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PCR polymerase chain reaction

PD1 programned cell death 1

pDC cellule dendritique plasmacytoide
PDGFR platelet-derived growth factor receptor
PD-L1 programmed cell death ligand 1

PGK phosphoglycérate kinase

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate

PNRE endosome de recyclage

PRR pattern Recognition Receptor
PS-Dnase plasmid-safe DNase

qPCR polymerase chain reaction quantitative
RBE Rep binding element

RE réticulum endoplasmique

RL récepteur a la laminine

RQ guantité relative

RT reverse trancription

RT-PCR reverse-transcription PCR

rtTA reverse tetracycline transactivator
ScAAV AAV self-complementary

SFC spot forming colony

siRNA ARN interférence

SMA amyotrophie spinale

ssAAV single-stranded AAV

TAP transporter associated with antigen processing
™M lymphocyte T de la mémoire centrale
TCR recepteur des lymphocytes T

TEFF lymphocyte T effecteur

TEM lymphocyte T effecteur mémoire

TIR Toll/IL-1R homology

TLR toll-like receptor

TNFa tumor necrosis factor alpha

Treg lymphocyte T régulateur

TRIF TIR domain containing adapter inducing interferon B
trs terminal resolution site

vg génome viral

vg/dg génome viral/génome diploide

VIH virus de lI'immunodéficience humaine

ZFN zinc-finger nuclease






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 systeme nerveux central (Bosh et al. 2000). Une
seule administration d’un AAVr est capable d’induire une expression a long terme du
transgéne d’intérét sans pour autant que cela passe par un phénomeéne d’intégration dans le
génome. En effet, dans le cas d’un transfert de géne, le génome de I’AAVr persiste
majoritairement sous forme épisomale (Miao et al. 1998, Nowrousi et al. 2012), réduisant

ainsi le risque de mutagénese insertionnelle.

Par ailleurs, les AAVr ont longtemps été décrits comme faiblement immunogénes.
Pourtant, la translation des études depuis les modéles de rongeurs vers les modeles de gros
animaux et plus récemment le développement d’essais cliniques chez ’Homme a montré que
ces vecteurs pouvaient induire une réponse immune, qu’elle soit dirigée contre la capside
et/ou le produit du transgene. Ces réponses aboutissent méme dans certains cas a la perte

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

Concernant la réponse immune a I’encontre du produit du transgene, la voie
d’administration et/ou le tissu-cible semblent étre des facteurs déterminants. En effet,
concernant le muscle squelettique, le transfert de géne a 1’aide d’une injection intramusculaire
(IM) d’AAVr est souvent associ¢ a une réponse immune dirigée contre le produit du
transgéne dans des modéles de gros animaux (Herzog et al. 2001, Favre et al. 2002, Ross et al.
2006). A D’inverse, 1’administration d’AAVr par voie intraveineuse locorégionale (LR),
consistant & perfuser le vecteur sous pression dans un membre isolé a I’aide d’un garrot,
semble étre moins immunogéne vis—a-vis du transgene chez le primate (Toromanoff et al.
2010) et le chien (Haurigot et al. 2010).

Cette these a eu pour objectif d’étayer ces observations chez le primate en utilisant un
AAVr exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) dont I’immunogénicité est reconnue
chez le macaque. Contrairement a la voie IM ou I’expression de la GFP a été transitoire, la

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



des études précédentes. De fagon surprenante, le maintien de 1I’expression du transgéne a été
observé malgré la survenue de réponses immunes humorale et cellulaire spécifiques du
produit du transgene. Mes travaux ont plus particulierement visé a comprendre pourquoi la
voie LR n’a pas induit le rejet du transgéne. Pour cela, les réponses immunes humorale et
cellulaire ont été caractérisees, ainsi que les interactions entre I’AAVr et les organes
lymphoides. Une attention particuliére a été portée a 1’étude des signaux inflammatoires
induits in situ, dans le muscle et les organes lymphoides drainants. Enfin, 1’impact du
promoteur et de I’expression du transgeéne dans le systéme immunitaire, sur I’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 ¢léments de réponse quant a la faible
immunogénicité de la voie LR et soulignent I’importance de 1’utilisation de promoteurs
spécifiques de tissus au détriment de promoteurs ubiquitaires dans le cadre de protocoles de

transfert de gene.



. Introduction

A. Thérapie génique et vecteurs viraux

1. Définition

La thérapie génique est une stratégie thérapeutique qui consiste a introduire, dans une
cellule, un géne d’intérét 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 gene thérapeutique que ce soit dans
des cellules, des tissus ou des organes entiers. Ces vehicules sont appelés vecteurs, ils peuvent

étre 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 a altérer de maniére transitoire la membrane cellulaire
afin de transférer de I’ADN a I’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, & une augmentation de
I’expression du transgéne d’intérét mais sont souvent associées a des lésions au site
d’injection liées notamment au choc électrique induit pour faire entrer I’ADN dans les cellules
(Hartikka et al. 2001). Les vecteurs chimiques quant a eux regroupent les polymeres
cationiques et les liposomes qui entourent I’ADN d’intérét et facilitent I’entrée dans la cellule
(Balazs et Godbey 2011). Alors que les vecteurs non-viraux peuvent étre produits en large
quantité et posséde une capacité d’encapsidation importante, ils sont actuellement inefficaces
pour la thérapie génique. En effet, ils aboutissent dans la plupart des cas a une expression

transitoire du transgene (Coutelle et Williamson 1996 ; Romano 2007).



C’est pourquoi, les vecteurs dérives 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
derniere application, certains vecteurs viraux ont la propriété de maintenir I’expression d’un
transgene a long terme chez un individu soit sous forme intégrée (Bushman 2007) soit sous

forme épisomale (Nowrouzi et al. 2012).

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials q\ Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials \\*’\
ey
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Cancer diseases 64.4% (n=1186) e ;‘de""_v"“ljif % (f3;<§8)
@ Monogenic diseases 8.7% (n=161) etrovirus 19.7% (n=370)
S @ Naked/Plasmid DNA 18.3% (n=345)
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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 deuxiéme position
apres le traitement des cancers. B) Types de vecteurs utilisés dans le monde pour traiter ces maladies. Les
vecteurs viraux sont utilisés de maniére majoritaire devant les vecteurs non-viraux. Extrait de Ginn et al. 2013

Les vecteurs viraux sont derivés de virus sauvages et sont aujourd’hui utilisés dans
70% des essais cliniques chez I’'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 a eux plus souvent utilisés pour le
traitement des cancers. Chaque vecteur présente ses avantages et ses inconvénients et va étre

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

Le laboratoire INSERM UMRI089 ou j’ai effectu¢é ma these utilise plus
particulierement les vecteurs dérivés de I’AAV pour le développement de stratégies
thérapeutiques visant a traiter les maladies monogéniques de la rétine et neuromusculaires. Ce
vecteur présente I’avantage de pouvoir étre 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-héte, réduisant ainsi le risque de mutagéneése insertionnelle. Il posséde
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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 ou il faut apporter une copie
integre et compléte du géne. Des stratégies de trans-epissage entre deux géenomes viraux ont

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

Storm, et Kay 2000a).

Vecteur viral Rétrovirus Lentivirus Adénovirus  Adeno-associated virus
Génome ARN ARN AD’\t‘Jgg“b'e ADN simple brin
Capacité d'encapsidation 8 kb 8 kb 7a35kb 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 (Cle, [ Bl e (e, (EIERIES Cancer Maladies monogéniques
PP P P monogéniques monogéniques geniq
Nombre d’essais cliniques 375 62 437 99

recensés dans le monde en 2012

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

Le fait de transduire de nombreux types cellulaires va permettre a I’AAV de cibler
différents tissus tels que le muscle, le foie, I’eil ou encore le cerveau. Ce vecteur apparait

alors comme un outil de choix pour le transfert de gene 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 monogeniques, plusieurs stratégies s’articulent autour

de la thérapie genique. Tout d’abord, la thérapie génique peut permettre de remplacer la



fonction d’un geéne défectueux par I’apport d’une copie fonctionnelle du gene. 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 sévere combinée liée a I’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 I’ARN messager (ARNmM)
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 géne codant pour la dystrophine. Le principe du saut d’exon
est de rétablir un cadre de lecture correct donnant ainsi lieu a une protéine fonctionnelle. Cette
stratégie consiste a apporter directement ou a 1’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 a 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 (modele
de souris dystrophiques) qui aprés une administration unique d’un vecteur viral, codant pour
un ARN anti-sens (U7snRNA), ont présenté un maintien de 1’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 ’expertise des centres Genethon, Institut de Myologie et Atlantic
Gene Therapies (Figure 2). Cet essai pré-clinique a consisté a injecter un vecteur AAV
codant pour cet U7snRNA dans un modéle de chien GRMD (Golden Retriever Muscular
Dystrophy), modéle canin de la DMD, et a montré la restauration de I’expression de la
dystrophine a hauteur de 60-80% dans le membre injecté. Ce protocole est actuellement en
phase de transfert pour débuter un essai de phase I/11 d’ici 2015. Par ailleurs, un essai clinique
de phase | est actuellement en cours pour I’utilisation d’AON, cette fois, chez des patients
atteints d’amyotrophie spinale (SMA) (C.F. Bennett, communication ASGCT 2013) apres une
preuve de concept chez la souris et le primate (Passini et al. 2011). Une demande de brevet a

d’ailleurs recemment été déposée pour ce produit.



Une autre stratégie expérimentale vise a réduire le niveau d’expression d’une protéine
a ’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 systéeme permet de cibler de maniere spécifique un gene donné. La
preuve de concept a notamment été faite chez le rongeur dans des modéles de maladie
neurodégéneérative (Xia et al. 2004) mais également chez le primate pour le traitement de

maladies coronariennes (Zimmermann et al. 2006).

A
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Figure 2 : Stratégie de saut d’exon développée au laboratoire dans un modele spontané de chien GRMD
atteint de la myopathie de Duchenne. A) Une mutation dans le géne codant pour la dystrophine, au niveau du
site accepteur de 1’épissage de I’exon 6, est responsable d’un décalage dans le cadre de lecture. Cela entraine
I’apparition d’un codon stop prématuré qui aboutit a la production d’une protéine non fonctionnelle. B) Le saut
d’exon a I’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 étre produite. Extrait du rapport de M2 de Claire
Domenger.

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

maniére ciblée. L’approche de correction génique la plus développée a ce jour repose sur
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I’utilisation de zinc-finger nucléases (ZFN). Ce sont des enzymes de restriction synthétiques
qui contiennent des motifs de liaison a I’ADN en doigt de zinc liés & un domaine a activité
« nucléase » de I’enzyme de restriction Fokl. Chaque domaine de liaison a I’ADN reconnait 3
paires de bases (pb) dans ’ADN. Ces ZFN créent des cassures de I’ADN double brin qui
peuvent étre réparées soit par des mécanismes de recombinaison non-homologue, qui
résultera en la perte de I’information génétique, soit par des mécanismes de recombinaison
homologue utilisant une séquence d’ADN pour réparer ou modifier un locus donné. Cette
derniére apparait comme prometteuse pour la correction de mutation génétique a la fois in
vitro et plus récemment in vivo dans un modele de souris humanisées présentant une mutation

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

Au laboratoire INSERM UMR1089, ce sont plus particulierement les approches de
saut d’exons et de thérapie d’addition qui sont utilisées. Les séquences codantes sont amenées

a I’aide de vecteurs AAV.

B. Adeno-associated virus et vecteurs dérivés

De maniére a produire des vecteurs de thérapie génique sdrs, il apparait nécessaire
d’étudier la structure du génome du virus sauvage et de comprendre son cycle cellulaire. C’est
d’ailleurs gréace a la caractérisation des séquences requises en cis pour permettre 1’expression
du génome de ’AAV, sa réplication et son encapsidation qu’une méthodologie a pu étre

établie pour la production des AAVT.

1. Génomes de ’AAV sauvage et recombinant

a) AAV sauvage

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

Hammon, 1965) comme contaminant d’une préparation adénovirale. C’est un virus a ADN
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simple brin, non-enveloppé. Il appartient a 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 I’adénovirus (Atchison, Casto et Hammon, 1965), le virus de I’herpes (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, I’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 I’'un des virus les
plus petits (environ 20nm), sa capside est icosaedrique et sa structure crystallographique a été
décrite (Xie et al. 2002).

Le génome de I’AAV, de 4,7 kilobases (kb), est composé de deux génes rep et cap
flanqués par deux séquences ITR (Inverted Terminal Repeat) de 145 pb dont les 125
premiéres pb sont palindromiques et présentent une structure en épingle a cheveux (Lusby,
Fife, et Berns 1980) (Figure 3). Le génome de ’AAV peut se présenter sous forme de brin

«+»0U «-», encapsidés aussi efficacement I’un que 1’autre (Rose et al. 1969).

* 1 RBE'
C -G
c-G
A-T
B'é-cB
CcC -G
G C
G - C RBE
G -C A
C = GGCCTCAGTERAGCC CGAGCGCGCRGAGAGGGAGTGGCCAA-3" OH
T [RRRRERNI | FEPETEEEErp et ererrererent
G - CCGGAGTCALTCGCTCGCTCGCGCGRCTCTCCCTCACCGGTTGAGGTAGTGATCCCCAAGGA-5"P
cC -G
G-cC A t D
G -c trs
1 G -
C'._
C
-
G

bt
>

Figure 3 : Structure secondaire de ’ITR de ’AAV2. L’ITR sert d’origine de réplication et est composé de
deux bras palindromiques (B-B’ et C-C’) faisant eux-mémes partic d’un palindrome plus large (A-A’). Le
rectangle correspond a la partie RBE (Rep Binding Element) ou 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 a 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 ’interaction entre les protéines Rep
et 'ITR. Extrait de Gongalves 2005

L’AAV dispose de trois promoteurs pour réguler 1’expression de ses génes : p5, p19

qui régulent le gene rep et p40 qui régule le géne cap. Les deux génes rep et cap possedent
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plusieurs cadres de lecture : rep code pour 4 protéines impliquées dans la réplication de
I’AAV (Rep78, Rep68, Rep52 et Repd0), cap code pour les protéines de la capside
virale (VP1, VP2 et VP3) (Figure 4). Les protéines Rep78 et Rep68 jouent un rdle non
seulement dans la réplication de I’ADN viral grace a leurs interactions avec les séquences
RBE (Rep-Binding Element) et trs (terminal resolution site) situées dans les ITR (Figure 3)
mais également dans I’intégration et la régulation de la transcription de ’AAV. Ces deux
protéines peuvent avoir a la fois un réle de répresseur et d’activateur (Pereira, McCarty, et
Muzyczka 1997). Les protéines Rep52 et Rep40, quant a elles, possedent une activité hélicase
et ATPase (Collaco et al. 2003) (Smith et Kotin 1998) et jouent un réle dans la réplication et

I’encapsidation lors de I’assemblage du virus.

p5 pp19 p40 poly A
I—| reg | can H—I
B . — i

-| Reps52 I
WP

Figure 4 : Représentation schématique du génome de ’AAYV sauvage. Le génome de I’AAV est composé de
deux genes rep et cap flanqués par deux ITR. Il possede trois promoteurs : p5, p19 qui régulent le géne rep et
p40 qui régule le géne cap. rep code pour 4 protéines impliquées dans la réplication de ’AAV (Rep78, Rep68,
Rep52 et Rep40), cap code pour les protéines de la capside virale (VP1, VP2 et VVP3). Extrait de de Oliveira et
Fraefel 2010

b) AAV recombinant

Dans un souci de sécurité du transfert de géne, il apparait primordial d’éliminer les
éléments necessaires au cycle viral afin d’éviter la génération de particules compétentes pour

la réplication.

Dans le cadre de la production de vecteurs AAV, les génes rep et cap du génome sont
remplacés par la cassette d’expression d’intérét contenant classiqguement un promoteur, un
8



transgéne 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
I’AAV2 qui sont utilisés mais 1’utilisation d’ITR issus d’autres sérotypes est possible. Ces
séquences sont conservées entre les sérotypes et n’entrainent pas de modification dans

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

Alors qu’il est décrit que I’AAV sauvage reste sous forme latente en s’intégrant dans
le génome au niveau du site AAVS1 en I’absence de virus auxiliaire (Kotin, Linden, et Berns
1992 ; Hojun Li et al. 2011), il semblerait qu’utilisé en tant que vecteur, ’AAV perde sa
capacité d’intégration, persistant ainsi majoritairement sous forme épisomale. Cette hypothése
a notamment été vérifiée chez la souris (Miao et al. 1998 ; Schnepp et al. 2003) mais

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

ITR ITR

AAV sauvage —jl__| Rep | Cap l_—[l:

ITR l ITR
AAV recombinant —|—| promoteur | transgéne | polya |—L

Figure 5 : Schéma du génome de ’AAYV recombinant dérivé de ’AAV2 sauvage. Schéma du génome d’un
AAV recombinant. Les ITR sont les seules séquences virales conservées dans un vecteur AAV. Les genes rep et
cap ont été remplacés par une cassette d’expression contenant classiquement un promoteur, un géne
thérapeutique et un site de polyadénylation.

2. Sérotypes naturels et nouveaux variants synthétiques

A ce jour, I’AAV présente douze sérotypes (notés 1 a 12) et plus d’une centaine de
variants. Chaque sérotype presente un tropisme preférentiel 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).



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 tres 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 a partir de tissus humains mais a partir de tissus de primates. lls sont partis du
principe que I’homologie entre I'Homme et les primates non-humains était suffisamment forte
pour avoir des vecteurs issus de primates capables de transduire les mémes cellules chez
I’Homme (G.-P. Gao et al. 2002). De cette étude a émergeé la découverte des sérotypes 7 et 8
isolés chez le primate rhésus. Une étude beaucoup plus exhaustive a ensuite €té réalisée sur
108 individus (Homme et primates non-humains), le but premier étant de comprendre le
mécanisme de latence et de persistance de ’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 ’existence d hybrides

générés a partir de recombinaison in vivo (Figure 6).
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Figure 6 : Analyses phylogénétiques des sérotypes et variants de ’AAYV basées sur la séquence VP1. Les
ensembles A, B, C et F ont été isolés exclusivement chez I’Homme, I’ensemble D exclusivement chez le primate
et ’ensemble E a la fois chez ’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 ¢’était le sérotype historiquement identifié et
le mieux caractérisé. Grace a des études chez des modeles de petits et gros animaux, les essais
émergents font désormais souvent appel a 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 cceur, 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 systeme nerveux central serait quant a lui transduit de maniére
plus optimale par les AAV 9 et 10 et I’ceil par les sérotypes 1,4, 5, 7, 8 et 9 (Tableau 2). Pour
I’eeil, les différents sérotypes ne ciblent pas les mémes cellules. En effet, ’AAV4 est décrit
pour transduire préférentiellement les cellules de 1’épithélium pigmentaire de la rétine (Weber
et al. 2003) alors que I’AAVS5 va plutét cibler les photorécepteurs (Lotery et al. 2003; Petit et
al. 2012). Enfin, des sérotypes comme ’AAV9 et ’AAV10 apparaissent comme pertinents
pour cibler le systeme 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, ’AAV1 est aujourd’hui utilisé dans des essais
cliniques ciblant le muscle chez des patients atteints de déficit en al-antitrypsine (AAT)
(Brantly et al. 2009 ; Flotte et al. 2011) ou en LPL (Stroes et al. 2009). Ce dernier est méme le
premier médicament de thérapie génique a avoir regu une autorisation de mise sur le marché
(Yl&-Herttuala 2012). L’AAV de sérotype 6 apparait comme prometteur pour le traitement de
I’insuffisance cardiaque (Raake et al. 2013), ’AAVS est utilisé en clinique pour le traitement
de patients atteints d’hémophilie B (Nathwani, Tuddenham, et al. 2011) et enfin, ’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 a 1’optimisation de variants d’AAV. En effet, les capsides d’AAV sont modifiées
afin d’échapper a 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 a muter des motifs
Tyrosine a la surface de la capside (Zhong et al. 2008) ou a créer des capsides chimériques
entre deux sérotypes d’AAV (Bowles et al. 2012). C’est le cas par exemple de ’AAV2i8 qui
vise a réduire le tropisme dans le foie et augmenter la transduction des muscles cardiaques et

squelettiques (Asokan et al. 2010). A I’inverse, la modification peut avoir pour but d’adresser
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plus préférentiellement I’AAV dans un tissu tel que le foie comme c’est le cas pour
I’AAV2G9 (Shen et al. 2012).

Organe cible Sérotype optimal Références
W. Xiao et al. 1999; Chao et al. 2000 ; Gregorevic et

bl SEUE g 8 7 8 al. 2004 ; Zhong Wang et al. 2005,8
Zincarelli et al. 2010 ; Bish et al. 2012 ; Inagaki et al.
Ceeur 6,9
2006
Foie 8,9 Vandendriessche et al. 2007 ; Inagaki et al. 2006
Systéme 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
Eil 1,4,57,8,9 Lebherz et al. 2008 ; Weber et al. 2003

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des sérotypes d’AAVr utilisés en transfert de géne et décrits comme
optimaux pour un tissu donné.

3. Trafic intracellulaire

Pour infecter ou transduire efficacement une cellule, I’AAV doit passer par trois étapes
clés qui sonti) la liaison a la cellule et ’entrée, ii) le trafic intracellulaire jusqu’au noyau
cellulaire et iii) I’entrée dans le noyau. Afin d’identifier les mécanismes de transduction de
I’AAV, de nombreuses études ont été réalisées a partir d’AAV sauvages mais également a

partir d’AAV recombinants in vitro.

La premiére étape nécessaire a I’entrée de I’AAV dans la cellule est sa fixation aux
récepteurs et corécepteurs membranaires. Dans le cas de ’AAV2, le virus se lie au récepteur
protéoglycane a héparane sulfate (Summerford et Samulski 1998) et est internalisé grace aux
corécepteurs. Plusieurs corécepteurs ont été identifies a ce jour: [Dintégrine ofs
(Summerford, Bartlett, et Samulski 1999) et les récepteurs FGFR | (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 ’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
FGFR I (fibroblast growth Summerford et Samulski
factor de type 1) 1998; Qing et al. 1999;
AAV?2 Protéoglycane a héparane sulfate Intégrine a,Ps Summerford, Bartlett, et
Samulski 1999; Akache
récepteur a la laminine (RL) et al. 2006
AAV4 Acide sialique O-lié non identifié Kaludov et al. 2001
- L PDGFR (Platelet-derived Kaludov et al. 2001 ; Di
AAVS Acide sialique N-li€ growth factor receptor) Pasquale et al. 2003
AAV6G Acide sialique N-lié EGFR (epidermal growth Z. \Wu et al. 2006; Weller
Protéoglycane a héparane sulfate ~ 18Ctor receptor) etal. 2010
AAVS non identifié récepteur a la laminine (RL) Akache et al. 2006
AAV9 Galactose récepteur a la laminine (RL) HIGETE GiLel, 2000 § s

etal. 2011

Tableau 3 : Récapitulatif des récepteurs et corécepteurs identifiés pour les différents sérotypes de ’AAV.
D’apres Asokan, Schaffer, et Samulski 2012

Une fois fixé a la cellule, ’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 I’AAV, cette étape est relativement rapide puisqu’elle durerait
entre 30 et 60 minutes (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000).

