floride, en collaboration avec le groupe de Richard Snyder et 

permettait de confirmer ou pas la quantification des génomes viraux par qPCR classique 

(Tableau 10). Cette analyse a été réalisée sur  les PBMC totaux à différents temps post-

injection mais également sur les splénocytes totaux et les fractions enrichies en LT CD4, LT 

CD8 et sur les monocytes (CD16) isolées à partir de splénocytes. Ces échantillons 

proviennent des Mac 4 et Mac 5, tous deux injectés par voie LR avec un vecteur scAAV8-

CMV-GFP. 

Il est décrit que le génome de l’AAV recombinant persiste en tant qu’épisome, sous 

forme de monomères ou de concatémères, dans les tissus tels que le muscle, le foie ou encore 

le cerveau dans des modèles de souris ou de primates (Clark et al. 1999; Nakai et al. 2001 ; 

Duan et al. 1998 ; Nathwani et al. 2006 ; Penaud-Budloo et al. 2008). Afin d’étudier sous 

quelle forme est présent le génome de l’AAV, 250ng d’ADN génomique extrait à partir de 

PBMC et de splénocytes totaux ou triés ont été incubés avec 2,5 unités de PS-DNase 

(Plasmid-Safe ATP dependant DNase), enzyme décrite pour digérer spécifiquement les ADN 
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Figure 39 : Analyse de la prolifération des PBMC de primates à J30 post-injection dans les populations 

présentant et ne présentant pas de signal GFP. La prolifération des cellules a été déterminée à l’aide du 

marqueur de prolifération Ki67. Le pourcentage de cellules présentant du signal GFP a été déterminé dans la 

population de cellules vivantes puis le pourcentage de cellules en prolifération a été analysé dans ces cellules 

vivantes présentant ou non du signal GFP. Ces analyses ont été effectuées uniquement chez les primates dont les 

PBMC présentaient du signal GFP à 30 jours post-injection.  
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Figure 40 : Caractérisation des cellules en prolifération présentant du signal GFP. Les cellules présentant 

du signal GFP et en prolifération ont été caractérisées par cytométrie en flux. Les populations LB (CD20), LT 

(CD3) et les monocytes (CD14) ont été analysées.  

 

double brin présents sous forme linéaire. Dans le but d’évaluer l’efficacité de cette enzyme, 

elle a été mise en présence de 250ng d’ADNg extrait à partir de PBMC ou de splénocytes 

totaux ou triés auxquels 3,5x10
4
 copies de plasmide linéarisé ont été ajoutés. Les résultats 

montrent que la PS-DNase est capable de digérer au moins 2 logs soit 99% de la séquence 

plasmidique en présence d’ADNg (Figure 41 A, C). Concernant le génome de l’AAV 

recombinant, il est présent sous forme épisomale dans toutes les populations cellulaires 

étudiées : PBMC et splénocytes totaux ou triés. En effet, l’ajout de la PS-DNase n’entraine 

pas de dégradation de l’ADN provenant de l’AAVr. Par ailleurs, les formes circulaires sont 

détectables dès J7 post-injection dans les PBMC et persistent jusqu’à au moins 6 mois. Ces 
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épisomes sont également quantifiables à J60 post-injection dans les splénocytes et fractions 

enrichies à partir de ces cellules : les LT CD4, LT CD8 et monocytes (CD16) (Figure 41 B, 

D). Un contrôle interne a également été réalisé en ciblant la séquence endogène codant pour 

l’ε-globine. En présence de la PS-DNase, 99,5% de l’ADNg de macaque est éliminé (résultats 

non-présentés).  

Ces résultats montrent donc que le génome viral est détectable dans les PBMC jusqu’à 

au moins 6 mois post-injection sous forme d’épisomes circulaires majoritairement. Par 

ailleurs, cette méthode d’analyse parait plus sensible que notre analyse classique par PCR 

quantitative. En effet, avec cette dernière, nous ne pouvions mettre en évidence la présence de 

génome viral au-delà de 75 jours après l’injection. 

 

 

Figure 41 : Analyse des formes moléculaires du génome de l’AAV dans les PBMC et les splénocytes de 

primates. L’ADNg a été extrait à partir de PBMC et de splénocytes de primates injectés par voie LR avec un 

scAAV8-CMV-GFP (Mac 4 et 5). 3,5x10
4
 copies de plasmide linéarisé ont été ajoutés (A,C) ou non (B, D) à 

250 ng d’ADNg et digérés à la PS-DNase. Le nombre de copies de plasmide linéarisé et de génome viral a été 

déterminé par qPCR ciblant une séquence du plasmide ou du génome viral.  
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En résumé : 

 Le vecteur AAV de sérotype 8 est capable de transduire les cellules du système 

immunitaire dans un modèle de primate in vivo. 

 Son génome se présente principalement sous forme d’épisomes circulaires dans 

ces cellules.  

 Le vecteur AAV de sérotype 8 est capable de transduire les DC in vivo chez le 

primate après une administration par voie LR ou IM confirmant ainsi les 

résultats obtenus chez la souris. 
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IV. Discussion 

 

A l’heure actuelle, de nombreuses études montrent qu’en l’absence d’une réponse 

immunitaire, le transfert de gène à l’aide d’AAVr permet une expression à long terme du 

transgène (Flotte et al. 2011 ; Nathwani et al. 2011 ; Bennett et al. 2012). Parmi les voies 

d’administration possibles, la voie IM est rapidement apparue comme une voie de choix pour 

le transfert de gène car elle est facilement accessible et présente des applications pour le 

traitement de maladies musculaires mais également de maladies métaboliques. Cependant, 

lors de la translation de protocoles de thérapie génique chez le rongeur vers des modèles de 

gros animaux, cette voie s’est révélée immunogène notamment vis-à-vis du transgène (R W 

Herzog et al. 2001; Favre et al. 2002; Ross et al. 2006; Mendell et al. 2010a; Flotte et al. 

2011). A l’inverse, la voie LR a montré une meilleure efficacité de transduction des muscles 

du membre injecté mais s’est surtout révélée moins immunogène dans des modèles de gros 

animaux (Toromanoff et al. 2010 ; Haurigot et al. 2010). Les mécanismes à l’origine du 

maintien de l’expression du transgène ou de son rejet restent encore mal élucidés. Il apparait 

cependant que la nature des interactions entre le vecteur AAV et le système immunitaire 

pourrait être déterminante dans le déclenchement d’une réponse. En effet, contrairement à la 

voie LR, la voie IM entraine une concentration de vecteur au site d’injection pouvant 

favoriser la transduction de cellules immunitaires par l’AAVr  in situ (Arruda et al. 2005 ; 

Toromanoff et al. 2010). Basée sur ces observations, cette thèse a eu pour objectif principal de 

comprendre en quoi la voie LR est moins immunogène que la voie IM en étudiant les 

interactions entre le vecteur AAV et les acteurs du système immunitaire après transfert de 

gène dans le muscle squelettique. 

Nous nous sommes, tout d’abord, focalisés sur ces interactions dans un modèle murin 

après une administration par voie IM d’un vecteur scAAV8 codant pour la protéine GFP. La 

biodistribution du vecteur après une administration par voie IM dans le tibial antérieur des 

souris a été analysée à l’échelle du génome viral et du transcrit. Les résultats ont montré la 

présence de génome viral et de transcrit entre 7 et 30 jours post-injection dans les ganglions 

lymphatiques inguinaux drainants et la rate. Ces résultats suggèrent donc que le vecteur viral 

et/ou des cellules transduites sont rapidement acheminés dans les organes lymphoïdes. 

Jusqu’ici, les études de biodistribution n’avaient analysé la présence de génome viral dans les 
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organes lymphoïdes secondaires qu’à des temps plus tardifs post-administration du vecteur : 

l’AAV8r était détectable dans les organes lymphoïdes à un mois chez la souris (Wang et al. 

2005) ou à plus d’un an post-injection chez le primate (Toromanoff et al. 2008). Or, dans 

notre étude, nous avons pu mettre en évidence que l’acheminement du vecteur est beaucoup 

plus précoce et même plus précoce que J7. En effet, dans une étude cinétique préliminaire que 

nous avons réalisée et consistant à injecter par voie IM des souris avec un vecteur scAAV8 

codant pour la GFP à une dose de 6x10
10

 vg (soit environ 3x10
12

 vg/kg), nous avons observé 

du génome viral dès 24 heures après administration dans les organes lymphoïdes. Il est à noter 

que l’analyse des transcrits n’a pas été exploitée dans cette étude car le promoteur utilisé ici 

(promoteur PGK) s’est avéré trop faible tout comme la dose de vecteur injecté. Il est 

cependant possible que cette biodistribution précoce du vecteur soit spécifique de l’AAV8r 

qui est décrit comme pouvant traverser les barrières endothéliales (Wang et al. 2005). Cette 

propriété lui permet ainsi une biodistribution diffuse in vivo après une administration locale 

(Toromanoff et al. 2008). En effet, dans une autre étude utilisant des vecteurs avec des 

capsides bioluminescentes chez la souris, l’AAV8r est retrouvé dans le foie dès cinq minutes 

après son administration par voie IM (A Asokan et al. 2008) 

Alors que du génome viral et du transcrit étaient détectés dans les organes lymphoïdes 

secondaires, l’étude de la présence de la protéine GFP par fluorescence directe a confirmé que 

les transcrits étaient traduits en protéine. En effet, ces tissus montrent la présence de protéine 

GFP dans les zones folliculaires. A ce jour, la transduction de cellules par l’AAVr dans la rate 

a déjà été décrite dans des modèles de primate (Wang et al. 2011) et de chien (Haurigot et al. 

2010), mais aucun de ces groupes n’a pu mettre en évidence les types cellulaires transduits. Et 

ce, probablement parce que le nombre des cellules transduites reste assez faible. D’autres 

études ont conclu à une transduction des DC après administration d’AAVr in vivo mais de 

façon indirecte, en utilisant des vecteurs régulés avec des séquences cibles de miRNA 142. En 

effet, dans ces études, l’utilisation de séquences miR142-3p permet de prévenir la réponse 

immune dirigée contre le transgène (Boisgerault et al. 2013 ; Majowicz et al. 2013). Dans 

notre étude, nous avons pu montrer que ce signal GFP colocalise avec les cellules LB, les LT 

et même les DC mais en très faible nombre 

Afin de confirmer que le signal GFP détecté était bien dû à une transduction des 

cellules et non pas à une capture de la protéine GFP par endocytose, nous avons recherché les 

génomes viraux et les transcrits du transgène dans des fractions cellulaires enrichies en DC à 
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partir de splénocytes totaux. Les génomes viraux étaient détectés au même titre que les 

transcrits dans les DC, mais également dans les LT. Bien que les résultats obtenus 

proviennent de fractions enrichies en DC à partir de splénocytes provenant d’un pool des rates 

prélevées (n=6), ils ont été reproduits chez les différents groupes de souris euthanasiées à J7, 

J15 et J30 post-injection. Le point J15 a même été réalisé deux fois avec deux productions de 

vecteurs différentes. Concernant les transcrits, la technique de RT-PCR quantitative seule n’a 

pas été suffisamment sensible pour leur détection. Il a donc fallu réaliser un Southern Blot 

après une RT-PCR, ce qui confirme de nouveau que la transduction des DC est assez faible. Il 

peut s’agir soit d’évènements rares exprimant fortement le génome viral soit, au contraire, 

d’un grand nombre de cellules l’exprimant faiblement. Il semblerait cependant que l’injection 

par voie IM n’entraine pas une transduction massive des DC compte-tenu de la rareté des 

évènements observés dans notre étude et l’absence de données dans la littérature concernant 

ce sujet. Rappelons tout de même qu’un faible nombre de cellules dendritiques est capable 

d’induire une réponse immunitaire (Banchereau et Steinman 1998). Nos résultats confirment 

tout de même les études réalisées in vitro montrant la capacité des AAVr à transduire les DC 

dérivées de monocytes (Aldrich et al. 2006 ; Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009). 

Il semblerait donc que l’initiation d’une réponse immune envers le produit du 

transgène après une injection par voie IM d’un AAVr de sérotype 8 puisse être induite par la 

transduction de DC et une présentation directe des antigènes. Il reste néanmoins à savoir si la 

transduction des DC est associée aux signaux nécessaires à l’activation des lymphocytes T et 

la génération d’une réponse effectrice. Une étude récente suggère que non (Mays et al. 2013). 

En effet, dans cette étude, l’utilisation de l’AAVr de sérotype 8 semble induire une tolérance 

vis-à-vis du transgène contrairement à un vecteur AAV2/rh32.33. Dans cette étude, les DC 

ont été récupérées à partir de ganglions lymphatiques poplités et inguinaux et de rates après 

une injection par voie IM. Ces cellules ne semblent pas surexprimer les marqueurs 

d’activation tels que le CMH II, CD80/86 ou CD40 contrairement au sérotype AAV2/rh32.33. 

En accord avec l’étude de L Vandenberghe (Vandenberghe et al. 2006), ces résultats 

suggèrent que les interactions entre les DC et l’AAVr varient en fonction du sérotype utilisé et 

que cela a un impact direct sur l’initiation d’une réponse immune. 

Enfin, nous avons montré que les vecteurs ssAAV8 sont également capables de 

transduire les DC in vivo. En effet, bien que l’analyse par immunohistochimie n’ait pas 

permis de montrer une transduction directe des DC, nous avons montré une transduction de 



156 

 

ces cellules à l’échelle moléculaire à travers la détection de génomes viraux et de transcrits. 

Ces résultats sont en désaccord avec de précédentes études décrivant une inefficacité des 

vecteurs ssAAV à transduire efficacement les DC à cause de l’étape dite « limitante » de 

conversion de l’ADN simple brin en double brin dans ces cellules (Veron et al. 2009 ; Aldrich 

et al. 2006).  