Les cellules possédent plusieurs mécanismes d’invagination tels que 1’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 ’AAV dans la cellule est un
sujet est assez controversé. Il semblerait que la voie d’entrée de I’AAV2 soit majoritairement
un mécanisme d’endocytose médiée par la clathrine (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000) bien
que récemment Nonnenmacher et Weber suggérent que I’endocytose de I’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 1’adressage du virus au noyau. En effet, ce processus va
permettre un changement de conformation de la capside, nécessaire a I’efficacité de

transduction (Sonntag et al. 2006 ; Nam et al. 2011). L’AAYV échappe ensuite aux endosomes
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et se place de maniére périnucléaire avant de pénétrer dans le noyau possiblement a travers le
pore nucléaire. L’étape de transfert du génome viral n’est pas encore clairement définie.
Differentes études suggérent qu’il y aurait une translocation des particules dans le noyau
avant le relargage de I’ADN (Bartlett, Wilcher, et Samulski 2000; Johnson et Samulski 2009)
(Figure 7).
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Figure 7 : Modélisation de ’entrée et du trafic intracellulaire de ’AAYV. Apreés sa liaison aux récepteurs et
corécepteurs, I’AAV entre dans la cellule par macropinocytose (MP) ou par endocytose médiée par 1’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 apres 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 a I’AAV d’échapper aux endosomes ou au Golgi et de pénétrer dans le noyau par
I’intermédiaire du pore nucléaire (NPC). Le génome viral est ensuite relargué dans le noyau. D’aprées 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 transgene soient exprimeées, il est nécessaire que, une fois arrivé dans le noyau de
la cellule, I’ADN simple brin soit converti en ADN double brin. Cette étape de conversion de
I’ADN simple brin en double brin ou I’appariement de deux ADN simple brin apparait

comme assez controversée. Le génome de I’AAV possede toutes les séquences nécessaires a
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cette conversion : les ITR servent d’amorces pour une ADN polymérase cellulaire aprés la
décapsidation du génome viral dans la cellule-h6te. L’efficacité de transduction des cellules
est, par ailleurs, augmentée en présence de virus auxiliaire ou d’agents génotoxiques. Cette
augmentation correle avec I’augmentation de la formation de duplex d’ADN a partir du virion
a genome simple brin (Alexander, Russell, et Miller 1994). Afin de déterminer quelles
séquences des virus auxiliaires sont impliquées et indispensables a la réplication de I’AAV,
un panel de mutations a été réalisé dans le génome de 1’adénovirus. Les résultats suggerent
que la synthese du brin complémentaire du génome de I’AAV est activée en présence de la
région E4 de I’adénovirus, qu’elle soit apportée par le virus ou par une séquence plasmidique
(Ferrari et al. 1996). En I’absence de cette séquence, la synthése du brin complémentaire

serait moins efficace et aboutirait & une baisse de I’efficacité de transduction des vecteurs

AAYV in vitro.

Alors que I’étape de synthése du brin complémentaire du génome semble étre une
étape critique dans I’efficacité de transduction, une étude suggere que I’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 a I’assemblage des
deux brins, plus qu’a la synthése 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 synthése 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 géne, cette étape de conversion ou d’alignement de
séquences pourrait donc étre limitante et aboutir a une baisse de I’efficacité de transduction.
C’est pourquoi, les vecteurs AAV a 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 a I’observation de la capacité des AAV
a encapsider deux copies de genome 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 I’AAV est
supérieure a la moitié, seule une copie sera encapsidée. Par contre, si la taille est inférieure a

la moitié, des séquences dimériques pourront étre encapsidées (Hirata et Russell 2000).
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Sur la base de cette observation, les premiers vecteurs sSCAAV ont été produits avec
des cassettes d’expression qui faisaient la moitié de la taille du génome de I’AAV sauvage de
maniére a encapsider deux molécules capables de s’apparier. Ces vecteurs SCAAV ainsi
produits ont montré une augmentation de ’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 trés efficaces
puisque méme les inhibiteurs de la réplication de I’ADN n’affectent pas 1’efficacité de

transduction contrairement a ce qui est observe pour les sSAAV.

Aprés avoir étudié la taille optimale du génome pour étre encapsidé efficacement,
MccCarty et al. publie en 2003 une étude proposant une méthode pour produire directement
des sCAAV plutbt que d’avoir des populations mélangées de monomeres génomiques (D M
McCarty et al. 2003). Cette méthode est basée sur le cycle de réplication de ’AAV et sa
capacité a générer des formes réplicatives de haut poids moléculaire. Elle consiste a introduire
une mutation dans 1’un des deux ITR : la délétion de la séquence trs nécessaire a la coupure
de I’ADN viral en fin de réplication pour séparer les monomeres de génome. La séquence du
vecteur présente alors un ITR sauvage et un ITR mutant. La réplication débute a partir de
I’ITR sauvage jusqu’a I’ITR mutant qui ne contient pas de signal de terminaison et continue,
jusqu’a répliquer la totalité du génome en se servant du brin opposé en tant que matrice. A
I’issue de 1’étape de réplication, le produit présente donc I’I'TR muté au milieu de son génome
et un ITR sauvage a chaque extrémité. La mutation dans I’ITR permet alors une encapsidation
prédominante de dimeres genomiques 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 transgene plus rapide dans le muscle, le foie et
également le cerveau dans des modeles murins (Z Wang et al. 2003 ; D M McCarty et al.
2003).

Bien que ce type de vecteur ne soit pas applicable a 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 transgene plus rapide, ce qui pourrait permettre de diminuer les
doses injectées comparé a 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 a des patients atteints
d’hémophilie B et montre une persistance de I’expression du transgéne a des doses

thérapeutiques (Nathwani, Tuddenham, et al. 2011).
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Figure 8 : Cycle de réplication de PAAV et formation des génomes dimériques pour la production de
SCAAV. Le virus & ADN simple brin entre dans le noyau la cellule ou il est converti en ADN double brin grace
aux ITR qui servent de matrice 2 ’ADN polymérase. (1) Cette conversion est réalisée grace a la fixation de
I’ADN polymérase sur I’ITR 3°. (2) Le duplex ITR se replie en configuration d’épingle a cheveux pour former
une nouvelle amorce pour la synthése de I’ADN (3). La protéine Rep vient se lier a I’ITR (4). Rep induit une
coupure au niveau du site trs induisant une seconde synthése d’ADN pour synthétiser la fin de I’ITR (5). Les
deux molécules se séparent et peuvent servir de matrice comme en étape 3 (6). Le monomére d’ADN simple brin
peut étre encapsidé. (7) des formes dimériques peuvent étre 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 ’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 synthése d’ADN pour synthétiser la fin de I'ITR. Les
deux molécules se séparent et peuvent servir de matrice comme en étape 3 (8). Le dimére d’ADN peut étre
encapsidé (9) D’aprés D M McCarty 2008
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5. Méthodes de production des AAV recombinants

Aujourd’hui, les AAV recombinants sont le plus géneralement générés apres
transfection transitoire de cellules avec un plasmide vecteur contenant la cassette d’expression
entourée des ITR et un autre plasmide qui apporte les génes rep et cap en trans. Les génes du
virus auxiliaire nécessaires pour la réplication et 1’assemblage de I’AAV sont aussi apportés
en trans. Le fait d’apporter ces séquences a 1’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 a produire. En effet, les premiers essais
concernaient des modeles de petits animaux puis de gros animaux. Désormais, I’AAV
recombinant est utilisé dans des essais cliniques chez I’'Homme. Les quantités de vecteurs
nécessaires ont été grandissantes d’un modéle a I’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) I’utilisation de lignées cellulaires
productrices stables (Toublanc et al. 2004) ou encore ii) le systeme de production en cellules
d’insectes SF9 infectées par un baculovirus contenant les séquences auxiliaires nécessaires a
la réplication (Urabe, Ding, et Kotin 2002). Ce dernier est aujourd’hui en pleine expansion et
permet une production a grande échelle (en bioréacteur de 200 litres). Cette méthode permet,
par ailleurs, la production de vecteurs qui semblent tout a fait comparable d’un point de vue
physique et biologique a ceux produits par transfection transitoire (Urabe, Ding, et Kotin
2002 ; Cecchini, Virag, et Kotin 2011). Néanmoins, a ce jour, aucune comparaison d’un point
de vue de I’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 a améliorer. En effet, lors de la production de
vecteurs, des séquences procaryotes peuvent étre 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 a I’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, 1’identification de nombreux sérotypes,
I’encapsidation d’un génome double brin de I’AAVr ou encore I’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 1’utilisation de ce vecteur chez I’Homme : la

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

C. AAVrecombinant et réponse immune

L’immunité est définie comme un mécanisme ayant pour but de défendre I’organisme
contre tout élément étranger, qu’il s’agisse de bactéries, de virus ou de parasites. Il existe
deux types d’immunité : ’'immunité innée précoce et non-spécifique et I’immunité adaptative
plus tardive mais spécifique qui donne lieu a un phénomene de mémoire immunologique.
Pour maintenir cette défense vis-a-vis des agents infectieux, 1’organisme possede des tissus
dits organes lymphoides qui ont pour but soit d’induire la différenciation des cellules
immunitaires, on parlera d’organes lymphoides primaires, soit d’initier une réponse a

I’encontre d’un agent pathogeéne, on parlera alors d’organes lymphoides secondaires.

L’AAVr a souvent été décrit comme peu immunogene comparé a des vecteurs comme
I’adénovirus (Suzuki et al. 2013). Les hypotheses avancées étaient que I’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’antigénes (APC) (Jooss et al. 1998). Ce

dernier dogme a rapidement evolué suite a des études de transduction in vitro de cellules
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dendritiques (DC) dérivées de monocytes murins ou humains a I’aide d’AAV de sérotype 1,
2, 5 et 6 (Aldrich et al. 2006 ; Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009).

Aujourd’hui, ’AAVr est utilisé dans de nombreux essais cliniques ciblant le muscle,
la rétine ou encore le foie. Alors qu’il permet une expression du transgene a long terme dans
des mod¢les murins, la translation dans des mod¢les de gros animaux puis chez ’Homme a
montré que I’AAVT peut se révéler immunogeéne. En effet, une réponse immune dirigée contre
la capside du vecteur et/ou le produit du transgéne peut aboutir & une inefficacité du transfert
de gene. Cette reponse semble cependant dépendre du tissu ciblé. En effet, la rétine semble
étre 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 transgéne, 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 premieres heures de
I’infection. Cette réponse est initiée par la reconnaissance de motifs exprimés a la surface des
pathogenes. Ces motifs dénommés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern) sont
reconnus par les PRR (Pattern Recognition Receptor). lls peuvent reconnaitre a 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 a la surface des cellules, ceux
reconnaissant les acides nucléiques vont plutét se trouver a 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).
Apres la liaison a 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 ). Ce recrutement va déclencher une
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cascade de signalisation qui aboutira & I’activation de facteurs de transcription: IRF
(interferon regulatory factor) ou NFkB (nuclear factor kB) a 1’origine de la production

d’interférons (IFN) de type | 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 a I’expression de chimiokines
inflammatoires a 1’échelle de I’ARNm apres injection par voie intraveineuse (IV) chez la
souris d’'un AAVr comparé a un vecteur adénoviral. Cette étude a montré que, bien que
I’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 des une heure post-injection, était détectable a

six heures et disparaissait au bout de 24 heures (Zaiss et al. 2002).
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Figure 9 : Voies de signalisation induites par les TLR. Une fois liés & leur ligand, les TLR recrutent des
molécules adaptatrices : MyD88 ou TRIF. La cascade de signalisation déclenchée aboutit a 1’activation de
facteurs de transcription : IRF qui va déclencher I’expression d’IFN de type I ou NFkB qui va déclencher
I’expression de cytokines pro-inflammatoires. Extrait de Hensley et Amalfitano 2007

Pour mieux comprendre les mécanismes a 1’origine de cette induction de réponse
innée, des souris knock-out (KO) pour des genes 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 ’AAVTr (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
I’AAVr. Cette réponse pouvait étre mediee par les interférons de type | sécrétés par les
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et non par les DC dites conventionnelles (cDC)

(Zhu, Huang, et Yang 2009) ou par la sécrétion d’interleukine 6 (IL6), d’IL1B, de MCP1
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(monocyte chemoattractant protein-1) et de MIP2 (macrophage inflammatory protein-2),
cytokines et chimiokines impliquées dans la phase aigiie de I’inflammation, au site d’injection
(Faust et al. 2013). De plus, ces résultats suggerent de maniére indirecte que les AAVr sont
capables de transduire les DC in vivo. En effet, le TLR9 est décrit comme un récepteur se
trouvant a 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 a 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 TLRO sont surexprimés. Le niveau d’expression du TLR9 a donc été étudié chez la souris,
apres transfert de géne 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 transgéne (Martino et al. 2011). Cela est probablement dd au fait que
les signaux inflammatoires sont delivrés au moment ou seuls les antigénes de la capside sont
présents. Le produit du transgéne ne sera exposé qu’apres la décapsidation du génome viral et
sa transcription. L’hypothése de cette étude pouvant expliquer cette réponse inflammatoire
plus importante apres transfert de géne a 1’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 a une
diminution du nombre de CMH Il (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 transgene.

Enfin, il semblerait que le TLR9 ne soit pas le seul TLR impliqué dans la réponse
innée induite par les vecteurs AAV. En effet, aprés transfert de gene dans le foie de souris,
des cytokines pro-inflammatoires peuvent étre 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 ’AAV en tant que PAMPs.
L’implication du TLR2 entraine alors une activation de la voie de signalisation NFkB
(Jayandharan et al. 2011; Hosel et al. 2011) (Figure 10).
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Figure 10 : Activation de la réponse immune innée aprés transfert de géne a l’aide d’AAVr. Le TLR2
exprimé a la surface des cellules de Kuppfer reconnait le vecteur viral, le TLR9 exprimé a la surface des
endosomes dans les cellules dendritiques plasmacytoides reconnait quant a lui I’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 1.

Alors que les TLR semblent impliqués dans la réponse innée contre I’AAVr, le
systeme du complément, autre composant de la réponse innée, semble également étre un
élément important dans sa régulation. Le systeme du complément est composé de trois voies :
la voie alterne, la voie classique et la voie des lectines. Le déclenchement de ces voies différe
en matiére de protéines impliquées dans la liaison au pathogene mais toutes trois aboutissent a
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 a la
formation de la C5 convertase. Celle-ci méne aux étapes finales de 1’activation du systeme du
complément entrainant ainsi la formation du complexe d’attaque membranaire. Une étude a
montré que la capside de I’AAV2r était capable d’interagir in vitro avec le systeme 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 I’activation du complément. En effet, le
facteur H se lie au composant C3b et permet ainsi le recrutement du facteur | capable de cliver
le C3b en iC3b, un fragment inactif. Leur présence entrainerait donc I’incapacité du vecteur a
activer la voie alterne. Néanmoins, la liaison de I’AAVr a d’autres composants de la protéine
C3 (C3 et C3b) suggére que le vecteur peut étre opsonisé et entrainer 1’activation des

macrophages par la voie classique. De plus, ’interaction entre I’AAVr et le systéeme du

23



complément semble agir sur la régulation de la réponse humorale dirigée contre I’AAVr
puisqu’elle parait diminuée dans un modéle de souris KO pour la protéine C3 (A. K. Zaiss et
al. 2008). Ces données couplées au réle joué par la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans
I’initiation de la réponse humorale dirigée contre la capside de I’AAV1 chez la souris (Sudres

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

Bien que ces modéles murins aident a comprendre les facteurs et les mécanismes
impliqués dans la réponse innée dirigée contre I’AAVr, ils présentent des limites (Hosel et al.
2011). D’une part, parce que les compositions des PRR différent entre les rongeurs et
I’Homme et d’autre part, parce que ces études n’utilisent pas toutes le méme modele. 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 I’implication de la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans la réponse
innée anti-AAVr. Un intérét est donc porté au développement de stratégies permettant de

bloquer cette voie de signalisation.

2. Immunité adaptative

L’injection d’AAVr dans des modeles de gros animaux et plus récemment chez
I’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 transgéne. Ainsi, ces
réponses se sont avérées problématiques en matiere d’efficacité¢ du transfert de gene a long
terme. C’est d’ailleurs parce que ces réponses ont été observées que les recherches sur

I’immunogénicité de I’AAVr ont été initiées.

L’initiation de la réponse adaptative se déroule en trois étapes: i) la capture des
antigenes et leur présentation aux lymphocytes, ii) 1’activation des lymphocytes et iii) la
differenciation en cellules effectrices ou cellules mémoires qui sont les médiateurs des

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

Les antigénes sont capturés par des APC et drainés dans les organes lymphoides
secondaires : les ganglions lymphatiques et la rate. Parmi les cellules présentatrices
d’antigénes 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 possedent plusieurs rdles dans le contr6le de la réponse immune adaptative :
elles peuvent étre i) des sentinelles pour optimiser la capture d’antigénes in situ, ii) des
initiateurs de la réponse immune par I’interaction les LB ou les LT ou iii) des initiateurs de la

tolérance.

Les DC sont retrouvees a I’état immature dans tout ’organisme : les organes non-
lymphoides, le sang, les vaisseaux afférents de la lymphe ou encore les tissus lymphoides. A
I’¢état basal, elles n’expriment pas de signaux nécessaires a I’activation des lymphocytes. Les
DC sont capables de capter des antigénes ou de cliver des motifs pour donner naissance a des
peptides. Les antigenes solubles qui se trouvent dans la lymphe sont captés par les DC des
ganglions lymphatiques alors que les antigénes qui se trouvent dans le sang sont captés par les
DC de la rate. Suite a la rencontre avec le pathogéne, les DC maturent et augmentent
I’expression des molécules de co-stimulation et d’adhésion a leur surface. Elles migrent
ensuite dans les organes lymphoides secondaires via les vaisseaux afférents qui les ménent
aux zones T-dépendantes ou elles activent les lymphocytes. 1l 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 a 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’antigénes protéiques intracellulaires (Figure 11) soit de la
captation, par les DC, d’antigénes exogenes provenant de cellules infectées en periphérie
(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 a leur surface
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les peptides chargés sur une molécule de CMH |1 (Figure 12). Ces peptides proviennent de la

dégradation d’antigénes extracellulaires.

Pour que I’activation soit compléte, en plus du signal 1 correspondant a 1’interaction
entre I’APC chargée en complexe CMH-peptide et les lymphocytes, un signal 2 est nécessaire
pour I’activation de ces lymphocytes (Figure 13). Ce signal 2 correspond a ’interaction de
molécules de co-stimulation présentes sur les DC avec leurs récepteurs exprimés a la surface
des LT : les interactions B7/CD28 et CD40/CD40 Ligand (CD40L) (Zheng, Zha, et Gajewski
2008). En I’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 sécrétent peu d’TIL2 nécessaire
a leur survie et a leur prolifération mais également peu d’IFNy. Dans les deux cas, il n’y aura

pas de réponse proliférative lymphocytaire vis-a-vis de 1’antigéne.
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Figure 11 : Chargement de peptides a la surface du CMH de classe I. Les antigénes peptidiques sont captés
dans le réticulum endoplasmique (RE) la ou les CMH | sont assemblés. Les protéines destinées a la dégradation
subissent une ubiquitination et sont prises en charge par le protéasome. La production d’IFNy suite a une
infection virale meéne au recrutement de protéines dans le protéasome et augmente la production d’octameére-
décamere capables de se lier aux CMH 1. Ces peptides sont transportés du cytoplasme vers le RE par
I’intermédiaire du complexe TAP (transporter associated with antigen processing) ou ils s’associent & une
molécule du CMH I. Le complexe est ensuite délivré a la surface de la cellule et présenté aux LT CD8. D apreés
Vyas, Van der Veen, et Ploegh 2008

26



Enfin, la reconnaissance de I’antigéne sans stimulation peut également induire une
inhibition de la réponse plutét qu’une anergie. En effet, les LT peuvent exprimer le ligand
CTLA4 qui peut se lier a B7 mais qui délivre, contrairement au CD28, un signal inhibiteur
aux LT. Cette interaction a notamment lieu lorsque les APC présentent des antigénes du soi a
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).
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Figure 12 : Chargement de peptide & la surface du CMH de classe Il. Les antigénes extracellulaires sont
captés par les APC et sont adressés au phagosome. Le phagosome fusionne avec le lysosome pour former le
phagolysosome dans lequel, I’antigéne interagit avec les CMH 1I. Les peptides chargés a la surface des CMH 11
sont transportés a la surface de la cellule ou ils sont présentés aux LT CD4. D’aprés Vyas, Van der Veen, et
Ploegh 2008

Le transfert de géne a I’aide d’un vecteur viral semble donc propice a I’initiation d’une
réponse immune puisqu’il ameéne d’une part des antigenes issus de sa capside et d’autre part
des antigenes issus du produit du transgeéne. En effet, dans le cas d’une maladie monogénique
due a une mutation nulle, la protéine fonctionnelle synthétisée a partir du génome viral ne sera

pas reconnue comme une protéine du soi. Cela s’est d’ailleurs vérifié dans les modeles
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animaux puis chez I’Homme ou des réponses humorale et cellulaire ont été observées a

I’encontre de la capside et/ou du produit du transgene.

Périphérie
TELELLLT T

Ganglion lymphatique

Cytokines
IL-12/1L-6/ TGF-B

APC Cellule T

Figure 13 : Signaux nécessaires a I’activation d’un lymphocyte. Le signal 1 est délivré par I’interaction entre
le complexe CMH-peptide et le TCR. Le signal 2 correspond & la liaison des molécules de co-stimulation a leur
récepteur. Le signal 3 est délivré par I’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
I’immunité humorale. En effet, ce sont les lymphocytes producteurs d’anticorps. Ces réponses

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

La réponse humorale est classiquement déclenchée par I’interaction entre un LT Th2
(lymphocyte T-helper 2) et un LB dans les organes lymphoides secondaires. Elle se traduit par

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

Les LB naifs résident dans les follicules des organes lymphoides secondaires.
L’antigene arrive dans les organes lymphoides 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 1’antigéne protéique par I’intermédiaire

de leur BCR (B-cell receptor). Cette reconnaissance entraine 1’internalisation du complexe
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BCR-antigéne qui fournit un premier signal d’activation. Le LB joue alors un réle d’APC qui
va lui permettre de solliciter les LT Th2. En effet, aprés internalisation du complexe,
I’antigene est clivé en peptide antigénique qui est ensuite associé¢ a une molécule du CMH I1.
Ce complexe CMH Il-peptide est alors exprimé a la surface du LB et interagit avec un TCR
(T-cell receptor) exprimé par les LT Th2. L’interaction se fait a I’interface entre les follicules
comprenant les LB et la zone des LT. Cette interaction active le LT qui va fournir un
deuxiéme signal d’activation au LB. Ce signal correspond a I’interaction entre CD40L
exprimé a la surface des LT et CD40 exprime 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
réle dans la réponse immune primaire : en effet, ces Ig exprimées a la surface des LB
répondent rapidement a une variété d’antigénes. Les 1gG, quant a elles, sont prédominantes
dans le corps et ont une longue durée de vie. Chez I’Homme, quatre sous-classes ont été
identifées : les IgG1, 2, 3 ou 4. En général, elles ne sont pas représentées en méme nombre
dans la circulation, et notamment dans le sérum : la prédominance est telle que 1gG1 > 1gG2 >
IgG3 > 1gG4 chez I’'Homme (Papadea et Check 1989). Alors que les IgG1 et 3 seraient plutot
produites en réponse a un antigéne protéique, les 1gG2 et 4 seraient associées a des

polysaccharides (Schroeder et Cavacini 2010).

Les anticorps sont les médiateurs de la réponse humorale et répondent a des antigenes
exogenes. Ils peuvent avoir un effet neutralisant puisqu’en se liant aux pathogénes ou aux
toxines, ils facilitent 1’opsonisation et activent la voie classique du systeme du complément.
De maniére non surprenante, ils ont été détectés dans le cadre de protocoles de transfert de
geénes a I’aide d’AAVr dans différents modeles animaux mais également chez I’Homme. Dans
ces modeles, il a été montré que des anticorps et des facteurs neutralisants pouvaient étre

dirigés contre la capside.
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(1) Réponse humorale dirigée contre la capside de

I'AAV

L’homme est un hoéte naturel de ’AAV et comme nous avons pu le voir
précédemment, aprés l’activation du systéme immunitaire par un pathogéne, I’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 ’Homme (Chirmule et al. 1999 ; Erles,
Sebokova, 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 I’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’AAV?2 est suivi par ’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 1gG1 seraient dominantes, suggérant la présence d’une réponse T-
dépendante. Néanmoins, les autres sous-types 1gG2, 1gG3 et 1gG4 seraient également présents
(Murphy et al. 2009 ; Madsen et al. 2009 ; Boutin et al. 2010). Enfin, la séroconversion
semble avoir lieu tres tot au cours de la vie laissant une fenétre thérapeutique restreinte pour
s’affranchir de ces facteurs neutralisants : entre 7 et 11 mois pour ’AAV2 et jusqu’a 3 ans

pour I’AAVS (Calcedo et al. 2011).