En dehors de la présentation des antigènes issus du transgène par les DC transduites, 

on ne peut pas exclure pour autant le déclenchement d’une réponse immunitaire par la voie de 

la cross-présentation jusque-là admise. Les dernières données concernant ce sujet vont 

d’ailleurs dans ce sens puisque récemment des études ont montré que l’insertion de séquences 

cibles du mir142-3p, spécifique des cellules hématopoïétiques (Brown et al. 2007), dans un 

vecteur AAV de sérotype 1 permet de prévenir le rejet du produit du transgène après une 

injection par voie IM chez de souris saines (Majowicz et al. 2013 ; Boisgerault et al. 2013). 

En revanche, la même stratégie ne semble pas efficace dans un tissu inflammatoire comme 

décrit dans les myopathies (Boisgerault et al. 2013). En effet, la séquence cible du mir142-3p 

n’empêche pas le rejet du produit du transgène chez des souris déficientes en α-sarcoglycanes 

mais le retarde seulement. Cette observation renforce l’hypothèse que la cross-présentation 

est également à l’origine de l’initiation de la réponse immune, au moins dans un contexte 

musculaire inflammatoire.  

Nos résultats, couplés à la littérature, nous orientent donc vers deux phénomènes 

capables de déclencher une réponse immune contre le produit du transgène suite à une 

administration du vecteur par voie IM : la transduction directe d’APC professionnelles et/ou 

la cross-présentation. 

 

La deuxième problématique de cette thèse était de confirmer le caractère moins 

immunogène de la voie LR comparée à la voie IM et de comprendre quels étaient les 

mécanismes permettant le maintien de l’expression du transgène à long terme. Pour cela, nous 

avons choisi de travailler dans un modèle cliniquement pertinent : le primate. De plus, nous 

nous sommes placés dans un contexte considéré comme immunogène. En effet, nous avons 

choisi d’injecter un vecteur scAAV décrit comme plus immunogène que les vecteurs ssAAV 

(Martino et al. 2011 ; T. Wu et al. 2011) codant pour la protéine GFP décrite elle aussi comme 

fortement immunogène chez le primate (Wang et al. 2010). Enfin, comme l’initiation d’une 

réponse immune peut être dépendante de la dose du vecteur, nous avons injecté une forte dose 
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d’AAVr au regard des essais cliniques (Flotte et al. 2011 ; Nathwani et al. 2011 ; Gaudet et al. 

2013). 

Ainsi, en accord avec les études précédentes (Toromanoff et al. 2010 ; Arruda et al. 

2010), l’étude de la biodistribution du vecteur ainsi que l’expression de la protéine GFP dans 

les muscles a montré qu’une injection par voie LR permettait une expression à long terme du 

transgène, contrairement à la voie IM. La protéine GFP a été détectée aussi bien dans le 

membre injecté que dans les muscles à distance que ce soit avec un promoteur CMV (jusqu’à 

au moins un an) ou un promoteur desmine (jusqu’à au moins J90 dans ce groupe). Ces 

observations sont assez surprenantes du fait de la forte immunogénicité de la GFP chez le 

macaque puisqu’elle est généralement rejetée entre un et trois mois après administration du 

vecteur (Wang L et al. 2010 ; Moreau et al. 2009 et données non-publiées). Par ailleurs, nos 

résultats étaient en accord avec la détection de génomes viraux et de transcrits. Cette analyse 

de la biodistribution du vecteur a cependant montré, chez tous les primates, quelques 

disparités en matière de profil d’expression et de nombre de copies au cours de l’étude 

cinétique réalisée à l’aide de biopsies chirurgicales de muscle. La petite taille des biopsies 

pourrait induire un biais et être responsable au moins en partie de ces disparités de 

transduction. En effet, la transduction de muscle par administration locorégionale d’AAVr 

n’est pas uniforme au sein des muscles du membre perfusé (Toromanoff et al. 2008), voire 

même au niveau d’un même muscle car la répartition du vecteur dans le muscle dépend de la 

géographie de l’arbre vasculaire qui est variable d’un individu à un autre. Lors des biopsies, la 

taille de l’échantillon prélevé est de l’ordre de 0,25 mm², laissant pour chaque analyse 

(moléculaire ou histologique), un échantillon de 0,1mm². On remarque à juste titre que les 

disparités de transduction sont atténuées à l’autopsie où le prélèvement post-mortem est 

beaucoup plus conséquent et où les analyses peuvent être réalisées sur différentes sections du 

muscle. Par ailleurs, les disparités de transduction musculaire observées lors de l’étude 

cinétique pourraient être dues à la détection de vecteur non-décapsidé encore présent dans les 

biopsies précoces (J7 et J30 post-injection). En effet, alors que le nombre de copies en vg/dg 

dans les muscles à l’autopsie ou dans les biopsies tardives est comparable d’un groupe à 

l’autre, ce n’est pas le cas pour les biopsies réalisées à des temps précoces. Pour toutes ces 

raisons, seules les biopsies à long terme et les prélèvements à l’autopsie ont été exploités.  

Cependant, malgré une forte expression de la protéine GFP aussi bien dans les muscles 

perfusés que dans les muscles à distance, nous avons observé un phénomène inattendu 
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uniquement chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP. En effet, ces trois 

primates ont montré des lésions localisées de type ischémique dans le membre perfusé. Pour 

un des trois primates, il n’y a eu aucune manifestation clinique, seulement des cicatrices de 

lésions ischémiques observées à J90. Un deuxième primate a, quant à lui, présenté une 

induration de la zone poplitée à J30. Une exérèse a permis à cet animal de continuer le 

protocole. Par contre, le dernier primate du groupe a montré des signes cliniques beaucoup 

plus prononcés. En effet, il montrait une induration des muscles fléchisseurs du membre 

inférieur perfusé et a dû être euthanasié à un mois post-injection. Ce primate a développé une 

vascularite. Les analyses ont montré que ce primate présentait des lésions musculaires de type 

ischémique dans la zone où le cathéter a été posé, secondaire à une vascularite. Le lien avec 

une possible toxicité de la protéine GFP dans le muscle a été écarté car les muscles à distance 

de la zone du cathéter exprimaient la protéine sans induire de nécrose. Ce phénomène n’a pas 

été décrit chez le primate injecté par voie IM ni chez les primates injectés par voie LR avec le 

vecteur scAAV8-Des-GFP. Une des hypothèses est que le promoteur CMV, contrairement au 

promoteur desmine, a permis l’expression de la GFP dans les cellules endothéliales des parois 

vasculaires. Cette expression s’est révélée toxique uniquement dans ces cellules (et pas dans 

le muscle), résultant en des lésions vasculaires localisées au niveau de la zone d’injection. Par 

ailleurs, la voie d’administration couplée à l’utilisation du sérotype 8 a pu favoriser la 

transduction de ces cellules. Ces hypothèses restent cependant à confirmer en analysant par 

fluorescence directe ou immunohistochimie l’expression de la GFP dans la paroi des 

vaisseaux. 