L’immunité préexistante dirigée contre I’AAV peut donc altérer I’efficacité du
transfert de génes 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 1’utilisation de
sérotypes moins prévalents que ’AAV2, comme I’AAVS, méme 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
différe que de 6 acides aminés avec ’AAV1. Les AAV de sérotype 7 et 8, quant & eux, ne
sont pas neutralisés par des antisérums hétérologues chez la souris (G.-P. Gao et al. 2002).
Drailleurs, concernant le sérotype 8, le titre en facteurs neutralisants a été étudié pour

déterminer jusqu’a quel niveau il est possible d’outrepasser cette barriére. Le titre correspond
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ici a la derniére dilution a 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 étre supérieur a 1/10
si le vecteur est injecté par voie IV (Wang et al. 2011). Cependant, il a été montré que, pour
ce sérotype, I’augmentation de la dose injectée peut permettre de dépasser la neutralisation
(Hurlbut et al. 2010). En plus du sérotype, la voie d’injection semble étre un facteur
intervenant dans la neutralisation du vecteur. Cela a notamment été¢ décrit pour ’AAVOr
utilisé pour cibler le systeme 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 méme sérotype par voie intrathécale ou des

titres allant jusqu’a 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 méme en présence de facteurs neutralisants.
Cependant, nous avons pu voir que I’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 plasmaphérese. Cette technique déja utilisée chez I’'Homme,
permet d’éliminer des protéines de haut poids moléculaires comme les Ig dans le plasma.
L’effet d’une & cing plasmaphéreses 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
I’AAVS, la plasmaphérese 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 fenétre pendant laquelle le vecteur
pourrait étre administré. Il est cependant a 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

plasmaphérése a un régime immunosuppresseur agissant sur les LB (Monteilhet et al. 2011).

A T’heure actuelle, nous ne disposons donc pas encore de méthodes permettant de

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

En plus de cette immunité pré-existante décrite dans les modéles animaux et chez
I’Homme, les études de transfert de géne a I’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 modéles murins, dans des modéles de gros animaux et plus
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récemment dans des essais cliniques chez I’THomme. En effet, ce phénoméne a été décrit chez
la souris apres transfert de geéne par voie IM a l’aide d’'un AAV2r codant pour ’AAT
(Chirmule et al. 2000) ou a I’aide d’AAV2r ou 8 codant pour le FIX (Hua Li et al. 2007). Cela
a également été décrit chez le chien aprés injection d’un AAV2r par voie transveinulaire
périphérique (Haurigot et al. 2010), chez le primate aprés injection par voie hépatique
d’AAVS5r ou d’AAVSr (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 I’espece, ni du sérotype, ni de la voie d’injection.

Il est cependant a noter que cette réponse n’apparait pas délétére vis-a-vis du produit
du transgene puisqu’elle n’aboutit pas a 1’inefficacité de transfert de géne. Elle a pourtant un
réle limitant pour la ré-administration du vecteur excepté dans un site immunoprivilégié
comme I’ceil ou la séroconversion ne semble pas étre un obstacle (Amado et al. 2010 ;
Bennett et al. 2012). Dans des études ciblant le foie ou le muscle, une deuxiéme
administration d’un vecteur de méme sérotype entraine une inefficacité du transfert de géne et
ce, que le vecteur code pour le méme géne rapporteur ou un transgéne thérapeutique (W. Xiao
et al. 1999 ; Chirmule et al. 2000; Scallan et al. 2006). Par contre, une deuxiéme
administration d’un vecteur de sérotype différent du premier ne semble pas aboutir a la perte
d’expression du transgene. En effet, cela a notamment été montré dans un essai clinique chez
des patients atteints de déficit en LPL. Certains individus avaient déja recu un AAV2r en IM
(Brantly et al. 2006) avant d’étre injecté avec un AAV1r par la méme voie. La présence de
facteurs neutralisants contre ’AAV2r n’a pas empéché le transfert de geéne avec ’AAVIr

(Brantly 2009).

L’existence d’une réponse humorale, pré-existante ou induite, dirigée contre la capside
de I’AAV est donc problématique pour le transfert de géne a 1’aide d’AAVr. 1l est a noter que
le transfert de geéne a 1’aide d’AAVr peut également induire une réponse humorale dirigee

contre le produit du transgéne.

32



(2) Réponse humorale dirigée contre le produit du

transgéne

La réponse immune dirigée contre le produit du transgene a été décrite plus largement
dans des modeles de gros animaux que de petits animaux. Elle peut étre dirigée contre une
protéine autologue ou hétérologue et ce, dans différents modeles. Une étude réalisée chez le
primate dans le cadre du transfert de géne de 1’érythropoiétine (Epo) a montré que suite a
I’initiation d’une réponse immune contre I’Epo homologue, les primates développaient une
anémie auto-immune. Cette réponse était caractérisee par la présence d’anticorps dirigés
contre I’Epo (Chenuaud et al. 2004b ; G. Gao et al. 2004a). Ce phénomeéne de réponse
immune contre un produit du transgéne a également été décrit chez le chat déficient en LPL
apres transfert de géne dans le muscle d’un transgéne 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 1’apparition d’anticorps
spécifiques du produit du transgene. Cette réponse immune était cependant abrogée en

présence d’un traitement immunosuppresseur.

Différents facteurs semblent impliqués dans I’initiation d’une réponse humorale
dirigée contre le produit du transgéne. Parmi eux, la dose de vecteur injectée peut jouer un
role dans I’initiation mais aussi dans I’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 a 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 1gG2 dirigés contre le FIX augmentent avec les doses de vecteur
injectées mais aussi I’inflammation au site d’injection caractérisée par des infiltrats de LT
CD8 et la destruction des fibres musculaires (Wang et al. 2005). Ce phénomeéne d’effet de la
dose a été décrit dans le cadre d’un transfert de géne dans le muscle mais il existe aussi aprés
transfert de géne hépatique. Dans ce cas, I’augmentation de la dose semble plutot induire une
tolérance vis-a-vis du produit du transgéne. En effet, des souris CD-1 décrites comme
présentant une forte réponse neutralisante vis-a-vis du FIX ne présentaient plus cette réponse
neutralisante lors de ’injection de 4x10* ou 2x10 génomes viraux (vg)/animal par voie

intraportale comparée & une méme injection de 1x10™ vg/animal (Mingozzi et al. 2003).
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L’¢état pathologique du tissu cible et le promoteur en amont du transgene, apparaissent
également comme critiques pour I’efficacité du transfert de géne et concernent plus
particulierement les dystrophies musculaires. En effet, I’injection de vecteur AAV peut ne pas
aboutir a une persistance de 1’expression du transgéne si elle a lieu dans un tissu
inflammatoire et endommage. C’est notamment le cas pour un modele de souris déficientes en

y-sarcoglycane (Cordier et al. 2001).

Une expression ectopique d’une protéine peut également favoriser I’initiation d’une
réponse immune. Dans le modéle cité ci-dessus, I’apparition de la réponse humorale
disparaissait lors de I’utilisation d’un promoteur MCK (muscle creatine kinase) spécifique du
muscle comparé a un promoteur ubiquitaire CMV (cytomegalovirus) (Cordier et al. 2001).
Cela a également été montré dans des modeéles murins ou des vecteurs AAV2 ou AAV8
codaient pour 1’a-galactosidase et 1’a-glucosidase acide respectivement. Ces transgenes sous
controle d’un promoteur CMV induisaient une plus forte réponse anticorps comparé a
I’utilisation de la méme cassette d’expression sous contrdle cette fois d’un promoteur

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

Enfin, le modéle animal a aussi un réle : des souches différentes de souris ne vont pas
induire la méme 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 modéles animaux présentant différentes
mutations pour une pathologie donnée ne vont pas non plus réagir de la méme fagon. Des
chiens atteints d’hémophilie B portant une mutation non-sens sur le géne du FIX ne vont pas
déclencher de réponse immune contre le FIX contrairement a ceux présentant une mutation
nulle qui vont développer une forte réponse neutralisante contre le FIX apres une injection par
voie IM (Herzog et al. 2001). Ce phénoméne peut s’expliquer par 1’absence de protéine dans

le premier cas : apres transfert de géne cette protéine est reconnue comme hétérologue.

Compte-tenu de 1’hétérogénéité des cas décrits, la réponse immune dirigée contre la
capside et/ou le produit du transgene 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 transgéne.
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c) Réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T

De maniére 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 a la réponse médiée par les LT CD8, la
réponse mediée par les LT CD4 peut donner lieu a 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 Thl, Th2 et T régulateurs (Treg).

(1) Généralités sur la réponse cellulaire

Les LT CD8 sont a l’origine de la réponse cellulaire cytotoxique. Les LT CD8
reconnaissent les complexes CMH I-peptide exprimés a 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 1’espace intramembranaire et va
perméabiliser la membrane de la cellule. Les granzymes sont alors relarguées, pénétrent dans
la cellule, gagnent le noyau et déclenchent I’apoptose. En plus de la cytolyse, les CTL
produisent de I’IFNy et du TNFa. (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 Thl 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
I’environnement cytokinique et I’intensité de I’interaction entre le TCR et le CMH semblent

jouer un réle majeur (Edwards et Evavold 2011 ; Boyton et Altmann 2002)

Les LT Thl se différencient sous 1’effet de I’'I[FNy et de I’IL12 produits lors de la
réponse innée et sont activés par ’interaction entre leur TCR et un complexe CMH II-peptide

exprimé par une APC. Ils sont caractérisés par la sécrétion d’IFNy et sont impliqués dans

35



I’immunité contre des antigénes extracellulaires. Les Thl interagissent avec les macrophages

et sont caractérisés par la sécrétion d’IFNy, d’IL2 et de TNFa.

Les LT Th2 se différencient sous I’effet de I’'IL4 et de I’IL10 et de I’engagement de
leur TCR. Les LT Th2 produisent entre autres de 1’IL4, de I’IL5 et de I’IL13 et jouent un réle
auxiliaire dans la réponse humorale médiée par les LB. En effet, la prolifération des LB
dépend de I’TL4 et de I’interaction CD40/CD40L. Les cytokines induites par la réponse Th2
vont entrainer I’inhibition de la réponse Th1 et vice-versa (Abbas, Murphy, et Sher 1996).

LTThl

APC

IL-10 IL-4
IL-5
IL-10
IL-13

LT Th2

Figure 14 : Différenciation des LT CD4 en lymphocytes T-helper. Les DC activées interagissent avec les LT
naifs. En présence d’IFNy et d’IL2, les LT CD4 vont plutdt s’orienter vers une réponse de type Thl caractérisée
par la sécrétion d’IFNy, d’IL2 et de TNFa. En présence d’IL-4 et d’IL10, les LT CD4 vont plutét 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 1’auto-immunité. Les Treg naturels
(nTreg) se différencient dans le thymus et expriment de maniére constitutive le récepteur a
I’IL2 : le CD25. Le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3) est également exprimé
de maniere stable dans les nTreg et est requis pour ’activité suppressive de ces cellules. Les
Treg dit induits (iTreg) se développent non pas dans le thymus mais en périphérie a partir de
LT CD4 naifs et sous 1’action du TGF-B. Les Treg produisent de forte quantité d’IL-10 et de
TGF-B 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 a des cellules mémoires séparées en deux
groupes : les LT de la mémoire centrale (Tcwm) 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 sécrétent (Okada et al. 2008). Chez I’'Homme, les Tcm expriment les
marqueurs CD45R0O, CD62L et CCRY7. lls sont retrouvés dans les tissus lymphoides et ont la
propriété de se diviser rapidement et de se différencier en cellules effectrices en réponse a un
antigéne. Les Tgw quant & eux, expriment le CD45R0 mais pas CD62L ni CCRY7. lls circulent
dans les tissus périphériques et ont une capacité proliférative limitée mais une fonction

effectrice prononcée (Tanel et al. 2009).

Nous avons vu précédemment gque la réponse immune humorale contre la capside et
contre le produit du transgene a longtemps été la seule réponse mesurée pour expliquer
pourquoi le transfert de gene était inefficace. Plus recemment, la translation de protocoles
précliniques chez ’Homme a révélé la présence d’une réponse immune cellulaire dirigée

contre la capside de ’AAV.

(2) Réponse cellulaire dirigée contre la capside de

I'AAVr

Ce phénomeéne a €eté décrit pour la premiere fois dans un essai clinique chez des
patients hémophiles. La preuve de concept pour ce protocole de thérapie génique avait été
faite dans des modeles 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 a long terme et a un taux thérapeutique. L’injection d’AAVr par
voie intraportale a donc été amenée en clinique. Mais contrairement a ce qui a été observé
chez la souris et le chien, le transfert de géne par voie hépatique a abouti a une expression
transitoire du FIX chez I’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 transgene s’accompagnait d’une augmentation asymptomatique

transitoire et réversible des transaminases, signe d’une cytolyse hépatique. Cette observation
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était associée a la détection d’une sécrétion IFNy par les PBMC (peripheral blood
mononuclear cell) contre la capside de I’AAV2 entre quatre et six semaines post-injection
(Figure 15). L’hypothése avancée étaient que ces résultats obtenus chez I’Homme et non dans
les modéles animaux pouvaient étre dus au fait que I’Homme est un hote naturel de ’AAV?2.
Pourtant, ce phénomeéne n’a jamais été observé chez le primate, également hote naturel de
I’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 géne, ces LT
auraient été réactivés et auraient détruit les hépatocytes transduits exprimant le transgéne
d’intérét (Mingozzi et al. 2007a) (Figure 16). De plus, les hépatocytes joueraient un role de
cellules présentatrices dans ce contexte (Pien et al. 2009).
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Figure 15 : Dosage des transaminases sériques et fréquence des LT CD8 spécifiques de ’AAV2 aprés
transfert de géne a ’aide d’AAV recombinant. L’augmentation de la fréquence des LT CD8 corrélent avec
I’augmentation de transaminases dans le sérum. Extrait de Mingozzi et al. 2007a

Cette hypothése a été vérifiée grace a une analyse plus poussée de la réponse immune
a I’aide de pentaméres de molécules de CMH chargées avec le peptide immunodominant de
I’AAV2 identifi¢ et commun aux AAYV de sérotype 1, 6, 7 et 8 (Mingozzi et al. 2007a). Le but
¢tait d’analyser la fréquence de LT specifiques de la capside au cours du temps.
L’augmentation de la fréquence a été observée en méme temps que 1’augmentation transitoire
des transaminases (Figure 15). Pour évaluer la prévalence des LT spécifiques de la capside de
I’AAV?2, les PBMC de 46 individus positifs en facteurs neutralisants contre ’AAV2 ont été
analyses et seulement deux sont sortis positifs apres 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 a I’AAV et un phénotype
mémoire. Ces résultats suggerent qu’il n’existe peut étre pas de corrélation entre la présence
de facteurs neutralisants et la présence d’une réponse cellulaire. De plus, les analyses ex vivo a
partir de PBMC montrent que la fréquence en LT spécifiques de la capside est rare et que
I’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 a suivre :
faut-il screener les patients avant injection ou faut-il leur administrer un traitement

immunosuppresseur transitoire mais préventif ?
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Figure 16 : Modélisation des mécanismes responsables de la destruction des hépatocytes transduits par le
systéme immunitaire. L’AAV est pris en charge par les cellules présentatrices d’antigénes, cela entraine une
activation de LT CD8 spécifiques de la capside, peut-étre 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 aprés
leur dégradation par le protéasome, ces cellules deviennent alors des cibles pour les LT CD8. Extrait de R W
Herzog 2007

Au-dela de cet essai clinique, la présence d’une réponse lymphocytaire spécifique de
la capside de I’AAV a été décrite dans d’autres essais chez I’'Homme. Une réponse IFNy
dirigée contre ’AAV1 cette fois a été décrite dans un essai clinique visant a traiter des
patients atteints de déficit en LPL (Mingozzi et al. 2009). Cette réponse semblait étre dose-
dépendante puisque les patients injectés avec la forte dose de 3x10™ vg/kg avait une réponse
IFNy qui apparaissait plus précocement que les patients injectés avec 1x10™ vg/kg. Chez un
patient, I’apparition de cette réponse était méme corrélée a une augmentation transitoire de
créatine kinase dans le sérum et rappelle ce qui avait été observé chez les patients hémophiles

avec ’augmentation des transaminases corrélée a la réponse anti-AAV2. L’analyse de la
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réponse a montré que ce patient présentait bien une réponse cellulaire vis-a-vis de ’AAV1 qui
résultait en la perte d’expression du transgene 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 ’AAV1r a également ¢€té décrite chez des
patients présentant un déficit en AAT. Mais contrairement a 1’essai ciblant le déficit en LPL,
cette réponse immune envers la capside ne s’est pas accompagnée d’une perte d’expression du
transgene (Flotte et al. 2011). Ce phénomene non déletere vis-a-vis du produit du transgene
pourrait s’expliquer par la présence d’une tolérance vis-a-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 a un an post-injection (Mueller et al. 2013).
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Figure 17 : Représentation du niveau en triglycérides et créatine kinase avant et aprés 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 ou les ELISpot IFNy 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 specifiques de la capside a été évaluée chez
I’Homme pour les sérotypes 1 et 2 mais également chez le primate pour I’AAV de sérotype 8
(Veron etal. 2012 ; Li, Lasaro, et al. 2011).

L’¢étude de la prévalence de cellules T spécifiques de ’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 sécrétent de I’IFNy. Cette analyse a été mise en relation avec les études faites
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sur la séroprévalence vis-a-vis de I’AAV. La population est positive a 60% pour ’AAV2
contre 50% pour ’AAV1 (Veron et al. 2012). Cela suggére que soit i) il n’existe pas de
corrélation entre la présence de facteurs neutralisants et une réponse cellulaire comme cela
avait auparavant éte 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-a-vis de I’AAV1 était séropositif en facteurs neutralisants alors que 1’inverse n’est pas
vrai. Cela souleve, encore une fois, la question de savoir s’il faut systématiquement analyser
la réponse pré-existante anti-AAV a I’échelle des facteurs neutralisants et des LT pour tous
les patients a 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 (Tere), les Tem et les Tey chez ’Homme mais
également chez le primate. Dans la population humaine, il a été montré que les LT CD8
préexistants spécifiques de ’AAV2 sont répartis entre les trois populations Tgrr, Tcm €t Tem
alors que les LT CD4 sont majoritairement des Tcwm (Figure 17 A-B). Ces deux populations
totales expriment majoritairement de 1’IL2 et de I’'IFNy puis du TNFa. Pour ce qui est des
primates, les LT CDS et les LT CD4 préexistants spécifiques de I’AAVSE sont majoritairement

des Terr (Figure 17 C-D). Ces deux populations expriment presqu’exclusivement de 1’TL2.

Ces résultats suggérent que lors de la réexposition a un AAV chez I’'Homme, les LT
mémoires sécrétent de I’IFNy, médiateur d’une réponse cytotoxique. Les LT de primate
sécrétent quant a eux principalement de 1’IL2. Cette différence entre les deux espéces pourrait
étre une piste pour expliquer pourquoi les LT sont réactivés chez I’Homme aprés transfert de
géne et pas chez le primate. Cependant, ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus
chez des souris immunisées qui, bien qu’elles expriment de I’'TFNy par I’intermédiaire des LT
CD8, n’induisent pas de réponse délétére vis-a-vis des cellules transduites. L’espéce apparait

donc comme une barriere pour la modélisation.
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Figure 18: Proportion de LT CD4 et CD8 répondant a la capside de ’AAV2 chez ’Homme et AAVS chez
le primate. Différentes populations de LT CD8 (A) et LT CD4 (B) répondant a capside de ’AAV2 chez
I’Homme. Différentes populations de LT CD8 (C) et LT CD4 (D) répondant & capside de ’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 a celles concernant la prévalence en facteurs neutralisants,
révélent 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 aprés injection. C’est pourquoi, malgré les limites liées a ce modeéle, différents
modeles de souris ont été développés pour mimer le phénoméne observé chez I’'Homme et
ainsi comprendre les mécanismes impliqués dans la reconnaissance du vecteur par le systeme
immunitaire de ’h6te. Ces études ont également permis de déterminer la durée de clairance de

la capside.

Comme il n’existe pas d’immunité pré-existante contre I’AAV chez la souris, Ces
derniéres ont été immunisées a I’aide d’adénovirus exprimant un antigene de ’AAV2 ou de
I’AAVS. Ces souris, ayant développé des LT CD8 sécrétant de I'IFNy spécifiques d’un
peptide commun a la capside de ’AAV2 et AAVS, 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 I’expression du FIX ni d’augmentation de transaminases contrairement a ce qui a été décrit
chez ’Homme. Par ailleurs, une étape de déplétion des Treg par ’injection d’un anticorps
anti-CD25 n’a pas eu d’impact sur la réponse cytotoxique (Li et al. 2007), et ce, peut-étre car
la déplétion en Treg n’était pas compléte. Ces résultats suggerent que la capside ne serait pas

prise en charge de la méme facon d’une espece a 1’autre.

Concernant ce point, une équipe est tout de méme parvenue a développer un modéle

murin capable de mimer la destruction des hépatocytes suite a la réponse anti-capside comme
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cela est observé chez I’'Homme (Martino et al. 2013). Les résultats suggérent que la capside
serait en partie dégradée par le protéasome. En effet, I'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 1’efficacité de transduction du vecteur tout en réduisant
la présentation des antigenes par les hépatocytes. C’est d’ailleurs ce qui est observé au moins
dans un modele de souris Rag-/- qui ne présentent pas de LB ou de LT matures (Martino et al.
2013).

Cette derniere étude met également en évidence le fait qu’entre les sérotypes, la
dégradation de la capside peut étre décalée dans le temps : I’AAV2 serait pris en charge plus
rapidement que ’AAVS. Ces résultats viennent appuyer ceux obtenus pour I’AAV2r par le
groupe de H Ertl (Li, Tuyishime, et al. 2011). En effet, leur étude réalisée chez la souris a
consisté a réaliser un transfert adoptif de LT CD8. Ces cellules, provenant de souris
immunisées contre un peptide de ’AAV2 a I’aide d’un adénovirus, ont été injectées a des
souris ayant recu elles-mémes un vecteur AAV2. Les résultats montrent que ces cellules sont
capables de proliférer en réponse a I’AAVT si elles sont injectées jusqu’a six semaines post-
administration du vecteur. Cela suggere qu’a six semaines, il n’y a plus un niveau suffisant
d’épitopes dérivés de la capside de ’AAV pour induire une réponse LT CDS8. Par ailleurs,
cette méme étude réalisée avec une capside modifiée enrichie en peptide immunogénique
dérivé de I’ovalbumine a montré que les LT CD8 ne proliferent plus aprées dix semaines post-
injection. Ces résultats rejoignent donc ceux obtenus par Martino et al. et suggerent que la
dégradation de la capside et sa clairance dépend du sérotype. De plus, ces études suggérent
qu’une immunosuppression d’au moins dix semaines serait nécessaire pour éviter une réponse

contre la capside de ’AAV.

En plus de la dégradation de la capside par le protéasome, le site de liaison de ’AAV a
la cellule peut jouer un rdéle dans I’initiation de la réponse cellulaire. Nous avons vu qu’en
fonction du sérotype, les récepteurs et les co-récepteurs nécessaires a ’entrée dans la cellule
sont différents. Pour I’AAV2, il semblerait que ce soit son site de liaison a I’héparine qui soit
a 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
I’AAV2r chez la souris. L’hypothése évoquée serait que la diminution de la réponse cellulaire

est due a la baisse de capacité¢ des AAV a entrer dans les DC. Les capsides de ’AAVSE et
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I’AAV7 ne semblent pas se lier a ce motif pour entrée dans la cellule et pourrait expliquer leur
caractére moins immunogene. Cette idée est renforcée par le fait que si la capside de ’AAVS
est modifiée pour qu’elle présente un site de liaison a I’héparine, le vecteur est capable
d’induire une réponse cellulaire chez la souris et donc peut-étre de se lier aux DC. Le sérotype
utilisé semble donc étre un facteur important dans I’initiation d’une réponse cellulaire. Cela
avait d’ailleurs aussi été décrit dans une étude comparant la réponse immune cellulaire anti-
AAV apres injection d’AAV2/rh32.33r ou d’AAVS8r. L’AAV2/rh32.33 entrainait une réponse
immune dirigée contre la capside plus importante que I’AAV8 chez la souris (Mays et al.

2009).