Contrairement aux primates injectés par voie LR, le primate injecté par voie IM a, 

quant à lui, montré une perte d’expression du transgène à l’échelle du transcrit et de la 

protéine dans le muscle injecté prélevé à l’autopsie. Du génome viral était pourtant encore 

détecté à ces temps tardifs. Par ailleurs, chez ce primate, la protéine était détectée dans les 

muscles à distance du site d’injection également à long terme (résultats non présentés). Le fait 

de détecter du génome viral mais plus de transcrit ni de protéine dans le muscle injecté 

suggère que la perte d’expression de la protéine GFP dans les fibres musculaires n’est pas 

exclusivement due à la destruction de ces cellules par le système immunitaire comme cela a 

été admis jusque là. En effet, une régulation épigénétique de l’expression du transgène 

pourrait également être responsable de la perte de l’expression du transgène. Un phénomène 

de régulation de l’expression du génome viral avait déjà été évoqué dans d’autres modèles. En 

effet, il a été décrit dans un modèle murin de transfert de gène à l’aide d’un vecteur 
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adénoviral, que l’induction d’une réponse innée induisant la production d’IFN de type I 

pouvait entrainer des modifications épigénétiques à l’origine d’une extinction de l’expression 

du transgène (Suzuki et al. 2013). L’analyse des signaux inflammatoires induits in situ chez le 

primate injecté par voie IM et la caractérisation des infiltrats musculaires au site d’injection 

viennent donc renforcer cette hypothèse. En effet, il semblerait qu’un plus grand nombre de 

gènes impliqués dans la réponse inflammatoire soit exprimé dans le muscle injecté de ce 

primate par rapport aux primates injectés par voie LR. De plus, la caractérisation des infiltrats 

cellulaires dans ce même muscle révèle l’absence de LT CD8, confirmant ainsi l’absence de 

cytotoxicité conventionnelle. Ces résultats restent cependant à confirmer avec l’analyse de la 

présence de complexes d’attaque membranaire ou encore de cellules NK.  

Dans notre modèle, la voie LR a permis une expression à long terme du transgène. 

Cependant, contrairement aux études précédentes (Toromanoff et at. 2010 ; Haurigot et al. 

2010), l’analyse de la réponse immune a montré la présence d’une réponse humorale et 

cellulaire vis-à-vis du produit du transgène. En effet, des anticorps de type IgG dirigés contre 

la GFP ont été détectés dans le sérum de chacun des animaux après l’injection du vecteur. Par 

ailleurs, l’analyse de la réponse cellulaire a montré que les primates injectés par voie LR ont 

des LT qui, une fois restimulés, sécrètent de l’IFNγ par l’intermédiaire des LT CD8 mais pas 

d’IL2 ni d’IL10 (5/6 primates). Par contre, le primate injecté par voie IM présente une 

réponse IFNγ médiée par les LT CD4 et les LT CD8 et une réponse IL2 médiée par les LT 

CD4. Contrairement au profil cytokinique obtenu chez les primates injectés par voie LR (5/6 

primates), celui obtenu chez le primate injecté en IM suggère la présence d’une réponse de 

type Th1. Cela reste cependant à confirmer par l’analyse de cytokines supplémentaires 

comme le TNFα et par l’analyse des sous-types d’IgG impliquées dans la réponse humorale. 

Le fait de détecter de la protéine à long terme malgré la présence d’une réponse IFNγ 

peut s’expliquer par le fait que cette cytokine, bien qu’habituellement décrite dans les 

réponses cytotoxiques, peut être impliquée dans des phénomènes de tolérance comme cela a 

été montré dans le cadre de protocoles de transplantation dans des modèles murins (Sawitzki 

et al. 2005 ; Hill et al. 2011). L’IFNγ peut également induire la surexpression de marqueurs 

sur les cellules T impliqués dans l’initiation d’une tolérance tels que PD1 (Programmed cell 

death), mais aussi dans l’inhibition d’une réponse cytotoxique médiée par les LT CD8 (Calbo 

et al. 2008). L’IL2 est, quant à elle, décrite pour permettre la survie et la prolifération des 

lymphocytes. Dans un contexte d’infection par le VIH chez l’Homme, son absence peut 
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empêcher la prolifération de LT CD8 et donc être synonyme de l’absence d’une réponse 

effectrice (Zimmerli et al. 2005 ; Migueles et al. 2002 ; Kaech, Wherry, et Ahmed 2002). 

Ainsi, le profil cytokinique observé chez les primates LR suggère la présence de LT 

anergiques. En effet, les LT anergiques peuvent produire de l’IFNγ après la rencontre avec 

l’APC chargée en antigène sans produire d’IL2 et peu d’IL10 (Carlin et al. 2005). Cette 

tolérance passive médiée par un phénomène d’anergie a d’ailleurs déjà été évoquée 

précédemment dans des études de transfert de gène à l’aide d’AAVr pour expliquer le 

maintien de l’expression du transgène en absence de LT tolérogènes proprement dits comme 

les T régulateurs (Kelly et al. 2009 ; Mays et al. 2013). Nos résultats soulignent par ailleurs 

l’importance d’étudier plusieurs cytokines pour caractériser la réponse cellulaire. 

En plus de la réponse immune, des infiltrats de cellules mononuclées ont été détectés 

dans les membres injectés des primates injectés par voie LR sans nécrose musculaire 

adjacente. Ces infiltrats étaient caractérisés par la présence de LT CD4 et de LB mais pas de 

LT CD8 ce qui va dans le sens d’une anergie comme discuté ci-dessus. Par ailleurs, chez les 

primates injectés par voie LR, la détection de cellules positives pour le marqueur Foxp3 

couplée à la présence de LT CD4 dans le membre injecté indiquent la présence de Treg 

infiltrés. En effet, Foxp3 est décrit comme un marqueur de ces cellules (Ramsdell 2003 ; Hori, 

Nomura, et Sakaguchi 2003). Ces données suggèrent donc un possible mécanisme de 

tolérance active en plus de l’anergie. Néanmoins, s’il s’avère que ces cellules sont bien des 

Treg, aucune indication ne nous permet cependant d’affirmer s’ils sont spécifiques de la 

capside ou du produit du transgène. Pour apporter des éléments de réponse, il faudrait 

analyser la présence de capsides virales dans le membre injecté à long terme. Ces résultats 

seraient alors en accord avec ceux observés chez des patients traités par voie IM avec un 

vecteur AAV1 pour leur déficit en AAT. En effet, ces patients montraient un maintien de 

l’expression du transgène associé à la présence de Treg infiltrés dans le muscle injecté 

caractérisés par les marqueurs CD4 et CD25 (Mueller et al. 2013). Dans cette étude, les 

auteurs suggèrent que les Treg sont spécifiques de la capside puisque celles-ci sont encore 

détectées à un an post-injection in situ.  