Enfin, la voie d’administration peut également étre un facteur dans I’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 I’inverse, ce phénomene ne semble
pas étre une limite dans ’efficacité du transfert de géne dans des essais ciblant les sites dits
« immunoprivilégiés » comme I’ceil ou le systéme nerveux central. Pour les maladies de la
rétine comme 1’ Amaurose congénitale de Leber, des patients déficients en RPE65 ayant regu
un vecteur AAV par voie sous-rétinienne ont méme été réinjectés dans 1’ceil controlatéral
(Bennett et al. 2012). A la différence des transferts de gene dans le muscle et le foie, de
faibles doses de vecteurs étaient injectées et pourraient aussi expliquer 1’absence d’une

réponse immune.

La réponse dirigée contre la capside de ’AAV a largement été décrite lors du transfert
de protocoles précliniques chez I’Homme. Cependant, comme pour la réponse humorale, la

réponse cellulaire peut également étre dirigée contre le produit du transgéne.

(3) Réponse cellulaire dirigée contre le produit du

transgéne

Le principe de la thérapie génique additive est d’amener une copie fonctionnelle du

géne 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 étre due a une mutation non-sens ou
a une mutation nulle. Dans le cas d’une mutation nulle, ces protéines pourraient donc étre

reconnues par le systeme immunitaire et induire une réponse immunitaire destructrice.

Chez I’'Homme, la réponse immune cellulaire dirigée contre le produit du transgene a
d’abord été décrite dans 1’essai ciblant le déficit en AAT (Flotte et al. 2011). Seulement un
patient a montré la présence de LT répondant a un peptide dérivé de la séquence codant pour

I’AAT. Cette réponse n’a cependant eu aucune conséquence clinique.

Trés récemment, une réponse immune dirigée contre la dystrophine a été décrite chez
des patients atteints de la DMD et traités par thérapie génique par [’apport d’une
minidystrophine (Mendell et al. 2010a). Des LT sécrétant de I’IFNy et spécifiques de la
dystrophine ont ¢été¢ détectés aussi bien avant qu’aprés transfert de géne. Ce phénomene
d’immunité pré-existante envers un antigéne du soi a été expliqué par la pathologie en elle-
méme. En effet, dans le cas de la DMD, les patients présentent des délétions dans le gene
codant pour la dystrophine. Ces délétions aboutissent a une protéine tronquée. Pourtant, ces
patients peuvent présenter des fibres exprimant la dystrophine. Elles sont dénommées fibres
révertantes et sont souvent présentes en trés faible nombre. Dans cet essai, les patients
présentaient quelques fibres révertantes. 1l est donc possible que les épitopes envers lesquels
réagissent les LT proviennent de la dystrophine exprimée a faible niveau dans les fibres
révertantes. Apres transfert de géne, ces LT mémoires spécifiques de la dystrophine auraient
été réactivés. Depuis cette étude, une autre équipe s’est intéressée a la présence d’une réponse
T anti-dystrophine chez des patients atteints de DMD. Cette étude a montré que, en 1’absence
de tout traitement par thérapie génique, la détection de LT anti-dystrophine augmente avec
I’age mais que ce risque diminue si le patient recoit un traitement corticoidien (Flanigan et al.
2013). La réponse peut également varier en fonction des corticoides administrés ce qui
suggere que tous les patients ne réagissent pas de la méme fagcon au traitement. Enfin, a la
différence du transfert de géne a I’aide de vecteurs viraux, le traitement a I’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 méme recherche de LT mémoires sécrétant de I’IFNy en réponse a un antigéne
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’hypothése proposée est que certains LT issus du
thymus ont échappé a la selection négative et se retrouvent dans la circulation ou leur
réactivité est controlée par les nTreg. Chez les individus sains, la quantité de cellules est trop
faible pour étre détectée mais par contre chez les individus malades, la réponse est plus forte a
cause de I’environnement inflammatoire provoqué par la maladie. Cette étude reste cependant
a compléter car i) un seul paramétre a été évalué : la sécrétion d’IFNy et ii) elle n’a pas été
réalisée dans un contexte de transfert de gene. On ne sait donc pas si ces cellules ont un effet

délétere dans ce contexte.

Comme pour la réponse humorale anti-transgene, plusieurs facteurs peuvent intervenir
dans I’initiation de la réponse cellulaire. Ainsi, certains sérotypes sont plus a méme de
déclencher une réponse immune. C’est le cas de ’AAV2/rh32.33 qui, comparé a ’AAVS
codant pour le méme transgéne, déclenche une réponse immune médiée par les LT CD8 et
dépendante des LT CD4 (Mays et al. 2009). Cette méme étude suggere d’ailleurs que, dans un
modele murin, I’AAVr de sérotype 8 induirait une tolérance vis-a-vis du produit du transgéne
lorsque le vecteur est injecté par voie IM contrairement au vecteur AAV2/rh32.33 (Mays et
al. 2013). La tolérance ne serait pas due a la présence de Treg mais plutoét a la faible
transduction des DC par ’AAV8r et sa faible capacité a induire une surexpression des CMH 1
a la surface des myocytes, comme cela est observé avec le vecteur AAV2/rh32.33 ou
I’AAV1r dans un autre modéle (Toromanoff et al. 2010).

La voie d’administration joue également un role crucial dans le développement de la
réponse immune dirigée contre le produit du transgéne. Ce paramétre de modulation est
apparu tot puisque dés 1999, une étude chez la souris a montré qu’en fonction de la voie
d’administration de ’AA VT, la réponse cytotoxique vis-a-vis du produit du transgene pouvait
étre plus ou moins forte (Brockstedt et al. 1999). Parmi les voies d’administration, la voie
hépatique semble induire un phénomeéne de tolérance envers le produit du transgene, au moins
dans des modéles animaux. En effet, ce phénoméne 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 dés
deux semaines et jusqu’a au moins 20 semaines post-injection. Ce maintien de I’expression du
transgene a été caractérisé comme de la tolérance vis-a-vis du FIX et non de I’ignorance. En

effet, apres transfert de géne par voie intraportale, les souris ont été immunisees 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 étre transférée d’une souris a 1’autre et que celle-Ci
était médiée par les LT CDA4. 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-transgene a
aussi été¢ décrit chez les chiens hémophiles portant une mutation nulle. Alors qu’une
administration 1M chez ces chiens entrainait un rejet du produit du transgéne dd a une réponse
neutralisante contre le FIX, I’administration par voie intraportale a permis de s’affranchir de
cette réponse dans ce modele. Bien que le foie soit décrit comme un organe tolérogene, ces
résultats observés chez le chien dans un modele de transfert de géne thérapeutique ne reflétent
pas la totalité des essais. En effet, un essai de transfert de géne dans un modele de primate
utilisant la méme voie d’administration mais avec cette fois un vecteur AAV codant pour le
géne rapporteur de la GFP n’a pas permis d’aboutir a 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 méme phénoméne de mémoire vis-a-vis de la capside observé chez
I’Homme aurait pu étre la cause de cette réponse délétére envers les cellules transduites mais
cette étude n’a pas mis en évidence la présence d’une réponse dirigée contre la capside de
I’AAV. Les mécanismes responsables de la mise en place ou non d’une tolérance apres

transfert de gene hépatique restent encore mal élucidés.

Les données concernant la réponse immune anti-capside et anti-transgene montrent
que de nombreux facteurs peuvent I’influencer. Si I’on se base sur les données observées chez
I’Homme, il en ressort qu’en plus de déterminer si les patients possédent un titre en facteurs
neutralisants anti-AAV élevés, il faudrait également déterminer s’ils présentent une réponse
cellulaire pré-existante a la fois contre la capside de ’AAV et contre le produit du transgéne.
Les critéres d’inclusion dans les essais cliniques deviendraient alors tres drastiques et peu de
patients pourraient bénéficier d’un traitement. C’est pourquoi I’utilisation de traitement

immunosuppresseur de maniére transitoire a été privilégiée.
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3. Modulation de la réponse immune a I'aide de traitements

immunosuppresseurs

Plusieurs protocoles d’immunosuppression ont été testés dans différents modeles de
maniére & Vérifier que le régime immunosuppresseur permettait bien d’éviter le rejet des
cellules transduites sans altérer les fonctions du systéme immunitaire ni 1’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 associes car ils ne ciblent
pas tous les mémes cellules (LB ou LT) ni les méme fonctions (lymphodeéplétion ou inhibition
d’une voie de signalisation). De manicre a valider ces cocktails d’immunosuppresseurs dans
le cadre d’un transfert de géne et non plus d’une greffe, des études ont été réalisées dans des
modéles de petits et de gros animaux. Parmi les immunosuppresseurs utilises, on retrouve la
ciclosporine A qui a un effet sur la prolifération des LT puisqu’elle inhibe la transcription de
I’IL2, le sirolimus (ou rapamycine) qui inhibe 1’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 a I’'IL2 : le CD25.

Le choix du cocktail immunosuppresseurs apparait comme important pour I’efficacité
du transfert de géne a I’aide d’AAVr. En effet, des protocoles mis en place dans des modéles
canins de DMD ont montré que I’association ciclosporine A et MMF ne permettait pas, apres
un traitement transitoire, de maintenir I’expression a long terme du transgéne codant pour la
microdystrophine humaine (Zejing Wang et al. 2007). Par contre, 1’ajout de ’ATG (anti-
thymocyte globulin) au cocktail ciclosporine et MMF permettait une expression du transgéne
apres arrét de I’immunosuppression dans les zones ne présentant pas d’infiltrats
lymphocytaires. Ces résultats ont été confirmés dans le méme modele apres une injection du
vecteur dans plusieurs muscles ; I’expression du transgeéne était maintenue jusqu’a un an apres

I’arrét de I’immunosuppression (Zejing Wang et al. 2012).

L’effet de cocktails d’immunosuppresseurs a ete teste pour différentes voies
d’administration comme la voie intra-hépatique et la voie IM. Ces deux voies ont été décrites

pour aboutir a une inefficacité du transfert de géne 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 premicre injection par voie IV chez le primate d’'un AAV de seérotype 5 sous
immunosuppression entraine la formation de facteurs neutralisants contre la capside mais pas
de réponses cellulaires anti-AAV ni anti-transgéne. Par contre, la ré-administration du méme
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 géne 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 (MclIntosh et al. 2011).

Le choix du traitement immunosuppresseur peut également avoir un effet négatif sur le
transfert de géne. Cela a notamment été montré dans un modéle de primate ou le traitement
immunosuppresseur constitué de MMF, de sirolimus et de daclizumab a abouti a la perte des
Treg induits apres transfert de géne par voie intra-hépatique. La perte de la tolérance vis-a-vis
du produit du transgéne a été expliquée par la présence de daclizumab dans le cocktail
immunosuppresseur qui cible le récepteur a 1’IL2 : le CD25. En effet, ce récepteur est

fortement exprimé a la surface des Treg (Mingozzi et al. 2007b).

Toutes ces etudes montrent bien la complexité de mettre en place des traitements
immunosuppresseurs efficaces et non-déléteres. Cependant, elles ont rendu possible le
traitement de patients atteints d’un déficit en LPL sous immunosuppression transitoire. Les
patients recoivent 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 P’AAVIr précédemment décrite et qui a abouti a I’inefficacité du transfert de géne
(Mingozzi et al. 2009). Ce protocole a permis une expression a 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 I’injection de vecteur. En effet, suite au transfert de géne par voie hépatique, un patient a
VU ses transaminases augmenter et 1’expression du FIX diminuer. Un bref traitement
immunosuppresseur constitué de glucocorticoides qui ont un effet sur le facteur de
transcription NFkB a permis de rétablir le taux circulant en FIX tout en rabaissant le niveau

de transaminases. Une observation similaire a été déecrite chez deux primates qui avaient
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développé des anticorps neutralisants contre le FIX (Mingozzi et al. 2012). Ces deux primates
ont recu un traitement immunosuppresseur transitoire constitué de rituximab et de
ciclosporine A. Suite a 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 & un taux basal. Cette étude suggére que, dans ce modeéle, une
bréve immunosuppression permet d’éradiquer la présence d’anticorps contre le produit du

transgene a posteriori.

Enfin, bien que I’'impact de protocoles d’immunosuppression ait ét¢ mesuré sur la
présence de facteurs neutralisants, une étude s’est intéressée a 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 méme si en moyenne une tendance a la baisse de LT CD4 spécifiques de la
capside et une tendance a 1’augmentation de LT CD8 effecteurs et de la mémoire centrale sont

observées chez ’Homme (Parzych et al. 2013).

Malgré ses limites, le traitement immunosuppresseur transitoire semble é&tre
aujourd’hui une bonne alternative pour permettre un transfert de gene a 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
parameétre qui sera déterminant dans la réussite du transfert de gene. Alors que les protocoles
d’immunosuppression semblaient étre une bonne alternative pour la réponse anti-capside, des
¢tudes ont montré que des particules intactes d’AAV pouvaient Etre retrouvées une a plusieurs
années aprés I’injection. C’est notamment le cas aprés une administration sous-rétinienne :
des capsides de I’AAV2 et de ’AAVS5 ont été retrouvées six ans apres le transfert de géne
dans des rétines de chiens et de primates (Stieger et al. 2009). C’est également le cas aprés
une administration IM chez des patients atteints de déficit en AAT ou des capsides ont été
retrouvées dans le muscle injecté a un an post-injection (Mueller et al. 2013). Toutes ces
observations suggerent qu’il faut développer d’autres stratégies pour éviter I’initiation d’une

réponse immunitaire.

Au cours de ce chapitre, nous avons vu que I’efficacité du transfert de géne a I’aide

d’AAVr peut varier en fonction du modéle utilisé. Dans certains cas il entraine une
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persistance de 1’expression du transgene, dans d’autres cas 1’échec du transfert de gene est la
plupart du temps lié & une réponse immune dirigée contre la capside et/ou le produit de
transgene. Plusieurs facteurs ont été identifiées comme pouvant influencer cette réponse
immune : la dose injectée, 1’état pathologique du tissu cible, le promoteur ou encore la voie
d’administration. Nous nous intéresserons plus particuliérement a ce dernier parameétre qui a

fait I’objet de cette these.

D. Transfert de géne dans le muscle squelettique a I'aide d’AAV

recombinant

Gréace a son importante vascularisation et a son accessibilité, le muscle squelettique est
rapidement apparu comme un tissu de choix pour le transfert de géne a I’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 sir un intérét dans le traitement de
maladies musculaires mais également dans le traitement de maladies métaboliques. En effet,
la transduction des fibres musculaires permet une expression a long terme de facteurs sécrétés
comme I’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
I’AAT (Song et al. 1998) ou la LPL (Ross et al. 2004).

Pour ces approches, la voie IM a donc été choisie en premiére 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 aprés une
administration d’AAV2r a une dose allant jusqu’a 1x10™ vg/kg et iii) I'immunité pré-
existante contre ’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 géne par voie intramusculaire

Les premiers essais de transfert de gene par voie IM ont été réalisés dans des modeles
murins. Différents transgénes ont été utilisés et ont pu montrer une expression a long terme de
la protéine d’intérét. Dans la plupart des études chez la souris, ce sont des protéines
hétérologues qui ont été utilisées. En effet, les premiers essais consistaient a injecter des
vecteurs AAV2 codant pour le gene rapporteur LacZ ou pour I’Epo humaine (Snyder et al.
1997). Ces vecteurs ont montré que 1’expression du transgeéne pouvait &tre détectée a long
terme post-injection : jusqu’a huit mois (Kessler et al. 1996) voire un an et demi pour le LacZ
(X. Xiao, Li, et Samulski 1996). Apres cette preuve de concept avec des transgenes
rapporteurs, 1’utilisation de génes thérapeutiques s’est développée. Les premieres maladies
ciblées par cette voie d’administration étaient 1’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 a long terme du transgéne. En effet,
I’expression sérique d’AAT pouvait étre maintenue jusqu’a 52 semaines aprés injection dans
des modeles de souris immunocompétentes et immunodéficientes (Song et al. 2001) (Figure
19).
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Figure 19 : Expression a long terme de I’a;-anti-trypsine humaine (hAAT) dans le muscle squelettique de
souris injectées avec un AAV?2 par voie intramusculaire. La présence d’AAT est mesurée par ELISA dans le
sérum des souris de la semaine 1 a 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 1’expression a long terme du transgeéne a été
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montré dans le cadre d’une injection par voie IM d’un transgeéne thérapeutique pour le
traitement de chiens hémophiles : le FIX (jusqu'a 17 mois post-injection, R W Herzog et al.
1999) mais aussi avec un gene rapporteur chez le primate : I’Epo (S. Zhou et al. 1998). Au
laboratoire, en 1’absence de toute réponse immune, le maintien de I’expression du transgene
aprés une administration du vecteur par voie IM a méme été observé jusqu’a 10 ans post-

injection dans un modele de primate (données non-publiées).

2. Limites liées a la réponse immune

Alors que dans certains modeles, la voie IM a permis une expression a long terme du
transgene, elle s’est souvent révélée immunogene. En effet, cette voie est souvent associée a
une réponse immune dirigée contre le produit du transgéne, qu’il soit autologue ou
hétérologue. Cette réponse a assez peu été observée dans des modeles murins mais a été une

des principales limites a 1’efficacité du transfert de génes dans les modéles de gros animaux.

En effet, dans un modéle canin d’hémophilie B, des anticorps dirigés contre le FIX
étaient détectés des la premiére semaine apres I’injection du vecteur (R W Herzog et al.
2001). La réponse immune anti-transgene a également été décrite chez le chat déficient en
LPL (Ross et al. 2006) ou chez le primate aprées injection d’un vecteur codant pour I’Epo de
macaque (Favre et al. 2002 ; Chenuaud et al. 2004b ; G. Gao et al. 2004a). Dans ces deux
études, le transfert de géne a été inefficace et cela a été en partie expliqué par la présence
d’anticorps dirigés contre le produit du transgene. Cette limite n’est cependant pas apparue
chez les patients atteints de désordres genétiques. En effet, dans les premiers essais cliniques,
les patients inclus exprimaient un taux basal résiduel de la protéine d’intérét. Cela suggére que
le systeme immunitaire reconnaissait la protéine comme une protéine du soi. D’autres limites
ont cependant émergé suite a 1’injection du vecteur par voie IM dans ces essais cliniques chez

I’Homme.
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3. Limites liées a la voie intramusculaire en clinique

C’est en 1999 que le premier essai clinique chez I’Homme a été réalisé en injectant un
AAV2 codant pour le FIX par voie IM. La dose de 1,8x10% vg/kg ne permettait
malheureusement pas d’aboutir a 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, I’injection du vecteur a une dose maximale
de 6x10™ 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 ’Homme et d’autre part, que le sérotype 2

n’était peut étre 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. I
s’est avéré que I’AAV1r présentait une meilleure efficacité de transduction dans le muscle
que ’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
I’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
transgéne confére deux avantages : une plus faible dose d’AAV1r peut étre injectée pour
atteindre un niveau d’expression de la protéine comparable a ’AAV2r et si la dose est
diminuée, cela a des répercussions directes sur la quantité de préparation virale a produire.
Ainsi, PAAVIr a été testé pour le traitement de I’hémophilie B, dans des modeles murins et
canins. Ce sérotype permet, a dose équivalente, de transduire plus de cellules musculaires
quun AAV2r chez la souris. En comparaison du vecteur AAV2, ’AAVIr permet une
expression 10 a 20 fois supérieure de FIX et cette expression est dose-dépendante (Arruda et
al. 2004). Par ailleurs, les muscles injectés prélevés a 12 semaines post-injection présentent un
plus grand nombre de copies de génomes viraux apres injection d’AAV1r que d’AAV2r. Ces
résultats ont été confirmés apres transfert de géne a 1’aide de vecteurs AAV1 codant pour
I’AAT dans un mode¢le murin (Lu et al. 2006) ou codant pour I’Epo dans un modele de
primate (Chenuaud et al. 2004a).

Cependant, comme pour le transfert de gene a 1’aide d’AAV2r, 'injection en IM
d’AAVI1r induit une réponse humorale dirigée contre le produit du transgéne dans des

modeéles animaux (Arruda et al. 2004). L’initiation de cette réponse immune peut étre
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expliquée par la faible capacité de diffusion de I’AAVr aprés une injection IM. L’AAV2r a
été décrit comme diffusant tres peu aprés injection puisque la transduction des cellules est
observée dans un périmétre de 0,5mm au site d’injection (Arruda et al. 2005). Ces résultats
ont été confirmés avec I’AAV1r dans une étude de biodistribution du vecteur a 1’échelle du
génome viral aprés une injection IM chez le primate (Toromanoff et al. 2008). Ces résultats
impliquent que la forte concentration en vecteur a 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) I’augmentation du nombre de particules virales qui peuvent activer les APC
ou encore iv) la concentration d’un composant de la production virale a un site donné qui peut

avoir un effet d’adjuvant (Herzog et al. 2002).
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Figure 20 : Concentration en facteur IX (FIX) canin dans le plasma de souris NOD/SCID aprés injection
intramusculaire de sérotypes 1, 2, 3, 4 ou 5 d’AAV recombinants. Les souris ont recu 2,5x10™ 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 ’AAV1 aprés une injection 1M,
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 a ’AAVI1r
jusqu’ici décrit comme le sérotype optimal pour le transfert de géne dans le muscle. Depuis,
I’AAVS est apparu comme un sérotype pertinent pour cibler le muscle squelettique. En effet,
chez le primate, apres une IM, il a été décrit que ’AAVS avait tendance a diffuser dans le
membre : le nombre de copie de génome viral par cellule était plus faible par rapport a un
AAV1r mais I’expression du transgéne 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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transgene, comparé a I’ AAV?2r, 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 ou aprés une injection par voie IM, des anticorps
dirigés contre la capside de ’AAVS8 étaient détectés (Toromanoff et al. 2010). Enfin,
I’AAVS8r a été décrit comme moins immunogeéne que les vecteurs AAV de sérotypes 1 et 2
(Vandenberghe et al. 2006 ; Lu et Song 2009 ; Ohshima et al. 2009).

Malgré ses limites, ’AAVI1r est encore utilisé dans divers essais cliniques. Il a
notamment été injecté chez des patients atteints de déficit en AAT. Cette étude de phase 1l
montre des résultats encourageants puisque ’expression du transgéne est maintenue depuis
maintenant deux ans. Malgré tout, cette étude avec trois doses différentes montre que méme a
la plus forte dose (6x10* vg/kg), le taux thérapeutique est difficilement atteint (Flotte et al.
2011). Par ailleurs, bien que cela n’ait pas eu d’impact sur I’expression du transgéne, une
réponse humorale et cellulaire vis-a-vis de la capside de I’AAV a été détectée chez tous les

patients mais également vis-a-vis du produit du transgene 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 transgéne mais une perte d’efficacité aprées 18 a 31 mois post-
administration (Stroes et al. 2008). Comme décrit précédemment, la perte d’expression du
transgene était liée a I’apparition d’une réponse immune cellulaire dirigée contre la capside de

I’AAV1 (Mingozzi et al. 2009).

Enfin, plusieurs essais ont été réalisés dans le cadre de myopathies pour traiter les y ou
a-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 transgene pouvait étre exprime
jusqu’a au moins six mois post-injection pour ’essai ciblant la y-sarcoglycanopathie (Mendell
et al. 2010Db) et 30 jours pour 1’essai a- sarcoglycanopathie (Herson et al. 2012). L’expression
reste cependant trés 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 I’injection IM permette, dans certains cas, une expression a long terme du

transgeéne chez I’Homme, elle présente un certain nombre de limites. En effet, la voie IM
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permet rarement d’aboutir a une expression d’un taux thérapeutique du transgene 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 a une
réponse immune dirigée contre le produit du transgéne dans des modeéles 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)

empécher I’initiation d’une réponse immunitaire.

4, Voies alternatives a la voie intramusculaire

Nous avons vu précédemment que la voie d’administration pouvait jouer un role
critique dans I’efficacité du transfert de géne et notamment dans I’initiation d’une réponse
immune dirigée contre le produit du transgene. C’est pourquoi, des méthodes d’injection
alternatives a la voie IM et ciblant les muscles squelettiques ont été développées. Elles
consistent a perfuser un membre entier. Cela permet de cibler non pas un muscle donné mais
I’ensemble des muscles du membre injecté. Jusqu’ici, ces méthodes d’injection ont montré
une meilleure tolérance vis-a-vis du produit du transgene mais également une meilleure

efficacité de transduction des muscles.

Parmi ces voies d’administration émergentes en transfert de gene, une méthode
d’injection a été adaptée de protocoles utilisés en chimiothérapie. Elle consiste a isoler un
membre de la circulation a 1’aide d’un garrot et de placer deux cathéters : un dans I’artére
tibiale antérieur, ’autre au niveau de la veine fémorale. L’injection se fait par drainage
veineux suivi d’une perfusion contenant le vecteur a 1’aide d’une pompe. Ce protocole a été
testé chez des primates et a montré une bonne tolérance a des volumes et pression minimiseés.
Cette voie d’injection a aussi permis dans ce modele de maintenir 1I’expression du transgene
jusqu’a au moins 3 mois post-injection (Chicoine et al. Abstract #91, ASGCT 2013). Cette
méthode, bien qu’efficace et déja utilisée dans des protocoles cliniques apparait comme assez

invasive car elle nécessite une approche chirurgicale pour permettre 1’abord artériel.

Une autre méthode d’injection passe par 1’isolement d’un membre a 1’aide d’un garrot,
le vecteur est alors injecté par voie intraveineuse ou intra-artérielle. Dans un premier temps,

ce mode d’administration était utilis¢ avec des agents vasodilatateurs pour permettre a
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I’AAVTr de passer les barriéres endothéliales. Dans un modele de hamster, 1’injection par voie
intra-artérielle couplée a deux vasodilatateurs (I’histamine et la papavérine) a montré une
transduction de I’ensemble des muscles du membre isolé en opposition a 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 coté 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, I’injection IM ne permettait qu’une
expression localisée du transgéne au site d’injection. Il est cependant a noter que ces chiens
¢taient 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 étre transposée aux patients car I’utilisation de vasodilatateurs tels que

I’histamine et la papavérine est déconseillée.

Dans le but d’éviter le traitement nécessaire a la vasodilatation, une autre méthode a
été développée et consiste a isoler un membre a 1’aide d’un garrot et a injecter le vecteur par
voie veineuse cette fois et sous pression (Su et al. 2005). Cette voie, qui a fait I’objet de cette
these, sera dénommée dans le manuscrit voie intraveineuse locorégionale (LR). Le fait
d’injecter le vecteur sous pression va permettre une perméabilisation transitoire de la barriére
endothéliale et une diffusion dans le membre entier. Cette méthode a d’abord été appliquée a
des rats puis a des chiens et a été bien tolérée : I’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 a d’autres
modeles : des chiens hémophiles mais aussi des primates. Les données obtenues a partir
d’injection de chiens hémophiles, toujours sous immunosuppression, ont montré que
I’expression du FIX pouvait étre maintenue jusqu’a 4 ans post-injection (Arruda et al. 2010).
Cependant, la faible dose (1x10"2 vg/kg) ne permettait pas d’atteindre un taux thérapeutique.
C’était en revanche le cas a une dose intermédiaire (3x10 vg/kg), sans pour autant
développer de facteurs neutralisants contre le FIX méme aprés arrét de I’immunosupression.
Par contre, & la dose la plus forte (8,5x10* vg/kg), méme 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 1’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 a une réponse lymphocytaire sécrétant
de I’IL-10 et non de I’I[FNy 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 thése.

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 premiere étude a montré que les
primates toléraient ce protocole et que cela aboutissait & une transduction de 1’ensemble des
muscles du membre injecté comparé a la voie IM ou la détection se limitait au muscle injecte.
L’expression du transgene était également maintenue jusqu’a au moins 20 mois post-injection
(Toromanoff et al. 2008). La seconde étude a consisté a injecter un AAV1r-rtTA-Epo par
voies IM ou LR toujours dans un modele de primate. Le systeme rtTA-Epo est un systéme
inductible a 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 gene de
I’Epo. L’Epo est ensuite mesurable de maniére indirecte par mesure de I’hématocrite et de
maniere directe grace a 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 I’expression de I’Epo : le pic de sécrétion d’Epo est toujours détectable entre 7
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et 11 mois post-injection et méme a plus de 5 ans (Toromanoff et al. 2010 et données non

publiées) (Figure 23).
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Figure 22: Vecteur AAV utilisé dans I’étude de Toromanoff et al, 2010. Le vecteur code pour
I’erythropoiétine de macaque (cmEpo) sous contrdle du promoteur inductible a la doxycycline Py ", le
transactivateur tTA-M2 est sous le contr6le 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
I’Epo de macaque. ITR, inverted terminal repeat de I’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 a 1’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, I’efficacit¢ de transduction est limitée et n’aboutit pas a une
amélioration de la pathologie (Qiao et al. 2009). Par ailleurs, ces voies d’injection semblent
permettre une expression a long terme du transgene, sans induire de réponse immune a
I’encontre du produit du transgéne contrairement a la voie IM. Les mécanismes permettant le
maintien de ’expression du transgéne a 1’aide de cette voie restent encore inconnus. C’est
pourquoi cette thése s’est intéressée aux interactions entre le vecteur AAV et le systeme

immunitaire de 1’hote apres transfert de géne dans le muscle a I’aide de la voie LR.
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Figure 23 : Mesure de I’Erythropoiétine dans le sérum de primates apreés injection par voie locorégionale
d’un vecteur AAV1-rtTA/Epo (Figure 22). Les trois primates ont recu une dose de 1x10* vg/kg de vecteur. Le
titre en érythropoiétine est exprimé en milliunité par millilitre (mU/mL). Chaque induction a la doxycycline
entraine un pic d’expression de I’Epo. Extrait de Toromanoff et al. 2010 et données non publiées
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1. Contexte et objectifs de la these

A.  Contexte et objectifs

Le laboratoire INSERM 1089 ou j’ai effectué ma thése a Nantes évalue depuis
maintenant un peu plus d’une quinzaine d’années 1’efficacité de transfert de gene a 1’aide des
vecteurs AAV dans le muscle squelettique, essentiellement dans un modeéle de primate. Les
premicres études initiées par David Favre et Pierre Chenuaud concernant I’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 transgéne (qu’il soit autologue ou hétérologue) chez le
primate, contrairement a ce qui avait été décrit dans les modeles murins. En effet, des souris
injectées avec un vecteur codant pour I’Epo sous contréle d’un promoteur inductible a la
doxycycline ont montré qu’il était possible de réguler 1’expression de I’Epo jusqu’a 29
semaines aprés une administration du vecteur par voie IM (Bohl et al. 1998). La transposition
de ce modéle chez le primate a montré ses limites. En effet, des primates injectés avec le
méme type de vecteur codant également pour I’Epo autologue sous contréle d’un promoteur
inductible a la doxycycline (Figure 22) pouvaient développer une réponse humorale dirigée
contre le transactivateur rtTA nécessaire a 1’activation du promoteur Pt (David Favre et al.
2002) ou contre I’Epo endogene elle-méme donnant lieu a 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 I’immunogénicité de la voie IM envers le produit du transgene a aussi été
montrée dans d’autres modéles 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 modeles de gros animaux.
Cette voie s’est avérée plus efficace que la voie IM puisqu’elle permet de transduire
efficacement I’ensemble du membre perfusé. De plus, elle semble moins immunogéne que la
voie IM vis-a-vis du produit du transgéne. En effet, le laboratoire a montré que contrairement
a la voie IM, la voie LR permet un maintien de I’expression du transgéne jusqu’a 5 ans post-

injection sans initier de réponse humorale ni de réponse IFNy médiée par les LT contre le
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produit du transgene (Toromanoff et al. 2010 et données non-publiées). Une autre équipe a
confirmé ces resultats dans un modéle de chiens hémophiles ou I’expression du FIX était
maintenue jusqu’a plus de deux ans aprés 1’injection (Arruda et al. 2010). Cette méme équipe
a montré que la voie LR, couplée a un traitement immunosuppresseur, n’entrainait pas de
réponse humorale neutralisante dirigée contre le produit du transgéne et a montré I’initiation
d’une réponse cellulaire a caractéere tolérogénique. En effet, la présence de LT CD4 sécrétant
de I’'IL10 et exprimant le Foxp3 a été mise en évidence apres restimulation de PBMC avec la
protéine FIX canine ou un peptide donné du FIX (Haurigot et al. 2010). Cette réponse
cellulaire était associée a une réponse humorale de type IgG2 suggérant une réponse T de type

Th2 chez ces chiens immunosupprimeés.

Ainsi, I’ensemble de ces études montre bien 1’avantage de la voie LR sur la voie IM
pour transduire de maniére efficace et a long terme le muscle, sans pour autant induire de
réponse immune délétére vis-a-vis du produit du transgéne. Cependant, les mécanismes
expliquant le maintien de I’expression du transgeéne a long terme ou bien son rejet restent
encore mal élucidés. Il semble néanmoins que la nature des interactions entre le vecteur et le
systéme immunitaire de 1’hdte soit déterminante. C’est pourquoi, cette theése a eu pour objectif
principal de caractériser ces interactions entre le vecteur AAV et les acteurs du systeme
immunitaire apres transfert de gene dans le muscle squelettique. Pour cela, ce travail a été

divisé en trois parties.

La premiere partie a consisté a étudier la biodistribution du vecteur dans un modele
murin aprés une injection par voie IM. Pour cela, la biodistribution du vecteur a I’échelle des
tissus cibles et des organes lymphoides mais aussi a [’échelle des cellules
immunocompétentes a été étudiée. Le but était de déterminer une cinétique de biodistribution
du vecteur dans les organes lymphoides secondaires, de caractériser les cellules transduites
dans ces tissus et de mettre en évidence la transduction d’ APC et plus particulierement 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 deuxiéme et troisieme parties avaient pour objectifs de comprendre pourquoi la
voie LR se révele étre moins immunogéne que la voie IM dans un modeéle de primate et si le
promoteur a un impact sur I’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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modele, I’expression du transgene, la réponse immune vis-a-vis du produit du transgene, les
interactions entre le vecteur AAV et les organes lymphoides et les cellules
immunocompétentes et enfin, I’impact de la voie LR sur ’expression de geénes codant pour
des cytokines et chimiokines impliquées dans la réponse inflammatoire ont été étudiés. Tous
ces parametres, 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-a-

vis du produit du transgene.

B.  Choix expérimentaux

1. Modeles animaux

Afin de réaliser mes travaux de thése, il était primordial d’utiliser des modéles
animaux pertinents capables de mimer des phénoménes immunitaires observables chez le
patient. En effet, comme nous 1’avons vu auparavant, c¢’est en passant des modéles de petits
animaux tels que la souris a des modeéles gros animaux tels que le chien, le chat ou encore le
primate que les protocoles de transfert de géne ont montré leurs limites d’un point de vue
immunologique. Dans cette optique, le macaque nous semblait étre un mod¢le d’étude de
choix et tout a fait envisageable grace au centre de Boisbonne qui héberge des macaques

cynomolgus (Macaca fascicularis) a proximité du laboratoire.

Une étude préliminaire et complémentaire a été réalisée chez des souris C57/BI6. Elle
a consisté a étudier la cinétique de biodistribution du vecteur dans les organes lymphoides
ainsi que la cinétique d’expression du transgéne d’intérét. En effet, une des hypothéses
concernant I’immunogénicité de la voie IM est que ’AAVr interagit avec les organes
lymphoides et les cellules immunocompétentes. Le modele murin nous permettait de
déterminer si le vecteur était détecté dans ces organes et a quel moment, mais aussi de
caractériser le type de cellules qui y sont transduites avec un interét particulier pour les APC
et les DC. Il est cependant a noter que cette étude a été réalisée en faisant abstraction de la
problématique concernant le rejet du transgéne puisqu’elle n’est pas critique dans les modéles

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, ’AAV2r et ’AAVIr n’apparaissent plus comme les sérotypes privilégiés pour
le transfert de géne dans le muscle squelettique. En effet, ’AAV2 montre la séroprévalence la
plus importante chez I’'Homme quelle que soit la région du monde. L’AAV1, quant a lui, a
une séroprévalence plus faible et présente un tropisme trés efficace dans le muscle
squelettique. Cependant, sa faible diffusion en dehors du site d’injection lui confére une
inefficacité du transfert de géne a distance ainsi qu’une immunogeénicité plus importante
pouvant aboutir a une inefficacité du transfert de géne (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 géne (Mingozzi et al. 2003). Par ailleurs, il présente
une séroprévalence beaucoup plus faible que I’AAV1 ou I’AAV2 chez I’'Homme, limitant
ainsi le risque de neutralisation de I’AAV apres 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 a traiter la myopathie de Duchenne par une stratégie

de saut d’exon aprés une administration par voie LR du vecteur thérapeutique.

Dans le but de vérifier si la voie LR est une voie permettant une expression a long
terme du transgéne quel qu’il soit, nous avons fait le choix d’utiliser un vecteur scAAV plutot
qu’un ssAAV et ce, pour deux raisons : i) la synthese du second brin d’ADN peut étre une
étape limitante dans ’efficacité d’expression du transgene 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 immunogeéne 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 maniére a augmenter
la pertinence de nos travaux. Dans la plupart des essais cliniques, des doses croissantes en

vecteur sont injectées de maniere a déterminer la dose minimale pour obtenir un effet
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thérapeutique. Ces doses se situent entre 1x10™ et 2x10* 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 Iessai clinique pour traiter la DMD, la dose thérapeutique a été définie autour de 2,5x10%
vg/kg au cours de I’étude préclinique dans un modele de chiens dystrophiques GRMD (Le

Guiner et al, manuscrit en préparation).

Ainsi, dans I’étude de biodistribution du vecteur dans un modéle murin, les souris ont
été injectées avec une dose de 2x10** vg totaux, correspondant & environ 1x10* vg/kg. Dans
I’étude comparant I’immunogénicité de la voie LR a la voie IM, les primates ont recu une
dose de 7x10" vg/kg.

3. Choix du promoteur et du transgéne

Pour le transfert de géne, 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 transgéne et d’autre part une expression dans les APC pouvant
favoriser I’initiation d’une réponse immune. En effet, quelques études montrent que la
présence d’un promoteur spécifique du muscle, aprés une injection 1M, permet de diminuer la
réponse immune dans des modeles 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 I’étude chez la souris : le promoteur CMV. Ce promoteur a souvent été utilise
dans des protocoles de transfert de géne a 1’aide d’AAV (Miyoshi et al. 1997 ; Sullivan et al.
1997 ; Kay et al. 2000 ; Manno et al. 2003). Dans 1’étude chez le primate, en plus de la voie
d’administration nous avons voulu mesurer ’impact du promoteur sur la réponse immune
dans le but notamment de vérifier si méme en présence d’un promoteur ubiquitaire la voie LR
reste faiblement immunogéne. C’est pourquoi nous avons comparé le promoteur CMV et le
promoteur desmine spécifique du muscle, et déja 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 maniére a étudier les interactions entre le vecteur AAV et le systéme immunitaire,
nous avions besoin d’un transgéne dont ’expression est facilement détectable dans les tissus
et les cellules d’intérét. Nous avons donc opté pour un géne rapporteur plutdt qu’un transgéne
thérapeutique. Le gene rapporteur doit présenter plusieurs propriétés : i) il doit étre étranger
au génome de maniére a le différencier facilement des protéines endogeénes, ii) il doit étre
facilement détectable afin de déterminer dans quels tissus il est exprimé et iii) il doit étre

quantifiable.

Plusieurs génes rapporteurs sont utilises dans les protocoles de thérapie génique : le
LacZ qui code pour la B-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 a 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 étre immunogéne dans certains modeles de souris (Skelton,
Satake, et Kohn 2001) mais également dans des modéles de gros animaux comme le primate
(Wang et al. 2010). Son utilisation devrait également nous permettre de conclure quant a la

capacité de la voie LR & induire une expression a long terme d’un transgéne quel qu’il soit.
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I111.Résultats

A. Etude de la biodistribution du vecteur dans les organes

lymphoides apres injection IM d’'un AAV8r dans un modeéle murin.

1. Contexte de I'étude

Le déclenchement de la réponse immune apres 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 I’AAVr de sérotype 1 (Arruda et al. 2005 ; Toromanoff et al. 2010). Cela
peut avoir plusieurs conséquences sur ’initiation d’une réponse immune. D’une part, le
vecteur viral peut étre drainé de maniére importante dans les organes lymphoides favorisant
ainsi les interactions avec les cellules de I’immunité. D’autre part, il peut transduire
directement les APC telles que les DC in situ. Ces cellules transduites in situ ou dans I’organe
lymphoide le plus proche peuvent alors présenter aux lymphocytes un antigéne a leur surface
par 1I’intermédiaire des molécules du CMH. Des antigénes provenant de corps apoptotiques,
de cellules en nécrose ou encore de cellules transduites par le vecteur AAV peuvent
également étre captés par des APC et une fois chargés sur une molécule du CMH, présentés
aux lymphocytes. C’est cette deuxieme hypothése 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 I’AAVS transduirait peu ou pas les DC murines, ce qui rendrait ce
sérotype peu immunogéne (Mays et al. 2013). D’un autre c6té, des etudes montrent
I’implication du TLR9 dans le déclenchement de la réponse immune contre I’AAV. Ce
récepteur est notamment exprimé a 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 1’importance des interactions entre le

vecteur AAV et le systéme immunitaire de 1’hte dans I’initiation d’une réponse immune bien
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que la transduction de cellules immunitaires n’ait pas ét¢é démontrée de maniere directe in

Vivo.

Notre objectif ici a été de documenter les interactions entre le vecteur AAV et le
systéme immunitaire de 1’h6te apres une injection par voie IM, en caractérisant les cellules
immunitaires transduites in vivo avec un intérét particulier pour les DC. Le sérotype 8 nous a
paru pertinent pour ses perspectives cliniques a court terme et parce que sa capacité a
transduire des DC reste encore assez peu étudiée in vivo contrairement aux serotypes 1 et 2.
Pour cela, nous avons injecté des souris avec un vecteur SCAAV8 codant pour la GFP sous

contréle d’un promoteur ubiquitaire : le promoteur CMV.

Dans ce modéle, nous avons étudié i) la biodistribution du vecteur dans le muscle et
les organes lymphoides a 1’échelle du génome viral et du transcrit, ii) la transduction in situ de
cellules immunocompétentes dans les organes lymphoides et iii) la transduction des DC in

Vivo.

Les résultats sont présentés dans I’article ci-dessous qui sera prochainement soumis au

journal Human Gene Therapy.
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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 IFNy 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
mirl42.3p-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 AAVS8 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" 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
AAVS 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 AAVS 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
guantity (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 rAAVS 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 APOBECS3 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 rAAVS8 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
gPCR 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*" 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, gRT-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 g-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
rAAYV 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" 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 rAAVS 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/BI6 mice (Charles River
laboratory). After anesthesia by ketamin and xylazin, mice were injected intramuscularly in the two
tibialis anterior muscles with 2x1el1 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

(NH,CI, KHCO3, Na,EDTA) 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 Tagman 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
guantification or classical PCR targeting the GFP transgene and the endogenous HPRT. For RT-
gPCR, relative quantity (RQ) of transcript levels was determined as RQ=2"" where ACt= Ct
transgene = C1 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 1gG (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 CD11lc 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 sScAAV8-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 gPCR (RT-gPCR) 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: 100pm.

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: 50um.

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
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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 g-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 g-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 sScCAAV8 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 g-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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GFP copies/diploid genome
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En résumé :

e L’AAYV de sérotype 8 interagit de maniére precoce avec le systeme immunitaire

de I’hdte et plus particulierement les organes lymphoides secondaires apres
administration du vecteur par voie IM.

e 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

I'initiation d’'une réponse immune.

1. Contexte de I’étude

Contrairement a la voie IM, la voie LR, dont le protocole d’injection a été transposé
dans un modéle de primate au laboratoire, semble moins immunogéne et permet une
transduction de I’ensemble des muscles du membre injecté. En effet, le laboratoire a montré
précédemment que cette voie d’administration permettait une expression a long terme du
transgene sans induire de réponse immune délétere (Toromanoff et al. 2010). Dans un
contexte d’immunosuppression, cette voie pourrait méme initier une réponse lymphocytaire a
caractéere tolérogénique comme cela a été montré dans un modeéle de chien déficient en FIX
(Haurigot et al. 2010).

Les mécanismes responsables du maintien a long terme du transgene voire de
tolérance apres une injection par voie LR ne sont pas bien élucidés. Une des hypothéses
évoquées serait que, contrairement a 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’antigénes provenant de la capside ou du produit du transgéne dans le ganglion lymphatique

le plus proche.

De maniere a confirmer que la voie LR est moins immunogene que la voie IM, nous
nous sommes placés dans un contexte décrit comme des plus favorables pour I’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 1’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 utilise comme référent en

terme d’immunogénicité vis-a-vis du produit du transgéne.

Dans cette étude, nous avons analysé i) 1’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 transgene, iii) les interactions entre le vecteur AAV et les organes lymphoides et
iv) ’impact de la voie LR sur I’expression de cytokines et/ou chimiokines impliquées dans la

réponse inflammatoire.

Les résultats sont présentés ci-dessous. Un article devrait étre soumis en novembre

2013 a 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 a I’aide d’un plasmide contenant la séquence codant pour
la GFP sous le contréle des promoteurs CMV ou desmine, le signal de polyadénylation SV40
entourée de deux ITR dérivés de ’AAV2 et le plasmide pDP8 contenant les séquences virales
nécessaires pour la réplication et ’encapsidation. Les vecteurs ont été purifiés a 1’aide d’un
gradient de chlorure de césium et les titres ont été déterminés par dot plot et par PCR
quantitative (qgPCR). Ils sont exprimés en nombre de copies de génome viral par millilitre
(vg/mL).

b) Animaux et administration du vecteur

Les expériences ont été realisees sur des macaques cynomolgus de 3,5 a 6,5 kg
provenant de BioPrim (Baziege, France). Ces expériences ont été approuveées par le Comité
Régional d’Ethique en Expérimentation Animale (CREEA) de Loire-Atlantique. Sept
macaques (Mac 1 a 7) ne présentant pas de facteurs neutralisants pré-existants dirigés contre
la capside de ’AAVS8 ont été sélectionnés et répartis en trois groupes. Mac 1 a 6 ont ete
injectés par voie LR alors que Mac 7 a été injecté par voie IM. Mac 1 & 3 ont recu un vecteur
SCAAV8-Des-GFP alors que Mac 4 & 7 ont un regu un vecteur SCAAV8-CMV-GFP. Tous les

macaques ont été injectés avec une dose de vecteur de 7x10* vg/kg.
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L’injection par voie LR a déja été décrite par Su et al, 2005. Brievement, ce mode
d’injection a consisté a placer un cathéter dans la veine saphéne du membre inférieur et un
garrot au niveau de I’articulation coxo-fémorale. Le vecteur a été dilué dans un volume de
tampon Ringer-Lactate correspondant a 20% du volume du membre (environ 12mL/kg).
L’injection a commencé 10 minutes apreés une période d’ischémie, a une pression de 300 mm
Hg. Aprés l’injection, ’infusion du vecteur est maintenue pendant 10 minutes avant de
relacher le garrot. L’injection par voie IM a consisté & injecter une dose de 7x10% vg/kg de
vecteur en cinq points d’injection répartis le long du muscle tibial antérieur. Les prélevements
sanguins ont €té¢ réalisés sous anesthésie a 1’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 a 5 jours apres la chirurgie pour éviter tout inconfort pour 1’animal. Les
macaques ont été euthanasiés entre 12 et 14 mois apres injection et leurs tissus ont été
collecteés.

c) Extraction d’ADN et PCR quantitative

L’ADN génomique (ADNgQ) a été extrait a partir de tissus a 1’aide du kit Gentra
Puregene (Qiagen). Les génomes viraux ont été quantifiés par gPCR a partir de 50 ng
d’ADNg. Deux gPCR ont été réalisées, ['une ciblant la séquence GFP, ’autre ciblant la
séquence e-globine, géne endogene permettant de normaliser le nombre de copies. Les gPCR
ont été réalisée a 1’aide de 1’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 a 95°C suivi de 40 cycles de 1 seconde a 90°C et 20 secondes a
60°C. Les amorces utilisées pour la séquence e-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 gPCR était composée d’un cycle de

dénaturation de 20 secondes a 95°C suivi de 40 cycles de 3 secondes a 90°C et 20 secondes a
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60°C. Pour chaque échantillon, les résultats sont exprimés en nombre de copies de génome
viral par génome diploide (vg/dg). Pour cela, les valeurs de Ct (Cycle threshold) ont été
rapportées a une gamme de dilution de plasmides portant les séquences GFP ou e-globine et

allant de 10° & 10 copies.

d) Extraction d’ARN et RT-PCR quantitative

Les ARN ont été extraits a partir de tissus apres une incubation de cing minutes dans
du Trizol (Life Technologies — Invitrogen) a température ambiante et une purification a I’aide
de chloroforme. Les ARN ont ensuite été traités a I’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
Tagman a I’aide de I’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems) en ciblant d’une part
la séquence GFP, spécifique du génome viral, et d’autre part la séquence endogene HPRT
(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase). La séquence GFP a été ciblée a I’aide
des amorces et de la sonde décrite précédemment dans le paragraphe Extraction d’ADN et
PCR quantitative. La séquence HPRT a été quantifiée a 1’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 a 95°C suivi de
40 cycles de 3 secondes a 95°C et 30 secondes a 62°C. Pour chaque échantillon, les résultats

sont exprimés en quantité relative (RQ) ou RQ:Z'ACt et ACt= Ct yransgene - Ct endogene-

e) Isolement de PBMC et de splénocytes

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées a I’aide d’un
gradient de densité. Le sang a été deposé sur du ficoll (d=1,093) puis centrifugé pendant 20
minutes a 760g a 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 a I’aide d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO3;, Na;EDTA)
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pendant 10 minutes a température ambiante. Apres 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 éteé isolés a partir des rates de primate prélevées a 60 jours post-
injection. Les cellules ont été obtenues apres dissociations mécanique et enzymatique. Cette
derniére consistait en un traitement a la collagénase D (2 mg/mL) suivi d’une incubation de
30 & 45 min a 37°C. De I’EDTA 0,IM pH7,2 a alors été rajouté pour arréter la digestion
enzymatique. Les suspensions cellulaires ont été récupérées aprés passage sur un tamis
100um et centrifugées 10 minutes a 580g a +4°C. Les globules rouges ont été lysés a ’aide
d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO3; NaEDTA) pendant 10 minutes a température
ambiante. Apreés la lyse, deux lavages ont été realisés 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 a 10 micrometres ont été réalisées a partir des
¢chantillons de muscles et étalées sur des lames de polylysine. L’analyse de la présence de la
protéine GFP a été réalisée a 1’aide d’un microscope confocal (Nikon, C1, Champigny sur
Marne, France) équipé d’un laser a argon ionis¢ (488nm). Pour les colorations HES, les
noyaux ont été colorés avec I’hématoxyline, les cytoplasmes avec de 1’éosine-érythrosine et le
tissu conjonctif avec du safran. Les coupes ont été lavées avec de 1’alcool puis déshydratées
avec du toluéne.