De manière surprenante, les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP 

semblaient présenter moins d’infiltrats que le groupe CMV lors d’une analyse préliminaire 

(uniquement à J90 post-injection pour le moment). Ces primates étaient cependant similaires 

aux primates injectés par voie LR avec le promoteur CMV en matière de réponse immune 
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humorale et cellulaire. Le promoteur et le profil d’expression de la protéine GFP ailleurs que 

dans le muscle pourraient donc avoir un effet sur la réponse in situ. De plus, le niveau 

d’expression de la GFP dans le muscle pourrait être déterminant puisqu’il s’est avéré (comme 

attendu) beaucoup plus faible avec le promoteur desmine en comparaison du CMV. 

Cependant, ces résultats devront être confirmés par une analyse plus poussée de l’ensemble 

des muscles du membre perfusé, notamment à plus long terme lors de l’autopsie future des 

animaux. 

 

L’analyse de l’expression de la GFP nous a permis de montrer que la voie LR permet 

une expression à long terme d’une protéine immunogène dans un modèle de primate. Pour 

comprendre en quoi cette voie est moins immunogène que la voie IM, nous nous sommes 

intéressés aux interactions entre le vecteur et les organes pouvant avoir un rôle dans la 

modulation de la réponse immune comme le foie ou les organes lymphoïdes secondaires. 

Comme la réponse immune (immunogène ou tolérogène) est étroitement liée à 

l’environnement cytokinique, nous nous sommes donc également intéressés aux signaux 

inflammatoires délivrés in situ. 

Comme cela a été montré dans des modèles murins et canins (Mingozzi et al. 2003, 

Mount et al. 2002), le transfert de gène dans le foie peut induire une tolérance vis-à-vis du 

produit du transgène. Nous nous sommes donc intéressés à la biodistribution du vecteur dans 

cet organe à l’échelle du génome viral et du transcrit. Nos résultats montrent que du génome 

viral est retrouvé dans le foie quelle que soit la voie d’administration du vecteur. Par contre, 

aucune différence n’a été observée concernant la quantité relative de transcrit dans cet organe 

entre les primates injectés par voie LR et le primate injecté par voie IM. Il semblerait donc 

que, dans notre modèle, le foie ne soit pas la clé du mécanisme. Néanmoins, ces observations 

restent à confirmer par une analyse plus poussée comprenant l’étude de l’expression de la 

protéine GFP dans le foie et son analyse lésionnelle. 

Concernant la biodistribution du vecteur dans les ganglions lymphatiques inguinaux 

drainants et controlatéraux, nous avons montré que du génome viral était présent dans ces 

organes dès 7 jours après injection quel que soit le mode d’administration. Les ganglions non-

drainants montrent un faible nombre de copies de génome viral et cette quantité est 

comparable d’un groupe à l’autre. Par contre, dans le ganglion drainant, le nombre de copie 

était compris entre 0,2 et 20 vg/dg chez les primates LR contre 100 vg/dg chez le primate IM. 
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Cela suggère que le drainage du vecteur ou de cellules transduites est plus important après une 

injection IM. Un drainage massif de vecteur pourrait entrainer l’induction de signaux 

inflammatoires importants et peut-être expliquer en quoi la voie LR est moins immunogène. 

De plus, cette différence en nombre de copie est toujours observée à l’euthanasie entre la voie 

LR et l’IM. Ce constat présente cependant une faiblesse : la différence de drainage du vecteur 

est basée sur l’observation de résultats incluant un seul primate IM. Compte-tenu de la 

variabilité interindividuelle, nous ne pouvons pas exclure que ce primate puisse être une 

exception. C’est pourquoi nous avons confirmé nos résultats en analysant les ganglions 

inguinaux drainants de primates injectés par voie LR (n=2) ou IM (n=2) avec un AAV8 

appartenant à un autre protocole (Toromanoff et al. 2008). Les primates avaient reçu une dose 

de 5x10
12 

vg/kg et les ganglions avaient été prélevés à trois mois post-injection. Les résultats 

montrent également la même tendance chez un primate injecté par voie IM alors que le 

deuxième était comparable aux deux primates injectés par voie LR. Il est à noter qu’il serait 

intéressant de faire la même étude dans les ganglions lymphatiques poplités qui pourraient 

être plus drainants pour une des deux voies, avant de pouvoir conclure sur la différence de 

drainage de vecteur entre une injection IM et une administration LR. Concernant la quantité 

relative de transcrit, elle est comparable entre les primates injectés avec le vecteur scAAV8-

CMV-GFP que ce soit par voie LR ou IM. Nous n’avons par contre pas détecté de transcrit 

chez les primates injectés avec le vecteur scAAV8-Des-GFP confirmant ainsi la restriction du 

promoteur desmine à s’exprimer dans le muscle. 

Comme dans l’étude consacrée à la voie IM chez la souris, en plus de l’analyse de la 

transduction des organes lymphoïdes secondaires, nous nous sommes intéressés à la 

transduction des cellules de l’immunité. Pour cela, nous avons étudié les interactions entre le 

vecteur AAV et les différentes populations cellulaires présentes dans les PBMC et dans la rate 

dans notre modèle de primate. Précédemment, les études réalisées chez le primate et chez 

l’Homme ont montré la capacité de l’AAV sauvage mais aussi du vecteur à transduire les 

PBMC (Grossman et al. 1992 ; Hernandez et al. 1999 ; Favre et al. 2001 ; Toromanoff et al. 

2008 ; Manno et al. 2006). Néanmoins, ces analyses s’arrêtaient en général à la détection des 

génomes viraux dans les PBMC totaux. Nous nous sommes donc intéressés, cette fois, aux 

interactions entre le vecteur AAV et les différentes populations cellulaires présentes dans les 

PBMC et dans la rate. 
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Nos résultats montrent que ces cellules collectées à différents temps post-injection 

présentent toutes du génome viral en quantité plus ou moins importante. Par ailleurs, le 

génome de l’AAVr semble persister sous forme épisomale circulaire dans ces populations. 

L’analyse plus poussée de l’expression de la GFP dans les PBMC par cytométrie en flux a 

montré un pic d’expression de la protéine à J30 post-injection chez les primates injectés par 

voie LR avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP. Compte-tenu du faible nombre de copie de 

génomes viraux détectés dans les fractions cellulaires, il est possible que le signal GFP détecté 

dans cette population ne provienne pas seulement de la transduction mais aussi de la capture 

de la protéine par les cellules. L’analyse de la présence de transcrit nous donnera des 

indications sur la transduction et l’expression du transgène dans ces cellules. L’hypothèse de 

la capture n’est cependant pas à exclure car ce sont les cellules capables de phagocytose qui 

présentent un signal important en GFP : les DC, les monocytes et les LB. Par ailleurs, le fait 

que le signal GFP disparaisse à J45 post-injection peut être dû à une prolifération des cellules 

positives et/ou à une dilution des génomes viraux présents sous forme épisomale. En effet, 

l’analyse plus poussée de la population présentant du signal GFP à J30 post-injection a 

montré que ces cellules GFP+ prolifèrent plus que les cellules GFP-. Parmi les cellules GFP+ 

qui prolifèrent, nous avons observé une majorité de monocytes (50 à 80%) chez les primates 

injectés par voie LR. Il serait donc intéressant d’étudier plus en détails le phénotype de ces 

cellules. Il est décrit que les monocytes se différencient en macrophages de deux types : M1 

ou M2. En présence d’IFNγ et d’IL12, les macrophages se présentent sous la forme M1 et 

interagissent avec les LT Th1 alors qu’en présence d’IL4 et d’IL10, les macrophages ont un 

phénotype M2 et interagissent avec les LT Th2 ou encore les Treg (Biswas et Mantovani 

2010). Ce phénotype peut changer en fonction de l’environnement cytokinique (Stout et al. 