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 a temperature ambiante
puis a +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 a 1’Alexa fluor 488 (Life Technologies - Molecular Probe) ou a I’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 a argon ionise (488nm) pour observer la protéine GFP et les cellules positives en CD4 et
CD8 et un laser a 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 a
8um ont été réalisées a partir des échantillons de muscles et étalées sur des lames de
polylysine. Les coupes ont été fixées avec de 1’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
chévre pendant une heure a température ambiante puis incubées avec 1’anticorps anti-FoxP3.
Les coupes ont été incubées avec un anticorps biotinylé puis avec de la streptavidine couplée
a la peroxydase. Enfin, les coupes ont été incubées avec le substrat, colorées avec

I’hématoxyline et déshydratées avec de 1’alcool.

g) Réponse humorale dirigée contre la protéine GFP et la

capside de I’AAV8 dans le sérum de primate

Réponse humorale anti-GFP. Les anticorps dirigés contre la protéine GFP ont été
détectés a I’aide d’un test ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Des plaques 96
puits (Nunc 96 well plates (Thermo scientific)) ont été incubées a +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 a I’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 a 37°C. Apreés trois lavages, les sérums des primates dilués en série ont
été incubés pendant 2 heures a 37°C. Les contrdles positifs ont consisté a 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 a 37°C avec un
anticorps secondaire couplé a la peroxydase (Southern Biotech, anticorps polyclonal de
chévre anti-rhésus/HRP). Apres trois lavages, le substrat (Tétraméthylbenzidine (TMB), BD)
a eté ajouté puis incubé pendant cing minutes a température ambiante. La réaction a eté

arrétée avec de 1’acide phosphorique 1M. Les plaques ont été lues a 1’aide d’un spectrométre
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(Multiscan GO, Thermoscientific) a 450 nm avec une correction a 570 nm. Le titre en
anticorps correspond a la derniere dilution ou la valeur de densité optique (DO) est supérieure

a la moyenne des DO d’échantillons négatifs (n=22) a la méme dilution £ 2SD.

Réponse humorale anti-AAV8. Cette analyse a consisté a 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 & J60 post-injection) contre I’AAV8 ont été detectés
a I’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 peénicilline/streptomycine a 37°C
sous 5% de CO,. Chaque puits a été transduit avec de 1’adénovirus sauvage a une MOI
(Multiplicity of Infection) de huit particules infectieuses par puits. Des dilutions en séries (de
1/10 & 1/1x107) des sérums & tester ont été réalisées dans du milieu DMEM-2% SVF. 4x10°
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 a température
ambiante avant d’étre ajoutés aux cellules HelaT. Le controle négatif a consisté a incuber le
vecteur avec un sérum de primate connu pour ne pas présenter de facteurs neutralisants alors
que le contr6le positif a consisté a incuber le vecteur avec un sérum de primate connu pour
présenter des facteurs neutralisants contre I’AAVS8. Apres 24 heures, les cellules ont été
incubées avec 500pL de PBS-glutaraldéhyde 0,5% puis rincées avant d’étre incubées avec le
X-gal pendant 6 heures a 37°C. L’efficacité de transduction est analysée en évaluant le
nombre de cellules exprimant la B-galactosidase. Le titre correspond a la dilution la plus forte
a laquelle la transduction de I’AAV est inhibée a 100%.

Les anticorps dirigés contre la capside de ’AAVS8 ont quant a eux été détectés a I’aide d’un
test ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Des plaques 96 puits (Nunc 96 well
plates (Thermo scientific)) ont été incubées & +4°C sur la nuit avec 5x10° vg par puits d’un
vecteur AAV8 dilué dans un tampon carbonate (carbonate 0,1M, pH=9,6). Les plaques ont été
lavées a 1’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 a 37°C. Apres 3 lavages, les
sérums des primates dilués en série ont été incubés pendant 2 heures a 37°C. Les controles
positifs ont consisté a utiliser un anticorps anti-AAV8 (ADK8 (Progen), fourni par le
laboratoire de Kleinshmidt) et un sérum de primate immunisé contre I’AAVS. Les plaques ont
été lavées en tampon de lavage puis incubées pendant une heure a 37°C avec un anticorps
secondaire polyclonal de chévre dirigé contre les Ig humaines et couplé a la biotine (Jackson).

Les plaques ont ensuite été lavées avec le tampon de lavage et incubées pendant une heure a
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37°C avec de la streptavidine couplée a la peroxydase (Vector Laboratories). Aprées trois
lavages, le substrat (Tétraméthylbenzidine (TMB), BD) a été ajouté puis incubé pendant cing
minutes a température ambiante. La réaction a été arrétée avec de I’acide phosphorique 1M.
Les plaques ont été lues a I’aide d’un spectromeétre (Multiscan GO, Thermoscientific) a 450
nm avec une correction a 570 nm. Le titre en anticorps correspond & la derniére dilution ou la
valeur de densité optique (DO) est supérieure a la moyenne des DO d’échantillons négatifs

(n=29) a la méme dilution + 2SD.

h) Réponse cellulaire dirigée contre la protéine GFP et la

capside de I’'AAVS

Réponse cellulaire anti-GFP. Un test ELIspot (Enzyme-linked Immunosorbent Spot) a
¢té utilisé pour mesurer la sécrétion d’TFNy, d’IL2 ou d’IL10 a partir de splénocytes totaux ou
de splénocytes déplétés en CD4 ou CD8 ou de PBMC envers la protéine GFP. Les
splénocytes ont ét¢ déplétés en LT CD4 ou LT CDS par sélection positive a ’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 cing pools (Pool 1 et 2 ou 1 a5).

Réponse cellulaire anti-AAV8. Un test ELIspot (Enzyme-linked Immunosorbent Spot)
a été utilisé pour mesurer la sécrétion d’IFN a partir de PBMC envers la protéine VP1 de la
capside de ’AAVS. 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 I’AAV8 (Pepscreen, Sigma). Les peptides ont été répartis en trois pools (Pool 1
a3).

Concernant la méthodologie expérimentale, des plaques 96 puits (Multiscreen filter plates,
Millipore) ont été incubées a +4°C sur la nuit avec les anticorps anti-IFNy (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 a
37°C. 2x10° cellules ont été déposées dans chaque puits et incubées avec les différents pools
de peptides (10pg/mL) ou la phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 10ng/mL)/ionomycine
(iono, 250ng/mL) utilisée comme contrdle positif ou encore avec un pool de peptides ne

codant pour aucun antigene 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 €té incubées 48 heures a 37°C
sous 5% de CO; puis lavées une fois a I’H,O avant d’étre incubées pendant 10 minutes dans
de I’H,0. Les puits ont été lavés avec du PBS 1X puis incubés avec des anticorps couplés a la
biotine dirigés contre I’IFNy, I’IL2 ou I’IL10 pendant deux heures a 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 a 37°C. Aprés lavages, le substrat (BCIP/NBT, Sigma) a été ajouté et
incubé pendant neuf minutes a température ambiante. La réaction a été stoppée avec de I’H,0.
Le nombre de spots a été déterminé a I’aide d’un lecteur (ELISpot reader ELRO7, 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° cellules. Elles ont été considérées
comme positives quand le nombre de SFC/10° cellules est supérieur & 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 a des temps précoces post-injection : entre 1
et 30 jours. Le sang a été préleve en tube EDTA et centrifugé pendant 8 minutes a +4°C, a
3000 rpm. Le surnageant correspondant au plasma a été récupéré et conservé a -80°C. Les
cytokines inflammatoires contenues dans le plasma ont été quantifiées a I’aide du Kit
Multiplex Primate (Fluorokine MAP, R&D). Les résultats ont été analysés a I’aide du
Luminex Analyzer (BioPlex 200, BioRad).

i) Analyses de 84 genes impliqués dans la réponse

inflammatoire dans les muscles et ganglions lymphatiques

Les ARN ont été extraits a partir de tissus apres une incubation de cing minutes dans
du Trizol (Life Technologies — Invitrogen) a température ambiante et une purification a I’aide

de chloroforme. Les ARN ont ensuite été traités a 1’aide du kit RNase-Free DNase Set
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(Qiagen) pour éliminer tout ADN contaminant. Les ARN ont été concentrés grace au kit
RNeasy MinElute Cleanup (Qiagen). Les réactions de reverse-transcription ont été réalisées a
partir de 500 ou 300 ng d’ARN pour les ganglions lymphatiques et muscles respectivement a
I’aide du kit RT? First Strand (Qiagen). Les 84 génes impliqués dans la réponse inflammatoire
ont été analysés a I’aide des plaques RT? Profiler PCR Array (Qiagen) sur I’appareil ABI
StepOne Plus (Applied Biosystems). Les analyses ont été realisées a I’aide du logiciel RT?

Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5.

k) Analyses phénotypiques des PBMC

Pour les analyses phénotypiques, les LT et LB ont été marqués a 1’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 a 1’aide des marqueurs
CD3/CD4/CD25/CD127/Foxp3. Les PBMC ont été marqués pendant 20 minutes a +4°C a
I’obscurité. Le marquage intracellulaire réalisé pour ’anticorps anti-Foxp3 a été effectué a
I’aide du kit Anti-Human Foxp3 Staining Set (eBioscience). Les différentes populations ont
été analysées par cytométrie en flux avec le cytometre LSR Il (BD) de la plate-forme de
cytométrie de la Structure Fédérative de Recherche (SFR) Francois Bonamy. Les analyses ont
été réalisées a I’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 & 3) ou un vecteur SCAAV8-CMV-GFP (Mac 4 & 6) & une dose de 7x10%
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 transgéne. Ce
primate a recu la méme dose que les autres individus répartie en 5 points d’injection dans le

muscle tibial antérieur (Tableau 4).
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Mode

Animal Serotype d'injection Dose (vg/kg) Promoteur Suivi
Mac 1 SCAAV8 LR 7x10% Desmine 8,5 mois
Mac 2 SCAAV8 LR 7x10" Desmine 6,5 mois
Mac 3 SCAAVS LR 7x10% Desmine 8 mois
Mac 4 SCAAVS LR 7x10% CMV 1lan
Mac 5 SCAAVS LR 7x10% CMV 1lan
Mac 6 SCAAVS LR 7x10™ CMV 1 mois
Mac 7 SCAAVS M 7x10™ CMV lan

Tableau 4: Tableau récapitulatif des doses de vecteurs injectés, de la voie d’administration et du
promoteur utilisés dans I’étude. Trois macaques ont été injectés avec un vecteur sCAAV8-Des-GFP (Mac 1 a
3) par voie LR, 4 macaques ont été injectés avec un vecteur sSCAAV8-CMV-GFP. Mac 4, 5 et 6 ont recu le
vecteur par voie LR, Mac 7 par voie IM. Tous les primates ont recu la méme dose de vecteur de 7x10* génomes
viraux par kilogramme (vg/kg).

a) Expression de la GFP a long terme dans les muscles du

membre injecté aprés administration du vecteur par voie LR

Afin de confirmer que la voie LR permet une expression du transgéne a long terme
comme cela a été décrit auparavant (Toromanoff et al. 2010, Haurigot et al. 2010), nous avons
analysé 1’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 cranial) chez le primate injecté
par voie IM. Nos résultats montrent que, bien que la protéine GFP soit connue pour étre
immunogene chez le primate, elle est exprimée jusqu’a au moins trois mois chez les primates
injectés avec le sCAAV8-Des-GFP (Figure 24A). En plus d’un potentiel rdle de la voie LR
ici, il est possible que I’expression de la protéine Soit maintenue jusqu’a au moins trois mois
grace a I'utilisation d’un promoteur spécifique du muscle. En effet, un tel promoteur peut
restreindre 1’expression du transgéne dans les APC et empécher 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 contr6le du promoteur ubiquitaire CMV par voie
LR (Mac 4 a 6). Un macaque (Mac 7) a été injecté avec le méme vecteur par voie IM et a été

considéré comme un animal référent en matiére d’immunogeénicité de la GFP. L expression de
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la protéine a été analysée a huit mois post-injection dans les muscles du membre injecté
(Figure 24B). Nos résultats montrent que la protéine GFP est détectée jusqu’a huit mois et
méme jusqu’a un an post-injection (résultats non-présentés) chez les primates injectés par
voie LR. Cette analyse a long terme n’a malheureusement pas pu étre réalisée chez Mac 6 qui
a été euthanasié a 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 des J90, ce

qui suggeére son élimination dans ce cas (Figure 24C).

Ces résultats sont en accord avec 1’analyse de la présence de transcrit de génome viral
par RT-PCR quantitative dans ces mémes muscles puisque la quantité relative de transcrit a
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 méme muscle
pour les sites d’injection #3 et #2 respectivement. Par contre et de maniére étonnante, du
génome viral est toujours détecté a un an post-injection chez ce primate et ce, a 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 méme muscle
pour Mac 4 et 5 respectivement. Ces résultats suggérent que la perte d’expression de la
protéine GFP ne serait peut-étre pas entierement due a 1’élimination des cellules transduites
mais également a une régulation de I’expression du transgéne Secondaire aux signaux

inflammatoires in situ.

Enfin, ’analyse de la biodistribution du vecteur montre que la voie LR, couplée a
I’utilisation du sérotype 8, permet une diffusion du vecteur a distance du site d’injection. En
effet, du génome viral est détecté dans le membre supérieur a long terme chez tous les
primates : de 0,001 a 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 I’AAV de sérotype 8 a travers les barricres

endothéliales comme décrit auparavant (Wang et al. 2005).

En conclusion, nos résultats confirment que la voie LR permet de maintenir
I’expression d’un transgéne, méme immunogene, a long terme chez le primate quelle que soit

la nature du promoteur : spécifique d’un tissu ou ubiquitaire.
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A Mac 1 Mac 2 Mac 3

J90
B Mac 4 Mac 5 Mac 7 Témoin
8 mois
C J7 J30
Mac 7

J90 1an

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 sSCAAV8-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) a J90 aprés I’injection. Les observations par fluorescence directe montrent une
persistance de I’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 cranial du membre injecté ont été collectées a
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 intrinseque. C) Des biopsies musculaires ont été réalisées dans le muscle
injecté de Mac 7 a J7, J30, J90 et a un an post-injection. Echelle : 100pum
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Analyse précoce Analyse along terme

Gan_gllon Gangllo,n Rate Foie Tibial anterieur  Biceps femoral Gastrocnémien Gracile Biceps brachial Foie Gan_ghon Gangllo,n
drainant controlatéral drainant controlatéral
vg/dg 2.39 0.30 0.44 29.60 0.07 0.005 0.006
Mac 1 NA NA NA NA NA
RQ nd nd nd 0.03 29 0.18 nd
vg/dg 6.92 0.90 1.36 21.40 0.02 0.07 0.01
Mac 2 NA NA NA NA NA
RQ nd nd nd 0.05 0.89 0.36 nd
vg/dg 2.58 0.61 0.86 11.90 0.03 0.4
Mac 3 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
ac
RQ 0.06 0.06 nd nd 4.78 8.04 36.20 9.83 241 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
ac
RQ 0.06 0.04 nd nd 7.06 8.57 4.74 5.49 251 nd 0.06 0.04
vg/dg 0.31 0.10 0.262* 0.76 0.04 22.41 0.04 0.11 27,7*
Mac 6 NA NA NA
RQ 0.02 nd nd 0.41 0.51 0.99 0.34 0.23 1,8*
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
Mac 7
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 a J7 post-injection, des préléevements de rate et des biopsies hépatiques a J60 sauf pour Mac 6 ou les rate et foie ont été collectés a J30 (*). L’analyse a long
terme a €té réalisée sur des prélévements obtenus soit i) par des biopsies de muscles prélevées a 8,5 mois, 6,5 mois et 8 mois pour Mac 1, 2 et 3 respectivement ou ii) lors de prélevements post-
mortem chez Mac 4, 5 et 7 qui ont été euthanasiés un an post-injection et chez Mac 6 qui a été euthanasié a J30 post-injection. Le nombre de génomes viraux a été analysé par qPCR et est
exprimé en copies de génome viral par génome diploide (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 I’expression du transgéne soit maintenue

L’analyse de I’expression de la protéine GFP dans le membre injecté a montré une
persistance de I’expression du transgéne jusqu’a au moins huit mois post-injection. Dans les
¢tudes précédentes, ce mode d’administration avait déja permis une expression du transgene a
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
modele, qu’elle soit dirigée contre la capside et/ou le transgeéne. Pour cela, la présence
d’anticorps de type IgG dirigés contre la capside de I’AAVS et contre la protéine GFP a été
recherchée par ELISA au méme titre que la réponse cellulaire envers la capside de ’AAVS et

le produit du transgéne par ELISpot.

De maniéere non-surprenante, aprés injection, tous les primates ont développé des
facteurs neutralisants ainsi que des IgG dirigées contre la capside de ’AAV8 (Tableau 6). Il
est a rappeler que les animaux inclus dans 1’étude ne présentaient pas de facteurs neutralisants
ni d’IgG dirigés contre ’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) apres administration du vecteur et jusqu’a au moins 90 jours sans diminution des

titres a ce point.

La réponse cellulaire dirigée contre la capside de I’AAV8 a également été mesurée a
travers la sécrétion d’IFNy. Pour cela, les PBMC de primates collectés a différents temps
(avant injection puis entre J15 et un an post-injetion) ont été restimulés in vitro a 1’aide d’une
banque de peptides recouvrant la totalité de la séquence VP1 de la capside de ’AAVS. Ces
peptides de 15 acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en trois pools. Les
contrbles 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 a aucun antigéene connu chez le primate. Le contrle positif a consiste a
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’IFNy par les PBMC restimulés a été
détectée chez un seul animal (Mac 4) aussi bien avant injection qu’a quatre mois et un an

post-injection (Figure 25). Cette réponse ne semble cependant pas avoir d’impact sur
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I’expression du transgéne comme cela a pu étre décrit chez I’Homme lors de la réactivation de

cellules mémoires spécifiques de ’AAV aprés transfert de géne (Mingozzi et al. 2007a;
Mingozzi et al. 2009).

IgG anti-AAV NAF

Avant Aprés
Jo J3 J7 J15 J30 Jas J60 J75 J9o0 injection 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 ’AAVS. La
présence d’anticorps anti-AAV8 a été recherchée dans les sérums de primates collectés avant injection, a J3, J7,
J15, J30, J45, J60, J75 et J90 post-injection. Tous les échantillons ont été testés en duplicat. Le titre en anticorps
correspond a la derniéere dilution ou la valeur de densité optique (DO) est supérieure a la moyenne des DO
d’échantillons témoins (n=29) a la méme dilution £ 2SD. La présence de facteurs neutralisants (NAF) a été
analysée avant et apreés injection (J60 pour Mac 1-3, 4-5 et 7 et J30 pour Mac 6). Le titre correspond a la dilution
la plus forte & laquelle la transduction de I’AAV est inhibée a 100%. nd : non détecté, NA : non applicable

La réponse immune dirigée contre le produit du transgéne a également été analysée
chez ces animaux. Pour cela, la présence d’IgG anti-GFP a été recherchée dans le serum 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) aprés 1’injection quels que
soient le vecteur ou le mode d’administration. Ces anticorps sont détectés jusqu’a 90 jours
post-injection et les titres en anticorps sont supérieurs a la plus forte dilution qui est de
1/327680 dés J15 pour tous les animaux (Figure 26A).
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Figure 25 : Analyse cinétique de la sécrétion d’IFNy par les PBMC circulants en réponse aux peptides
dérivés de ’AAVS8 des primates injectés avec un vecteur scAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7). Les PBMC
ont été collectés avant injection, a 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 I’AAV8. Ces peptides de 15
acides aminés chevauchant sur 10 ont été regroupés en 3 pools (Pool 1 & 3). Le contrdle positif consiste a
restimuler les splénocytes a 1’aide d’un agent mitogéne : la PMA/ionomycine. Le contr6le négatif consiste en
une restimulation des cellules a I’aide d’un pool de peptides ne codant pour aucun antigéne connu chez le
primate. Les réponses sont exprimées en SFC (Spot Forming Colony) par 10° cellules. Elles sont considérées
comme positives quand le nombre de SFC/10° cellules est supérieur & 50 et au moins 3 fois supérieur au nombre
de spots détectés avec la condition pool contrdle. Les résultats sont exprimés en SFC/10° cellules. Test DFR,
*** : p<0,001

De maniere étonnante, I’expression de la GFP est maintenue a long terme chez nos
animaux injectés par voie LR malgré la présence d’une forte réponse humorale dirigée contre
le produit du transgene. Nous avons donc voulu étudié la présence d’une réponse cellulaire
dirigée contre la protéine GFP par ELISpot a travers la sécrétion d’IFNy dans un premier
temps. Pour cela, les splénocytes des primates ont été isolés a J60 post-injection et restimulés
in vitro a I’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 cing
pools. Les contrbles 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 a aucun antigéne connu chez le primate. Le contrdle positif a
consisté a stimuler les cellules avec de la PMA/iono. La sécrétion d’IFNy 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 a 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° cellules pour Mac 2 et
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323 SFC/10° cellules pour Mac 7. Ces résultats suggeérent que quel que soit le mode
d’administration du vecteur, une réponse spécifique des LT contre la protéine GFP est induite.
Ces resultats ont par ailleurs été confirmés a partir de PBMC collectés a différents temps post-

injection chez les primates injectés avec le vecteur SCAAV8-CMV-GFP. La sécrétion d’IFNy

est détectée a partir de J45 et jusqu’a I’euthanasie & un an post-injection (Figure 27).

cellules pooJ Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono
contrble
Splénocytes 28 52 195 40 158 60 2100
Splénocytes
Mac 1 déplétés en CD4 15 25 143 38 42 20 1227
Splénocytes
déplétés en CD8 10 13 43 5 47 8 1587
Splénocytes 17 173 83 30 43 33 2740
Splénocytes
Mac 2 déplétés en CD4 5 68 40 a7 23 25 1280
Splénocytes
déplétés en CD8 12 218 65 40 28 53 2300
Splénocytes 7 65 118 65 73 17 1820
Splénocytes
Mac 3 déplétés en CD4 18 32 153 57 72 45 2167
Splénocytes
EN déplétés en CD8 13 17 40 13 45 18 423
Y Splénocytes 6 21 195 13 16 171 5666
Splénocytes
Mac 4 déplétés en CD4 1 5 221 3 28 208 2516
Splénocytes
déplétés en CD8 6 10 33 26 51 21 6400
Splénocytes 0 6 38 8 68 6 3850
Splénocytes
Mac 5 déplétés en CD4 0 5 21 1 68 1 733
Splénocytes
déplétés en CDS 5 10 10 5 3 6 2200
Splénocytes 113 173 323 205 265 150 11300
Splénocytes
Mac 7 déplétés en CD4 85 143 278 188 318 76 8550
Splénocytes 138 205 208 246 238 275 7450

déplétés en CD8

Tableau 7 : Nombre de spots détecté par ELISpot et représentant la sécrétion d’IFNy de splénocytes
totaux ou déplétés apres restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés a partir de splénocytes isolés a J60
post-injection. Les résultats sont exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10° cellules). Les
cellules grisées correspondent aux valeurs dont la p-value<0,001 par rapport témoin négatif.

Afin de caractériser la reponse lymphocytaire, des deplétions ont été réalisées a partir
des splénocytes. Pour déterminer si cette réponse était due a la restimulation de LT CD4, les
splénocytes ont été déplétés en LT CDS8 a I’aide d’un aimant magnétique. A I’inverse, les
splénocytes ont été déplétés en LT CD4 de maniére a mesurer la réponse des LT CD8 (Figure
26B). Les résultats montrent que chez les primates injectés par voie LR, la sécrétion d’IFNy
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 a la fois par les LT CD8 et les LT CDA4. Il

est a noter qu’un des primates injecté par voie LR présente un profil différent. En effet, Mac 2
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Figure 26 : Réponse immune adaptative dirigée contre la protéine GFP aprés 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 (JO) puis a J3, J7, J15, J30, J45, J60, J75 et J90 post-injection. Tous les échantillons ont été testés
en duplicat. Le titre en anticorps correspond a la derniere dilution ou la valeur de densité optique (DO) est
supérieure a la moyenne des DO d’échantillons témoins (n=22) & la méme dilution + 2SD. B) Sécrétion d’IFNy
mesurée par un test ELISpot apres la restimulation de splénocytes in vitro. Les splénocytes ont été isolés a J60
post-injection et restimulés in vitro a I’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 cing pools (Pool 1 & 5).
Les contrdles positif et négatif ainsi que la méthode de détermination du seuil de positivité sont décrits en figure

115



25. La sécrétion d’IFNy a été mesurée a 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’IFNy comparable a Mac 7. Enfin, une double déplétion de
splénocytes en LT CD4 et LT CD8 a été effectuée pour vérifier que la sécrétion d’IFNy était
bien due a ces populations de LT. Les résultats ont montré qu’en I’absence de LT CD4 et de

LT CDS8, I’IFNy n’était pas détecté (résultats non-présentes).

Nos résultats montrent donc qu’apres 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’IFNy par les LT. Cependant, la réponse lymphocytaire n’est pas
médi¢e par les mémes populations selon la voie d’administration. Nous avons donc voulu

¢étudier en plus de I’'IFNy, la sécrétion d’IL-2 et d’IL-10 par ces cellules.
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Figure 27 : Analyse cinétique de la sécrétion d’IFNy par les PBMC circulants en réponse aux peptides
dérivés de la GFP des primates injectés avec un vecteur sSCAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7). Les PBMC ont
été collectés avant injection, a 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 contrdles 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° cellules. Test DFR, *** : p<0,001

c) Caractérisation de la réponse cellulaire spécifique du

transgene
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Dans le but de mieux caractériser cette réponse cellulaire dirigée contre le produit du
transgeéne, 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 a
I’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 déja un profil
différent en IFNy (Figure 28 et Tableau 8). Le primate injecté par voie IM présente quant a
lui une réponse 1L2 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° cellules respectivement) suggérant la présence
d’une réponse de type Thl puisque ces cellules sécrétaient également de I’IFNy. Cependant,
la caractérisation de la réponse cellulaire devra étre complétée (sécrétion de TNFa) pour

s’assurer de cette hypothése.

cellules pool contrdle Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono

Splénocytes 5 38 33 12 22 27 1090
Splénocytes

Macl  déplétés en CD4 0 7 2 2 7 2 440
Splénocytes

déplétés en CD8 8 22 23 12 27 18 580

Splénocytes 10 163 a7 23 28 52 1040
Splénocytes

Mac 2 déplétés en CD4 2 3 0 2 3 0 1067
Splénocytes

déplétés en CDS 21 362 37 35 33 85 1420

Splénocytes 17 28 28 25 13 18 667
Splénocytes

Mac 3 déplétés en CD4 8 15 15 8 3 7 520
Splénocytes

L2 déplétés en CD8 3 5 18 27 5 8 513

Splénocytes 3 0 1 5 6 0 466
Splénocytes

Mac 4 déplétés en CD4 5 5 16 1 1 1 1650
Splénocytes

déplétés en CD8 13 20 51 28 33 30 3966

Splénocytes 0 6 1 3 1 1 316
Splénocytes

Mac5  déplétés en CD4 0 5 5 5 1 1 600
Splénocytes

déplétés en CD8 5 15 28 18 8 20 1550

Splénocytes 0 16 60 35 25 53 1850
Splénocytes

Mac 7 déplétés en CD4 3 5 8 15 13 13 3183

Splenocytes 36 55 366 86 148 226 4600

déplétés en CD8

Tableau 8 : Nombre de spots détecté par ELISpot et représentant la sécrétion d’IL-2 par les splénocytes
totaux ou déplétés aprés restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés a partir de splénocytes isolés a J60
post-injection. Les résultats sont exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10° cellules). Les
cellules grisées correspondent & 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 aprés la restimulation de splénocytes in vitro. Les
splénocytes ont été isolés a J60 post-injection et restimulés in vitro a ’aide d’une banque de peptides recouvrant
la séquence codant pour la protéine GFP. Les controles 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 a 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 suggerent que la réponse immune cellulaire induite apres injection par
voie LR d’un scAAVS 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
transgene dans le groupe injecté par voie LR peut étre de type tolérogéne comme cela a été
décrit par V Haurigot (Haurigot et al 2010) dans un modeéle canin, nous avons analysé la
sécrétion d’IL-10 toujours par ELISpot mais a partir de PBMC cette fois. En effet, les tests

précédents ont été réalisés a 1’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 aprés restimulation avec la PMA/ionomycine (contrdle positif) n’était pas
significative. A I’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 suggérent que la restimulation des PBMC a 1’aide des pools de
peptides ne permet pas de détecter une réponse significative d’IL10 par rapport a la condition
contréle chez les primates injectés par voie LR (Mac 1 a 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 suggére que 1’administration par
voie LR d’un vecteur scAAVS codant pour la protéine GFP, quel que soit le promoteur utilise,
n’induit pas une réponse cellulaire effectrice délétére vis-a-vis du transgéne. Par ailleurs, cette

réponse ne semble pas étre caractéristique d’une réponse tolérogénique médiée par I’IL10.

pool contrdle Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 PMA/iono
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
IL-10 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 aprés
restimulation. Les tests ELISpot ont été réalisés a partir de PBMC isolés a J90 post-injection. Les résultats sont
exprimés en nombre de spots par million de cellules (SFC/10° cellules). Les cellules grisées correspondent & 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 aprés la restimulation de PBMC in vitro. Les
PBMC ont été collectés a J90 post-injection et restimulés in vitro a I’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 maniere a compléter la caractérisation de la réponse cellulaire induite par
I’injection par voie LR de vecteur chez nos primates, nous avons analysé la fréquence des
cellules NK, LT et Treg circulantes avant et apres le transfert de gene (cinétique de J15 a un

an post-injection) par cytométrie en flux (Figure 30 A-F). Le ratio LT CD4/LT CD8 a
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¢galement ¢té étudié. A ce jour, ces analyses n’ont été effectuées que chez les primates
injectés avec le vecteur sSCAAV8-CMV-GFP par voie LR et IM (Mac 4 & 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 CDS8. Le pourcentage de LB semble augmenter autour
de J30 post-injection chez tous les primates : de 4,3 a 10,2 %, de 4 a 18,5%, de 18,8 & 29,5 %
et de 4,5 &4 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-a-vis de la GFP. Enfin, le pourcentage de Treg caractérisés par les
marqueurs CD4*/CD25"9"/CD127""/Foxp3* a aussi montré une légére augmentation & 30
jours post-injection chez Mac 4, 5 et 6 comparé au pourcentage observé avant I’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 a la specificité des Treg détectés.

En conclusion, I’analyse de la réponse immune chez nos animaux montre que, bien
que I’expression de la GFP soit maintenue aprés administration du vecteur par voie LR, une
réponse immune spécifique du produit du transgéne est détectée. Nous avons donc voulu
verifier si les LT spécifiques ainsi caractérisés étaient fonctionnels en analysant leur capacité
a s’infiltrer dans les muscles du membre injecté. Pour cela, la structure du muscle a été

analysée a 1’aide d’une coloration HES et les infiltrats cellulaires ont été caractérisés.

d) Détection d’infiltrats musculaires apreés injection par

voie LR

A 7 jours post-injection, aucun infiltrat musculaire n’a été observée chez les 7
primates de 1’étude (résultats non-présentés). Par contre, a des temps plus tardifs, des infiltrats

de cellules mononucléées ont été observés chez les tous primates. lls 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).
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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 a partir de PBMC collectés a différents temps post-injection. A) Stratégie de
marquage des populations d’intérét. Les LB sont caractérisés par 1’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 sévére a J30
post-injection, I’infiltration de cellules était diffuse et généralisée en position endomysiale
(Figure 31B). Ces infiltrats cellulaires étaient associés a des Iésions 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 corréle donc avec la perte d’expression de la GFP aux
sites d’injection. Par ailleurs, la caractérisation de ces cellules infiltrées a J30 a montré
qu’elles étaient principalement constituées de LT CD4 mais aussi de LB (CD79) (Figure 32).
En revanche et de maniére inattendue, nous n’avons pas détecté de LT CDS, ce qui suggéere de
nouveau que la perte de I’expression de la GFP apres injection IM est due (au moins en partie)
a d’autres mécanismes comme une régulation de 1’expression du transgene. La recherche
d’autres mécanismes de lyse des cellules transduites (comme les cellules NK ou le complexe

d’attaque membranaire) devra aussi étre réalisée pour compléter 1’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 sScCAAV8-Des-GFP (Mac 1 et Mac 3) (Figure 31 A-B). Il est a
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 a une atteinte nécrotique ont été
observés entre J30 ou J90 mais étaient maintenus a plus long terme (jusqu’a un an post-

injection pour Mac 4 et 5) (Figure 31B).

La caractérisation de ces cellules a 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 1’absence de cytotoxicité. A ce jour, la caractérisation des infiltrats n’a pas

encore éete réalisée chez les primates injectés avec le vecteur SSAAV8-Des-GFP.
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J90

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) & J90 aprés ’injection. Les
observations histologiques ont été effectuées a I’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 a J30, J90 et 8 mois aprés I’injection. Les observations histologiques ont été
effectuées a I’aide d’une coloration HES. Echelle : 100um.
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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 a J90 pour Mac 4 et 5 et a 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 : 100um

Enfin, nous avons voulu déterminer si les LT CD4 infiltrés détectés chez les primates

injectés par voie LR pouvaient étre des Treg. Pour cela, nous avons réalisé un marquage

Foxp3 (Figure 33). Ce marquage a également éte réalisé sur des coupes de rate pour

constituer un contréle positif. Le controle négatif correspondait quant a lui a 1’incubation de
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I’anticorps secondaire en I’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 a la présence de LT CD4 suggerent donc la présence de Treg infiltrés

apres une injection par voie LR.
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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 a 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 contréle positif. Le contrdle négatif a
consisté en incubation avec 1’anticorps secondaire ne absence de 1’anticorps primate. Ces contrdles négatifs n’ont
montré aucun signal aspécifique (ligne controle négatif). Echelle : 100um

Ces résultats couplés a la caractérisation de la réponse immune cellulaire montrent que
I’injection d’un vecteur par voie LR résulte en I’absence d’une immunotoxicité dirigée contre
le produit du transgene. Par ailleurs, I’étude polyfonctionnelle des LT et la présence de
cellules infiltrées dans le muscle, positives en Foxp3, suggérent I’initiation d’une réponse de
type anergique et/ou tolérogene pouvant étre a I’origine du maintien de 1’expression du

transgene.

Nous avons donc voulu déterminer quels étaient les événements immunologiques
précoces responsables de I’initiation de cette réponse immune non délétere apres une
administration du vecteur par voie LR. Notre hypothese est que les signaux inflammatoires

induits aprés I’injection par voie LR ne sont pas suffisamment importants pour déclencher une
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réponse immune destructrice a I’encontre du transgeéne contrairement a la voie IM. Pour le
vérifier, nous avons analyse le drainage du vecteur dans les organes lymphoides dés 7 jours
post-injection, au méme titre que les cytokines inflammatoires circulantes et 1’expression de

génes 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 realisée a J7 post-injection par gPCR (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 a 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/géenome diploide, le primate injecté par voie IM en présente 100 (Mac 7). Cette
différence entre les deux voies d’administration est d’ailleurs toujours détectable a plus d’un

an post-injection (Tableau 5)

Par ailleurs, I’analyse transcriptionnelle de ces copies de génome viral révéle que les
copies détectées dans les ganglions lymphatiques sont déja transcrites a 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-méme puisqu’il est décrit pour
s’exprimer dans le muscle. De maniere 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 diploide 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 a 7 jours post-
injection. Les ganglions lymphatiques inguinaux ont été collectés a J7 post-injection. A) Le génome viral est
détecté par gPCR ciblant la séquence GFP, spécifique du génome viral. Les résultats sont exprimés en nombre de
copies par génome diploide. 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,
specifique 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
a 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 I’absence d’immunotoxicité apres 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 I’expression du transgéne a long terme.

128



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 apres injection (Figure 35). Les résultats
ont montré que parmi les cytokines analysées, seules les concentrations en IL-8 et TNFa
semblent varier, avec une tendance a 1’augmentation aprés injection chez Mac 7. Concernant
les primates injectés par voie LR, la concentration ne dépassait en général pas le taux basal
établi a partir du plasma avant injection. En revanche, Mac 5 a montré une augmentation en
IL-8 et TNFa a J15 mais la concentration est revenue a un taux basal a J30 et Mac 3 a montré
une augmentation de la concentration en TNFa uniquement a 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 particuliérement intéressés a I’expression a
I’échelle du transcrit de génes 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 a 7 jours post-injection (Figure 36A). Pour chague gene, les résultats sont exprimés
par un facteur correspondant a 1’augmentation ou la diminution de I’expression du gene
d’intérét. Ce facteur correspond a la quantité relative de transcrits détecté dans le ganglion
drainant divisée par la quantité relative de transcrits détecté dans le ganglion controlatéral
utilise comme contrdle interne. Les résultats montrent que dans les ganglions lymphatiques
des primates injectés par voie LR avec le vecteur sScCAAV8-Des-GFP (Mac 1 et 3), les génes
impliqués dans la réponse inflammatoire ne semblent pas surexprimés excepté I’IL8 qui est
une cytokine décrite comme une myokine. Dans ce groupe, seul Mac 2 semble surexprimer
certains genes mais ce primate présentait déja un profil différent en matiére de réponse
cellulaire dirigée contre la protéine GFP. Par contre, chez les primates injectés par voie LR
avec le vecteur sCAAV8-CMV-GFP des genes codant pour des chimiokines telles que
CXCLI1, CXCL9 et CCLI1 semblent surexprimés. Ces mémes genes sont d’ailleurs
surexprimes chez le primate injecté par voie IM avec le méme vecteur. Seul Mac 6 n’a pas
présenté de surexpression de gene dans ce groupe mais il est a 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
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injection. La concentration en IL8 et en TNFa 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 suggerent que
les signaux induits dans le ganglion lymphatique aprés une administration par voie LR
peuvent étre dus, en plus du drainage du vecteur, a I’expression de la GFP dans ce tissu. En
effet, du transcrit n’était pas détecté chez les primates injectés avec le vecteur sSCAAV8-Des-
GFP contrairement a ceux injectés avec le sSCAAV8-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 delivres dans le ganglion lymphatique drainant ne justifient pas
totalement 1’initiation de la réponse. En effet, ces signaux sont absents chez les primates
injectés avec le vecteur scCAAV8-Des-GFP alors qu’ils présentent eux aussi une réponse
immune dirigée contre le produit du transgéne sans perte de 1’expression de la protéine GFP
(au moins jusqu’a J90) comme dans le groupe injecté par voie LR avec le vecteur scAAVS8-

CMV-GFP.

Cette méme analyse est donc en train d’étre réalisée sur les échantillons de muscle
prélevés a J30 post-injection chez tous les primates injectés par voie LR ou IM avec les
vecteurs SCAAV8-Des-GFP (Mac 1-3) ou sSCAAV8-CMV-GFP (Mac 4, 5 et 7) (Figure 36B).
Les résultats préliminaires montrent que des génes 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 génes semble surexprimé chez le primate injecté par
voie IM. L’analyse des génes 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 I’impact de I’inflammation in situ sur la perte de

I’expression du transgene apres transfert de géne par voie IM, contrairement a la voie LR.
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Figure 36 : Expression de génes 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 a 3) ou avec un vecteur SCAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 a 6) ou par voie IM (Mac 7). A)
Analyse de ces génes dans le ganglion lymphatiques a J7 post-injection. Le fold-change correspond a la quantité
relative de transcrits détecté dans le ganglion drainant (c6té injecté) divisée par la quantité relative de transcrits
détecté dans le ganglion non-drainant (c6té non-injecté) utilisé comme contréle interne. B) Analyse de ces genes
dans les muscles a J30 post-injection. Le fold-change correspond a la quantité relative de transcrits détectée dans
le membre injecté divisée par la quantité relative de transcrits détecté dans le membre controlatéral utilisé
comme controle interne. Les valeurs de fold-change inférieures a 1 correspondent a une inhibition de
I’expression du géne. Les valeurs de fold-change supérieures & 1,8 correspondent & une augmentation de
I’expression du géne.
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En résumé :

La voie LR permet une expression a long terme d’un transgéne immunogéne chez

le primate contrairement a la voie IM.

L’expression du transgéne 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 aprés une administration par

voie LR que par voie IM.

Le nombre de génes surexprimés et impliqués dans la réponse inflammatoire est
plus faible dans le muscle injecté aprés une administration par voie LR que par

voie IM.

Des cellules T régulatrices sont infiltrées dans le muscle aprés injection du
vecteur par voie LR.
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C. Etude de la biodistribution du vecteur AAV dans les cellules

de I'immunité apres transfert de gene dans un modele de primate

1. Contexte de I'étude

La transduction des PBMC par le vecteur AAV aprés transfert de géne in vivo reste
assez peu étudiée. Jusqu’ici, il a été décrit que chez le primate, aprés une administration IM
d’un vecteur AAV2, du génome viral peut étre retrouvé dans ces cellules jusqu’a au moins 10
mois post-injection (Favre et al. 2001). Aprés une administration IM d’un AAVS, il est
possible d’en détecter jusqu’a 15 a 20 semaines post-injection. Par contre aprés une injection
par voie LR de ce méme sérotype, la détection est variable : elle peut aller de 3 a 13 mois
post-injection (Toromanoff et al. 2008). Enfin, chez I’ Homme, du génome viral peut étre
détecté dans les PBMC jusqu’a 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
I’immunité, nous avons voulu étudier la biodistribution du vecteur AAV et I’expression du
transgene dans ces cellules a différents temps post-injection. Cette étude a été réalisée a partir

de prélevements collectés sur les primates de I’étude précédente.

Dans cette étude, nous avons donc analysé la présence de génomes dans les cellules de
I’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 I’AAV dans ces populations cellulaires.

Les résultats préliminaires obtenus pour cette partie sont présentés ci-apres.
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2. Matériel et méthode

a) Animaux et vecteurs injectés

Des animaux ont recu soit un vecteur SCAAV8-Des-GFP par voie LR (Mac 1 a 3) soit
un vecteur sSCAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 a 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

linitiation d’une réponse immune.

b) Isolement de PBMC a partir de sang total isolation

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées a 1’aide d’un
gradient de densité. Le sang a été déposé sur du ficoll (d=1,093) puis centrifugé pendant 20
minutes & 1200g & 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 a 1’aide d’un tampon de lyse (NH4Cl, KHCO;3;, Na,EDTA)
pendant 10 minutes a température ambiante. Apres 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 a partir de rate et de ganglion

lymphatique

Les splénocytes ont éte isolés a partir des rates de primate prélevees a 60 jours post-
injection. Les cellules de ganglion lymphatiques ont été isolées a partir des biopsies réalisées
a J7 post-injection. Les cellules ont été obtenues aprés dissociations mécanique et
enzymatique. Cette derniere consistait en un traitement a la collagénase D (2 mg/mL) suivi

d’une incubation de 30 a 45 min & 37°C. De ’EDTA 0,1M pH?7,2 est alors rajouté pour arréter
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la digestion enzymatique. Les suspensions cellulaires ont été récupérées apres passage sur un
tamis 70um pour les ganglions et 100um pour la rate et centrifugées 10 minutes a 5809 a
+4°C. Pour la rate, les globules rouges ont été lysés a 1’aide d’un tampon de lyse (NH4CI,
KHCO3, Na,EDTA) pendant 10 minutes a température ambiante. Apres la lyse, deux lavages
ont éte réalises 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 a partir de PBMC, splénocytes et cellules

isolées a partir de ganglions lymphatiques

Les différentes populations cellulaires ont été isolées a I’aide d’un cytomeétre trieur de
cellules : le FACS Aria Il (BD). Avant d’étre marquées par les anticorps, les cellules ont été
passées sur un tamis 0,3um. Les populations LT CD4, LT CD8 et LB ont été isolées a ’aide
des anticorps anti-CD3 et anti-CD4, anti-CD3 et anti-CD8 et anti-CD20 respectivement. Les
populations de cellules dendritiques myéloides ou plasmacytoides ont été isolées a 1’aide des
marqueurs CD1c et CD123 respectivement. Pour les marquages, les cellules ont été incubées
30 minutes avec le mélange d’anticorps, a +4°C et a I’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 a une concentration de 60 millions de cellules par mL dans ce méme tampon. A la
suite du tri cellulaire, les cellules ont été centrifugées cing minutes a 15009, a température

ambiante et les culots cellulaires sont conservées a -80°C pour une analyse moléculaire.

e) Phénotypage des PBMC et splénocytes

Les DC plasmacytoides ont ét¢ marquées a 1’aide d’un anti-CD123, les DC myéloides
a I’aide d’un anti-CD1c¢ dans la population n’exprimant pas le CD20. Les LB ont été marqués
a I’aide d’un anti-CD20. Les populations de cellules NK, LT CD4, LT CD8 et Treg ont, quant
a elles, éte analysées a 1’aide des marqueurs CD56, CD3/CD4, CD3/CD8 et
CD3/CD4/CD25/CD127/Foxp3 respectivement. Enfin, I’analyse de la prolifération des LT,

des monocytes et des LB a été réalisée a I’aide du marqueur intracellulaire Ki67. Tous les
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marquages extracellulaires ont été incubés 20 minutes a +4°C a 1’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 a 1’aide de solutions de perméabilisation et
fixation du kit de marquage anti-Foxp3 humain (eBioscience). Les cellules ont été analysées a
I’aide du cytométre LSR 11 (BD) de la plate-forme de cytométrie de la Structure Fédérative de
Recherche (SFR) Francois Bonamy. Les analyses présentées ont été réalisées avec le logiciel
FlowJo (BD, version 7.6.5).

f) Détection de génome viral

De maniére a détecter du génome viral, I’ADN génomique des fractions enrichies a été
extrait a 1’aide du kit Gentra Puregene (Qiagen). Les génomes viraux ont été quantifiés par
gPCR a partir de 50 ng d’ADN génomique. Deux PCR ont été réalisées, I’une ciblant la
séquence GFP, I’autre ciblant la séquence €-globine, géne endogéne permettant de normaliser
le nombre de copies. Les gPCR quantitative utilisant une sonde Tagman ont été réalisées
grace a I’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 a une gamme de dilution de plasmides portant les séquences GFP ou

e-globine et allant de 10° & 10 copies.

g) Analyse des formes moléculaires de ’AAV

Dans le but de déterminer les formes moléculaires de I’AAV dans les différentes
populations isolées, 250 ng d’ADN génomique, auxquels ont été ajoutés ou non 3,5x10*
copies de plasmide linearisé pSSV9-MD2-cmEpo, ont éte digérés avec 2,5 unités de PS-
DNase (Plasmid-Safe ATP dependant DNase) pendant une heure a 37°C. La PS-DNase a été
inactivée a 1’aide d’une incubation de 30 minutes & 70°C. Le nombre de copies de plasmide
linéarisé, de génome viral et d’e-globine utilisé comme géne endogéne a été quantifié a 1’aide
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de I’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les gPCR utilisant des sondes
Tagman ont été réalisées a 1’aide de 1’appareil ABI StepOne Plus (Applied Biosystems). Les
amorces et la sonde utilisées pour amplifier la sequence de plasmide linéarisée cmEPO Exon
2-3 et la séquence endogene en conditions Tagman 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 prélevements

Les primates de I’étude ont été injectés soit avec un vecteur scCAAV8-Des-GFP par
voie LR (Mac 1 a 3) soit avec un vecteur SCAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 a 6) ou par
voie IM (Mac 7). Tous les primates ont recu une dose de 7x10%? vg/kg (Tableau 4). Dans le
but d’étudier la présence de génome viral dans les cellules du systtme immunitaire, des
prélevements ont été effectués a différents temps post-injection. Les PBMC ont été isolés
avant injection, a jour 15 (J15), J30, J45, J60, J75 et J90 puis tous les mois aprées 1’injection.
Les cellules isolées a partir de ganglions lymphatiques inguinaux et de rate ont été obtenues a

J7 et J60 post-injection respectivement.

b) Détection de génome viral dans les PBMC et cellules

isolées a partir de rate et de ganglion lymphatique de primates

Dans le but de documenter la transduction des cellules immunitaires par I’AAVr chez
le primate, nous nous sommes intéressés a la présence de génome viral dans les PBMC
circulants, les splénocytes et les cellules de ganglion lymphatique. Pour cela, des gPCR
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 diploide a été faite grace a
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I’amplification du geéne codant pour 1’e-globine. Il est établi qu’une cellule présente deux

copies de ce gene.