2005). Il serait donc intéressant d’étudier le phénotype des monocytes présentant du signal 

GFP dans notre contexte en analysant d’une part l’expression des marqueurs CD16 et CD163, 

caractéristiques d’un phénotype M2 (Buechler et al. 2000) et d’autre part l’expression des 

marqueurs CD86 et HLA-DR qui révèleraient la présence de M1 (Kigerl et al. 2009). Un 

marquage intracellulaire ciblant les cytokines telles que l’IL10 ou l’IL12 pourra également 

être réalisé au même titre que l’analyse de l’expression de PDL-1 à la surface des monocytes. 

En effet, nous avons vu précédemment que ce ligand peut être impliqué dans des phénomènes 

de tolérance.  

Il est important de noter que contrairement à un promoteur ubiquitaire, les primates 

injectés par voie LR avec un vecteur comprenant le promoteur desmine ne présentent pas 
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cette expression de la GFP à J30. Ceci montre que le promoteur desmine ne fuit pas dans le 

système hématopoïétique, ce qui confère un avantage d’un point de vue de l’innocuité. En 

revanche, l’absence de signal de la protéine GFP dans ces cellules pourrait être mise en 

relation avec le profil d’expression de la GFP dans les membres perfusés : les primates 

injectés avec le vecteur desmine présentent une expression de la GFP localisée et en plus 

faible quantité dans les fibres musculaires alors que les primates injectés avec le promoteur 

CMV, toujours par voie LR, présentent une expression de la GFP dans les fibres musculaires 

mais à priori aussi dans les parois des vaisseaux. Cette localisation peut peut-être favoriser la 

capture de protéine par les cellules circulantes. Un certain nombre d’analyses 

complémentaires permettra de trancher sur la question comme par exemple la quantification 

des transcrits dans les PBMC. 

Bien que la mise en évidence d’un phénotype régulateur des cellules immunitaires 

puisse renseigner sur l’induction de tolérance vis-à-vis du transgène, il est possible que 

d’autres facteurs interviennent. C’est pourquoi, nous nous sommes également intéressés aux 

signaux inflammatoires pouvant être induits suite à l’administration du vecteur.  

Dans la plupart des études, les signaux inflammatoires sont mesurés en analysant la 

présence de cytokines et de chimiokines dans le plasma dans les jours suivants l’injection. 

Dans notre étude, nous n’avons pas observé d’augmentation notable de cytokines ou de 

chimiokines dans le plasma des primates injectés par voie LR aussi bien avec le promoteur 

CMV qu’avec le promoteur desmine dans les 30 jours suivants l’injection. Seul le primate 

injecté par voie IM a montré une tendance à l’augmentation de la concentration en IL8 et en 

TNFα dans son plasma entre 7 et 30 jours. Ces molécules sont décrites comme des myokine et 

cytokine inflammatoires respectivement (Pedersen 2011; Bradley 2008). Ces signaux sont 

cependant non-spécifiques et peuvent être attribués au stress engendré par la procédure 

d’injection (Haurigot et al. 2010).  

C’est pourquoi, nous avons analysé la présence de signaux inflammatoires in situ : 

dans le membre injecté et dans le ganglion lymphatique drainant. En effet, nous avons 

observé que le drainage du vecteur pourrait être plus faible après une administration par voie 

LR qu’après une IM, au moins dans les ganglions lymphatiques inguinaux du côté injecté. 

Nous avons donc mesuré l’impact de cette différence sur l’expression de gènes impliqués 

dans la réponse inflammatoire à l’échelle du transcrit sept jours après l’injection. Chez les 

primates injectés avec le vecteur scAAV8-CMV-GFP, il semblerait que certains gènes codant 
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pour des chimiokines et leurs récepteurs soient surexprimés quelle que soit la voie 

d’administration. Par contre, chez les primates injectés par voie LR avec le vecteur scAAV8-

Des-GFP, aucun de ces gènes n’est surexprimé (2/3 primates). Il semblerait donc que ce soit 

l’expression de la protéine GFP dans ces tissus qui déclenchent une augmentation de ces 

signaux. En effet, la présence de transcrit de génome viral n’a pas été mise en évidence avec 

le promoteur desmine contrairement au promoteur CMV. Les signaux inflammatoires délivrés 

dans le ganglion lymphatique drainant ne semblent donc pas expliquer à eux seuls la 

différence entre les deux voies d’administration LR et IM. 

Suite à ces observations dans le ganglion lymphatique drainant, nous avons voulu 

étudié la présence de ces mêmes signaux dans les membres injectés qui sont les premiers 

tissus exposés lors de l’injection du vecteur. Il est décrit que l’augmentation du niveau de 

transcrits de chimiokines après une infection virale, est observée entre 7 et 10 jours (Wareing 

et al. 2004; Power et al. 2001; Wareing et al. 2007). Le pic d’expression des gènes correspond 

généralement au moment où les infiltrats sont détectés. Pour ces analyses, nous nous sommes 

donc placés à J30 post-injection car c’est là qu’étaient détectés les infiltrats chez le primate 

injecté par voie IM. Les résultats montrent qu’un plus grand nombre de gènes semble 

surexprimé chez le primate injecté par voie IM. Une analyse plus poussée des gènes en 

question est actuellement en cours pour déterminer l’impact des signaux inflammatoires in 

situ sur la perte de l’expression du transgène après transfert de gène par voie IM, 

contrairement à la voie LR. 

En conclusion, toute cette étude renforce l’idée que l’AAVr interagit rapidement et 

fortement avec le système immunitaire de l’hôte. Et ce, quel que soit le mode d’administration 

du vecteur. Cependant, nos résultats suggèrent que, contrairement à la voie IM, la voie LR 

permet d’induire une tolérance vis-à-vis du produit du transgène et que cette tolérance semble 

médiée par un phénomène d’anergie. En effet, la voie LR induit des signaux inflammatoires 

mais ceux-ci ne sont pas suffisants pour déclencher une réponse immune délétère vis-à-vis du 

produit du transgène. Par ailleurs, nous soulignons l’importance, d’un point de vue 

immunologique, de l’utilisation de promoteurs spécifiques de tissus aux dépends de 

promoteurs ubiquitaires. 
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V. Conclusion générale et perspectives 

 

Cette thèse a permis de fournir des données nouvelles concernant l’immunologie du 

transfert de gène à l’aide d’AAVr dans le muscle (Figure 42). Nous avons ainsi apporté des 

éléments de compréhension concernant d’une part l’initiation d’une réponse immunitaire 

dirigée contre le produit du transgène après une injection par voie IM et d’autre part le 

caractère moins immunogène de la voie LR.  

Dans un modèle de souris C57/Bl6, nous avons mis en évidence une biodistribution 

précoce du vecteur AAV de sérotype 8 dans les organes lymphoïdes secondaires après une 

injection par voie IM. En effet, du génome viral était détecté dès 7 jours après injection. Cette 

étude de biodistribution nous a également permis de mettre en évidence, pour la première fois 

de manière directe, la transduction de DC in vivo. Ces résultats suggèrent donc la possibilité 

d’induire une réponse immune par un mécanisme de présentation directe de l’antigène aux 

lymphocytes en plus du mécanisme de cross-présentation déjà décrit. Une étude publiée 

récemment utilisant des séquences cibles du miR142, exprimé dans les cellules 

hématopoïétiques, dans le génome du vecteur appuie l’hypothèse que les deux mécanismes 

seraient impliquées dans la réponse immune dirigée contre le produit du transgène 

(Boisgerault et al. 2013).  

Alors que les modèles murins nous donnent des indications concernant les 

mécanismes de déclenchement de la réponse immune, ils ne sont pas idéaux pour mimer ce 

qui passera chez le patient. En effet, les modèles murins ont souvent servi pour les preuves de 

concept pour le transfert de gène mais ce sont souvent révélés non-prédictifs de ce qui allait se 

passer chez l’Homme, notamment en terme de réaction du système immunitaire (Mingozzi et 

al. 2007a; Mingozzi et al. 2009). Bien que ce modèle ne soit pas le modèle idéal, il apparait 

pourtant comme une étape clé dans le développement de stratégie de transfert de gène et 

comme primordial pour les études mécanistiques. En effet, c’est ainsi que les groupes ont pu 

étudier le profil de transduction des différents sérotypes de l’AAV ou encore le rôle du 

protéasome dans la dégradation de la capside (C. Li et al. 2013). C’est grâce à l’utilisation de 

souris KO, que l’implication de la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans la réponse innée 

envers l’AAV a été démontrée (Zhang et al. 2012; Sudres et al. 2012). Même si ce n’est pas 
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un modèle de référence en matière d’immunogénicité pour le transfert de gène à l’aide 

d’AAV, il nous permet de mieux comprendre la biologie du vecteur et ainsi d’avancer pour 

améliorer les protocoles de transfert de gènes. 

Dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans l’absence de rejet du 

produit du transgène après une administration par voie LR, nous avons voulu nous placer dans 

un contexte plus pertinent d’un point de vue clinique. C’est donc naturellement que nous nous 

sommes tournés vers un modèle de gros animal : le primate. En effet, c’est dans les modèles 

de gros animaux que les limites liées à la réponse immune après transfert de gène sont 

apparues (Favre et al. 2002; Ross et al. 2006; R W Herzog et al. 2001). Ainsi, dans ce modèle, 

nous avons pu confirmer que même en présence d’une protéine immunogène, la voie LR 

permet une expression à long terme du transgène malgré l’initiation d’une réponse immune à 

la fois humorale et cellulaire. Les signaux inflammatoires délivrés dans le ganglion 

lymphatique drainant et dans le membre injecté ne semblent donc pas suffisants pour induire 

une réponse immune délétère. Au contraire, il semblerait que nous soyons en présence d’un 

phénomène d’anergie. De plus, ces observations appuient le fait que la détection d’anticorps 

de type IgG ou la sécrétion de cytokines décrites comme inflammatoires comme l’IFNγ ne 

sont pas forcément synonyme d’une réponse immune destructrice. De manière à confirmer 

que nous sommes bien en présence d’un phénomène d’anergie, le phénotype des cellules 

impliquées dans la réponse immune dirigée contre le produit du transgène reste à caractériser. 

Dans cette thèse, nous avons pu voir que les PBMC pouvaient être transduits in vivo par 

l’AAV dans un modèle de primate. Il reste à identifier les marqueurs exprimés à la surface des 

cellules présentant du signal GFP mais également à la surface des cellules répondant à 

l’antigène.  

Par ailleurs, les différents facteurs influençant le déclenchement d’une réponse 

immune tels que la dose, l’état pathologique du tissu, le sérotype ou encore le promoteur ne 

semblent pas entrer en compte avec ce mode d’administration. En effet, les études 

s’intéressant à la voie LR ont montré que l’utilisation que ce soit i) d’un vecteur AAV2 

codant pour le FIX canin sous contrôle du promoteur CMV à des doses allant de 1x10
12

 à    

8,5 x10
12

 vg/kg chez des chiens hémophiles (Haurigot et al. 2010), ii) de vecteurs AAV1 ou 

AAV8 codant pour le LEA29Y sous contrôle du promoteur desmine à une dose de 5x10
12

 

vg/kg chez le primate (Toromanoff et al. 2010) ou iii) d’un vecteur AAV8  utilisant des AAV 

codant pour des ARN antisens sous contrôle du promoteur U7 à des doses allant de 2,5x10
12

 à 
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2,5x10
13

 vg/kg chez des chiens GRMD (Le Guiner et al. manuscrit en préparation) 

n’entrainait pas de rejet du produit du transgène. 

Cette voie d’administration apparait donc aujourd’hui comme prometteuse pour un 

transfert en clinique pour le traitement de patients. En effet, en plus de cibler un membre 

entier plutôt qu’un muscle donné après une administration IM, elle permet de s’affranchir 

d’une réponse dirigée contre le produit du transgène. Jusqu’ici, cette réponse n’avait pas posé 

de problème dans les essais cliniques mais des études récentes chez des patients atteints de la 

DMD ont montré qu’ils pouvaient présenter une réponse dirigée contre la dystrophine 

(Mendell et al. 2010a). L’injection du vecteur par voie LR chez ces patients pourrait alors 

permettre d’empêcher cette réponse immune. D’ailleurs, de plus en plus d’équipes, travaillant 

sur les dystrophies musculaires, envisagent ou utilisent déjà cette approche. 

Enfin, bien que dans notre modèle nous ayons détecté une réponse humorale dirigée 

contre la capside du vecteur quels que soient la voie d’administration et le promoteur utilisés, 

nous ne savons pas quel impact cette voie peut avoir sur l’initiation d’une réponse dirigée 

contre la capside et la réactivation de cellules mémoires préexistantes, paramètre qui s’est 

pourtant révélé limitant lors du transfert des protocoles de thérapie génique du gros animal à 

l’Homme (Mingozzi et al. 2007a; Mingozzi et al. 2009). La présence de Treg infiltrés s’ils 

sont couplés à la présence de capside de l’AAV8r, dans notre modèle, peut nous faire penser à 

un phénomène de tolérance vis-à-vis de la capside mais aucun test n’a été réalisé pour 

déterminer leur spécificité. A ce jour, nous ne disposons pas de modèle permettant de prédire 

si la voie LR permet réellement de s’affranchir d’une réponse anti-capside délétère comme 

celle décrite dans l’essai clinique sur les patients hémophiles (Mingozzi et al. 2007). En effet, 

bien que le primate soit un hôte naturel de l’AAV, la présence d’une réponse cellulaire pré-

existante contre l’AAV et son impact sur l’efficacité du transfert de gène n’ont pas été 

montrés. Chez l’Homme, l’utilisation de traitement immunosuppresseur est présentée comme 

une alternative préventive. L’administration de ce type de traitement de manière transitoire ou 

ponctuelle semble permettre de s’affranchir d’une réponse dirigée contre la capside chez 

l’Homme et permet de maintenir l’expression du transgène à long terme (Nathwani, 

Tuddenham, et al. 2011). Ces traitements immunosuppresseurs augmentent cependant le 

risque d’infections opportunistes. D’autres stratégies sont donc actuellement à l’étude pour 

moduler la réponse dirigée contre la capside. Des protocoles utilisant des Tregitopes 

(contraction de Treg et d’épitope), épitopes dérivés d’IgG stimulant l’expansion de Treg, sont 
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actuellement en cours de développement (De Groot et al. 2008; Cousens et al. 2013). Dans le 

cadre d’une réponse contre la capside de l’AAV2, ces outils ont montré leur capacité à 

diminuer la réponse cytotoxique médiée par les LT CD8 et à induire l’expansion d’une 

population de Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ spécifiques de l’épitope de la capside (Hui et al. 

2013).  

En conclusion, la voie LR apparait donc aujourd’hui comme une voie prometteuse 

pour le transfert de gène dans le muscle. Néanmoins, seule la transposition de cette voie dans 

des protocoles cliniques pourra nous dire si elle permet de s’affranchir de la réponse immune 

dirigée contre la capside et/ou le produit du transgène chez les patients et réellement permettre 

un transfert de gène efficace à long terme. 
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Figure 42 : Immunologie du transfert de gène dans le muscle squelettique. A) L’injection d’un vecteur 

scAAV8 par voie IM entraine une transduction des cellules musculaires et induit des signaux inflammatoires in 

situ. Le vecteur et/ou les cellules transduites sont drainés de manière importante dans le ganglion lymphatique le 

plus proche où des signaux inflammatoires sont également induits. Des DC sont transduites permettant ainsi la 

présentation directe de l’antigène aux LT. Ces DC peuvent également capter des antigènes dérivés du transgène 

exprimé par les fibres musculaires, on parle alors de cross-présentation. Ces deux mécanismes activent les LT et 

aboutissent à la perte d’expression du transgène. B) L’injection d’un vecteur scAAV8 par voie LR entraine une 

transduction des cellules musculaires et induit des signaux inflammatoires moins important in situ qu’après une 

administration par voie IM. Le vecteur et/ou les cellules transduites sont drainés de manière modérée dans le 

ganglion lymphatique le plus proche où des signaux inflammatoires sont induits si le transgène est exprimé (en 

fonction du promoteur). Les signaux inflammatoires peu ou pas présents ont un impact sur les DC transduites 

susceptibles de présenter l’antigène dérivé du transgène. Ces DC ne présentent pas les signaux nécessaires pour 

déclencher une réponse T délétère, cela aboutit à l’induction de LT anergiques et/ou régulateurs et à une 

expression à long terme du transgène. 
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Les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAVr) sont des outils de choix pour la thérapie génique. En 

absence d’une réponse immune, ils permettent une expression à long terme du transgène s’ils sont administrés en 

intramusculaire (IM). Néanmoins, cette voie ne permet pas de cibler un nombre suffisant de muscles pour le 

traitement de myopathies et est souvent associée à une réponse immune envers le produit du transgène. Cette 

immunotoxicité pourrait-être due à une concentration du vecteur in situ, résultant en une interaction rapide et 

importante du vecteur avec le système immunitaire de l’hôte, comme nous l’avons confirmé chez la souris. La 

voie locorégionale (LR), qui consiste à injecter le vecteur par voie intraveineuse sous pression dans un membre 

isolé, apparait aujourd’hui comme une alternative attractive. Elle permet de transduire efficacement les muscles 

du membre injecté, sans induire de rejet du produit du transgène. Pour confirmer ces observations ainsi 

qu’évaluer l’impact du type de promoteur sur l’immunotoxicité de la voie LR, des primates ont été injectés avec 

un vecteur codant pour une protéine immunogène  sous le contrôle d’un promoteur ubiquitaire ou alors 

spécifique du muscle. Nos résultats montrent que, quel que soit le promoteur, la voie LR permet une expression à 

long terme du transgène immunogène dans le muscle malgré la survenue d’une réponse immune spécifique. 

Contrairement à la voie IM, la voie LR ne semble pas entrainer de signaux inflammatoires in situ suffisants pour 

induire une réponse immune délétère envers le transgène. Cette voie apparait donc comme prometteuse pour le 

traitement de myopathies par thérapie génique à l’aide d’AAVr. 

Mots-clés : vecteur AAV, transfert de gène, muscle, voie d’administration, réponse immune, organes 

lymphoïdes, signaux inflammatoires 

 

 

Adeno-associated viral (AAV) vectors are promising tools for gene therapy. In the absence of any immune 

response, a single intramuscular (IM) injection can result in long-term transgene expression. However, this mode 

of delivery is not able to target large skeletal muscle territories and is often associated to the immune rejection of 

the transgene product in large animal models. This immunotoxicity could be explained by an in situ vector 

concentration resulting in early and strong interactions between the vector and the host immune system, as we 

confirmed in a mouse model. As an alternative, locoregional (LR) mode of delivery could be an attractive 

alternative. It consists in an isolated limb perfusion under pressure. LR was shown to allow the transduction of 

large skeletal muscle areas in the injected limb and without inducing transgene rejection. To confirm these 

observations, and in order to evaluate the impact of the promoter type on vector-associated immunotoxicity,  

non-human primates were injected with an AAV vector encoding an immunogenic protein under the control of 

either the ubiquitous CMV or the desmin muscle-specific promoters. Our results show that, whatever the 

promoter used, LR route leads to persisting transgene expression in the muscle despite a specific immune 

response. In contrast to IM delivery, LR route seems to result in insufficient in situ inflammatory signals to 

induce immune transgene rejection. In conclusion, LR mode of administration nowadays appears promising for 

AAV-based gene therapy of myopathies. 

Keywords: AAV vector, gene transfer, muscle, administration route, immune response, lymphoid organs, 

inflammatory signals 