PBMC Splénocytes %?Qi%leiiﬁrt] coiéti:]oglg?ér;al
Jo J15 J30 J45 J60 J75 Joo 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 diploide détecté dans les cellules
immunitaires de primates. Les primates ont été injectés avec un sCAAV8-Desmin-GFP par voie LR (Mac 1 a
3) ou avec un scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 a 6) ou par voie IM (Mac 7). Les PBMC ont été collectés
avant injection puis a jour 15 (J15), J30, J45, J60, J75 et J90. Les splénocytes ont été isolés a J60 pour tous les
primates sauf Mac 6 ou ils ont été isolés a J30 (*). Les ganglions lymphatiques inguinaux drainants et
controlatéraux ont été isolés a 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 diploide. 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 a J15 et J30 pour tous les primates quels
que soient le promoteur ou la voie d’injection utilisés (Tableau 10). Le genome viral est
détecté jusqu’a 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 a J30
pour Mac 7 a 0,13 vg/dg a J30 pour Mac 1. Concernant les cellules isolées a partir de rate et
de ganglions lymphatiques inguinaux, du génome viral est également détecté dans ces cellules
a 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 méme moment

post-injection : J30 pour Mac 6 contre J60 pour tous les autres animaux. Dans les cellules
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isolées a 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 ’AAVSr est bien capable de transduire les cellules immunitaires in vivo. Il reste a savoir
si les cellules positives présentent du transcrit du transgene ou si elles expriment la protéine
GFP.

c) Détection de génome viral dans les DC, LT et LB isolés a

partir de PBMC et de rate

Nous avons pu voir que I’AAV est capable de transduire certaines populations
cellulaires telles que les PBMC et les splénocytes. De maniére a caractériser plus en détails
les populations transduites, nous avons realisé des tris cellulaires a partir de ces différentes
populations a I’aide d’un cytometre tricur. Les LT CD4, LT CDS et LB ont été triés a partir de
PBMC isolés a 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 aprés 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 a la souris, la
transduction des DC par ’AAVr in vivo est assez controversée. Cependant, dans notre
premiére étude, nous avons mis en évidence la transduction de ces cellules chez la souris in
vivo. En effet, les DC présentaient a la fois du génome viral et du transcrit et exprimaient la
GFP mais la fréguence 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 modele de primate. Ces cellules ne représentent
malheureusement qu’environ 1% des PBMC circulants. Compte-tenu du volume de sang

pouvant étre prélevé chez nos animaux, le nombre de cellules obtenu aprés tri cellulaire

141



n’aurait pas été suffisant pour réaliser nos analyses. Les pDC et cellules dendritiques
myéloides (mDC) ont donc été isolées a 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 I’AAV8r. En effet, les mDC et pDC présentent du
génome viral aprés 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)

LTCD4 LTCD8 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 diploide détecté dans les LT CD4 et LT CD8
et les LB isolés a partir de PBMC. Les primates ont été injectés avec un scAAV8-Desmin-GFP par voie LR
(Mac 1 a 3) ou avec un scAAV8-CMV-GFP par voie LR (Mac 4 a 6) ou par voie IM (Mac 7). Les PBMC ont été
collectés et triés a J90 post-injection. La quantité de génome viral a été déterminée dans ces cellules par gPCR
ciblant la GFP et est exprimé nombre de copies de GFP par génome diploide. nd : non détecté, NA : non
applicable.

Dans notre modeéle, il apparait donc que les cellules immunitaires sont transduites par
I’AAVS8r, au moins a I’échelle du génome viral. Nous avons alors voulu déterminer si le

génome viral présent dans ces cellules s’exprimait.
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Rate

pbC 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 diploide détecté dans cellules dendritiques
plasmacytoides et myéloides isolées a partir de splénocytes. Les cellules dendritiques plasmacytoides et
myéloides ont été isolées et triées & J60 post-injection sauf pour Mac 6 ou elles ont été isolées a J30 post-
injection (*). La quantité de génome viral a été déterminée dans ces cellules par gPCR ciblant la GFP et est
exprimée nombre de copies de GFP par génome diploide.

d) Expression de la protéine GFP dans les PBMC et fractions

cellulaires isolées a partir de rate

L’expression de la GFP a été étudiée dans ces cellules par cytométrie en flux. Les
PBMC ont été analysés a différents temps post-injection : J15, J30, J45, J75, 4 mois et 1 an
chez les primates ayant recu le vecteur sCAAV8-CMV-GFP par voie LR ou IM. Les
splénocytes de ces mémes primates ont été étudiés a J60 post-injection. L’analyse de la
population totale de PBMC montre que du signal GFP est détectable dans ces cellules a J15 et
a J30 post-injection (Figure 37). Alors que le primate injecté par voie IM présente un
maximum de 6% de cellules positives pour la GFP a J15 (Mac 7), les primates injectés par
voie LR présentent un maximum de 17,6 (Mac 5) a 34,6% (Mac 6) a J30 post-injection. Un
pourcentage de cellules positives pour la GFP est encore détectable chez ces primates injectés
par voie LR & J45 sans dépasser les 5,3 % (Mac 5), ce n’est plus le cas a J60. Les primates
injecteés par voie LR avec le vecteur SCAAV8-Des-GFP ne présentait quant a 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 sSCAAV8-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 a 44% des LB présentent du signal GFP a J30 pour Mac 4 et
5 respectivement contre 2% pour Mac 7. Concernant les DC, 72 a 66% des mDC sont
positives pour la GFP a J30 pour Mac 4 et 5 respectivement contre 1,7% pour Mac 7 et 19 a
42% contre 1,7% des pDC présentent du signal GFP chez ces mémes primates, toujours a J30
post-injection. Il est cependant a noter que ces pourcentages ne représentent qu’un trés faible
nombre de cellules : les mDC représentent de 0,2 a 6 % des cellules dans les PBMC circulants
et les pDC de 0,2 a 1,6%. Il faut donc considérer ces résultats avec prudence. Les monocytes
et les cellules NK présentent du signal GFP a 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 a 3% de cellules
présentent du signal GFP. Il est possible que cette absence d’expression de la protéine GFP
soit due a 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 a J30 post-injection. Ce signal est encore présent a J45 bien que plus faible et
disparait a 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 a 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
lymphoides. Pour confirmer ces hypothéses, 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 a 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 a J60 post-injection. Les
splénocytes ont éte collectés J60 post-injection sauf pour Mac 6 ou ils ont été collectés a 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 35 3,0

Tableau 13 : Pourcentage de cellules présentant du signal GFP dans les différentes populations cellulaires
des PBMC circulants a 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 a J30 post-
injection. Cette analyse a été réalisée uniquement pour les primates présentant du signal GFP a J30 post-
injection.

ces cellules & 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 a J45
post-injection était due a une prolifération de ces cellules. Pour cela, nous avons utilisé un
marqueur intracellulaire de prolifération : le Ki67. L’analyse de ce marqueur a éte réalisée
uniquement sur les PBMC preélevés a J30, temps post-injection ou le pourcentage en cellules
GFP positives est le plus éleve. Les résultats montrent que les cellules qui expriment la GFP
sont pour un grand nombre en phase de prolifération : de 47% pour Mac 6 a 78% pour Mac 4
(Figure 39). Les cellules qui ne présentent pas de signal GFP représentent quant a 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 maniére plus approfondie.
Cette analyse révele 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) a 8% (Mac 5) et 4 a 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 I’AAV dans cette population au cours du temps. Cette partie de
I’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 a 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 a 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 I’AAV recombinant persiste en tant qu’épisome, sous
forme de monomeéres ou de concatémeéres, dans les tissus tels que le muscle, le foie ou encore
le cerveau dans des modeles 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 ’AAV, 250ng d’ADN génomique extrait a 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 a J30 post-injection dans les populations
présentant et ne présentant pas de signal GFP. La prolifération des cellules a été déterminée a ’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 a 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 I’efficacité de cette enzyme,
elle a ét¢ mise en présence de 250ng d’ADNg extrait a partir de PBMC ou de splénocytes
totaux ou triés auxquels 3,5x10* 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 I’AAV
recombinant, il est présent sous forme épisomale dans toutes les populations cellulaires
étudiées : PBMC et splénocytes totaux ou triés. En effet, I’ajout de la PS-DNase n’entraine
pas de dégradation de I’ADN provenant de I’AAVTr. Par ailleurs, les formes circulaires sont

détectables des J7 post-injection dans les PBMC et persistent jusqu’a au moins 6 mois. Ces
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épisomes sont également quantifiables a J60 post-injection dans les splénocytes et fractions
enrichies a partir de ces cellules : les LT CD4, LT CD8 et monocytes (CD16) (Figure 41 B,
D). Un contr6le interne a également été réalise en ciblant la sequence endogéne codant pour
I’e-globine. En présence de la PS-DNase, 99,5% de I’ADNg de macaque est éliminé (résultats

non-présentés).

Ces résultats montrent donc que le genome viral est détectable dans les PBMC jusqu’a
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 derniére, nous ne pouvions mettre en évidence la présence de

génome viral au-dela de 75 jours aprés I’injection.
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Figure 41 : Analyse des formes moléculaires du génome de ’AAV dans les PBMC et les splénocytes de
primates. L’ADNg a été extrait a partir de PBMC et de splénocytes de primates injectés par voie LR avec un
SCAAV8-CMV-GFP (Mac 4 et 5). 3,5x10* copies de plasmide linéarisé ont été ajoutés (A,C) ou non (B, D) &
250 ng d’ADNg et digérés a la PS-DNase. Le nombre de copies de plasmide linéarisé et de génome viral a été
déterminé par gPCR ciblant une séquence du plasmide ou du génome viral.
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En résumé :

e Le vecteur AAV de sérotype 8 est capable de transduire les cellules du systéeme

immunitaire dans un modele de primate in vivo.

e Son génome se présente principalement sous forme d’épisomes circulaires dans

ces cellules.

e Le vecteur AAV de sérotype 8 est capable de transduire les DC in vivo chez le
primate aprés une administration par voie LR ou IM confirmant ainsi les

résultats obtenus chez la souris.
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V. Discussion

A T’heure actuelle, de nombreuses études montrent qu’en I’absence d’une réponse
immunitaire, le transfert de géne a I’aide d’AAVr permet une expression a long terme du
transgéne (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 géne 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 modeles de
gros animaux, cette voie s’est révélée immunogéne notamment vis-a-vis du transgéne (R W
Herzog et al. 2001; Favre et al. 2002; Ross et al. 2006; Mendell et al. 2010a; Flotte et al.
2011). A I’inverse, la voie LR a montré une meilleure efficacité de transduction des muscles
du membre injecté mais s’est surtout révélée moins immunogene dans des modeles de gros
animaux (Toromanoff et al. 2010 ; Haurigot et al. 2010). Les mécanismes a 1’origine du
maintien de I’expression du transgéne ou de son rejet restent encore mal élucidés. Il apparait
cependant que la nature des interactions entre le vecteur AAV et le systtme immunitaire
pourrait étre déterminante dans le déclenchement d’une réponse. En effet, contrairement a la
voie LR, la voie IM entraine une concentration de vecteur au site d’injection pouvant
favoriser la transduction de cellules immunitaires par ’AAVr in situ (Arruda et al. 2005 ;
Toromanoff et al. 2010). Basée sur ces observations, cette thése a eu pour objectif principal de
comprendre en quoi la voie LR est moins immunogéne que la voie IM en étudiant les
interactions entre le vecteur AAV et les acteurs du systeme immunitaire aprés transfert de
géne dans le muscle squelettique.

Nous nous sommes, tout d’abord, focalisés sur ces interactions dans un modele murin
apres une administration par voie IM d’un vecteur scAAVS codant pour la protéine GFP. La
biodistribution du vecteur aprés une administration par voie IM dans le tibial antérieur des
souris a été analysée a 1’échelle du génome viral et du transcrit. Les résultats ont montré la
présence de genome viral et de transcrit entre 7 et 30 jours post-injection dans les ganglions
lymphatiques inguinaux drainants et la rate. Ces résultats suggerent donc que le vecteur viral
et/ou des cellules transduites sont rapidement acheminés dans les organes lymphoides.

Jusqu’ici, les études de biodistribution n’avaient analysé la présence de génome viral dans les
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organes lymphoides secondaires qu’a des temps plus tardifs post-administration du vecteur :
I’AAVSr était détectable dans les organes lymphoides a un mois chez la souris (Wang et al.
2005) ou a plus d’un an post-injection chez le primate (Toromanoff et al. 2008). Or, dans
notre étude, nous avons pu mettre en évidence que I’acheminement du vecteur est beaucoup
plus précoce et méme plus précoce que J7. En effet, dans une étude cinétique préliminaire que
nous avons réalisée et consistant a injecter par voie IM des souris avec un vecteur SCAAV8
codant pour la GFP & une dose de 6x10% vg (soit environ 3x10™ vg/kg), nous avons observé
du génome viral dés 24 heures apres administration dans les organes lymphoides. Il est a noter
que I’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 I’ AAV8r
qui est décrit comme pouvant traverser les barrieres endothéliales (Wang et al. 2005). Cette
propriété lui permet ainsi une biodistribution diffuse in vivo apres une administration locale
(Toromanoff et al. 2008). En effet, dans une autre étude utilisant des vecteurs avec des
capsides bioluminescentes chez la souris, I’AAV8r est retrouvé dans le foie dés cing minutes

apres son administration par voie IM (A Asokan et al. 2008)

Alors que du génome viral et du transcrit étaient detectés dans les organes lymphoides
secondaires, 1I’é¢tude 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 I’AAVr dans la rate
a déja été décrite dans des modeles 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
¢tudes ont conclu a une transduction des DC aprés administration d’AAVr in vivo mais de
facon indirecte, en utilisant des vecteurs régulés avec des séquences cibles de miRNA 142. En
effet, dans ces études, ’utilisation de séquences miR142-3p permet de prévenir la réponse
immune dirigée contre le transgéne (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 méme les DC mais en trés faible nombre

Afin de confirmer que le signal GFP détecté était bien di a une transduction des
cellules et non pas a une capture de la protéine GFP par endocytose, nous avons recherché les

génomes viraux et les transcrits du transgene dans des fractions cellulaires enrichies en DC a
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partir de splénocytes totaux. Les génomes viraux étaient détectés au méme titre que les
transcrits dans les DC, mais également dans les LT. Bien que les résultats obtenus
proviennent de fractions enrichies en DC a partir de splénocytes provenant d’un pool des rates
prélevées (n=6), ils ont été reproduits chez les différents groupes de souris euthanasiées a J7,
J15 et J30 post-injection. Le point J15 a méme été réalise 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. 1l a donc fallu réaliser un Southern Blot
apres une RT-PCR, ce qui confirme de nouveau que la transduction des DC est assez faible. Il
peut s’agir soit d’événements rares exprimant fortement le génome viral soit, au contraire,
d’un grand nombre de cellules 1’exprimant faiblement. Il semblerait cependant que I’injection
par voie IM n’entraine pas une transduction massive des DC compte-tenu de la rareté des
événements observés dans notre ¢tude et 1’absence de données dans la littérature concernant
ce sujet. Rappelons tout de méme qu’un faible nombre de cellules dendritiques est capable
d’induire une réponse immunitaire (Banchereau et Steinman 1998). Nos résultats confirment
tout de méme les études réalisées in vitro montrant la capacité des AAVr a transduire les DC
dérivées de monocytes (Aldrich et al. 2006 ; Veron et al. 2007 ; Veron et al. 2009).

Il semblerait donc que [D’initiation d’une réponse immune envers le produit du
transgene apres une injection par voie IM d’un AAVr de sérotype 8 puisse étre induite par la
transduction de DC et une présentation directe des antigenes. Il reste néanmoins a savoir si la
transduction des DC est associée aux signaux nécessaires a 1’activation des lymphocytes T et
la génération d’une réponse effectrice. Une étude récente suggere que non (Mays et al. 2013).
En effet, dans cette étude, I'utilisation de I’AAVr de sérotype 8 semble induire une tolérance
vis-a-vis du transgene contrairement & un vecteur AAV2/rh32.33. Dans cette étude, les DC
ont été récupérées a partir de ganglions lymphatiques poplités et inguinaux et de rates apres
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 I’étude de L Vandenberghe (Vandenberghe et al. 2006), ces résultats
suggerent que les interactions entre les DC et I’AAVr varient en fonction du sé€rotype utilisé et

que cela a un impact direct sur I’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 I’analyse par immunohistochimie n’ait pas

permis de montrer une transduction directe des DC, nous avons montré une transduction de
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ces cellules a 1’échelle moléculaire a travers la détection de génomes viraux et de transcrits.
Ces résultats sont en désaccord avec de préceédentes études décrivant une inefficacité des
vecteurs SSAAV a transduire efficacement les DC a cause de 1’étape dite « limitante » de
conversion de I’ADN simple brin en double brin dans ces cellules (Veron et al. 2009 ; Aldrich
et al. 2006).

En dehors de la présentation des antigénes issus du transgéne 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-la admise. Les derniéres données concernant ce sujet vont
d’ailleurs dans ce sens puisque récemment des ¢tudes ont montré que 1’insertion de séquences
cibles du mirl142-3p, spécifique des cellules hématopoiétiques (Brown et al. 2007), dans un
vecteur AAV de sérotype 1 permet de prévenir le rejet du produit du transgene aprés une
injection par voie IM chez de souris saines (Majowicz et al. 2013 ; Boisgerault et al. 2013).
En revanche, la méme stratégie ne semble pas efficace dans un tissu inflammatoire comme
décrit dans les myopathies (Boisgerault et al. 2013). En effet, la séquence cible du mirl42-3p
n’empéche pas le rejet du produit du transgene chez des souris déficientes en a-sarcoglycanes
mais le retarde seulement. Cette observation renforce 1’hypothése que la cross-présentation
est également a ’origine de I’initiation de la réponse immune, au moins dans un contexte

musculaire inflammatoire.

Nos résultats, couplés a la littérature, nous orientent donc vers deux phénomeénes
capables de déclencher une réponse immune contre le produit du transgéne suite a une
administration du vecteur par voie IM : la transduction directe d’APC professionnelles et/ou

la cross-présentation.

La deuxiéeme problématique de cette thése était de confirmer le caractere moins
immunogéne de la voie LR comparée a la voie IM et de comprendre quels étaient les
mécanismes permettant le maintien de I’expression du transgéne a long terme. Pour cela, nous
avons choisi de travailler dans un modele cliniquement pertinent : le primate. De plus, nous
nous sommes placés dans un contexte considéré comme immunogene. En effet, nous avons
choisi d’injecter un vecteur scAAV décrit comme plus immunogeéne que les vecteurs sSAAV
(Martino et al. 2011 ; T. Wu et al. 2011) codant pour la protéine GFP décrite elle aussi comme
fortement immunogeéne chez le primate (Wang et al. 2010). Enfin, comme 1’initiation d’une

réponse immune peut étre 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), I’étude de la biodistribution du vecteur ainsi que 1’expression de la protéine GFP dans
les muscles a montré qu’une injection par voie LR permettait une expression a long terme du
transgéne, contrairement a la voie IM. La protéine GFP a été détectée aussi bien dans le
membre injecté que dans les muscles a distance que ce soit avec un promoteur CMV (jusqu’a
au moins un an) ou un promoteur desmine (jusqu’a au moins J90 dans ce groupe). Ces
observations sont assez surprenantes du fait de la forte immunogeénicité de la GFP chez le
macaque puisqu’elle est généralement rejetée entre un et trois mois apres 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 maticre de profil d’expression et de nombre de copies au cours de I’étude
cinétique réalisée a I’aide de biopsies chirurgicales de muscle. La petite taille des biopsies
pourrait induire un biais et étre 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
méme au niveau d’un méme muscle car la répartition du vecteur dans le muscle dépend de la
géographie de I’arbre vasculaire qui est variable d’un individu a un autre. Lors des biopsies, la
taille de 1’échantillon prélevé est de I'ordre de 0,25 mm? laissant pour chaque analyse
(moléculaire ou histologique), un échantillon de 0,1mm2. On remarque a juste titre que les
disparités de transduction sont atténuées a I’autopsie ou le prélévement post-mortem est
beaucoup plus conséquent et ou les analyses peuvent étre réalisées sur différentes sections du
muscle. Par ailleurs, les disparités de transduction musculaire observées lors de 1’étude
cinétique pourraient étre dues a 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 a 1’autopsie ou dans les biopsies tardives est comparable d’un groupe a
I’autre, ce n’est pas le cas pour les biopsies réalisées a des temps précoces. Pour toutes ces

raisons, seules les biopsies a long terme et les prélévements a I’autopsie ont été exploités.

Cependant, malgré une forte expression de la protéine GFP aussi bien dans les muscles

perfusés que dans les muscles a distance, nous avons observé un phénomene inattendu
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uniquement chez les primates injectés avec le vecteur SSAAV8-CMV-GFP. En effet, ces trois
primates ont montré des Iésions 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
Iésions ischémiques observées a J90. Un deuxieme primate a, quant a lui, présenté une
induration de la zone poplitee a J30. Une exérése a permis & cet animal de continuer le
protocole. Par contre, le dernier primate du groupe a montré des signes cliniques beaucoup
plus prononces. En effet, il montrait une induration des muscles fléchisseurs du membre
inférieur perfusé et a di étre euthanasié a 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 ou le cathéter a été posé, secondaire a une vascularite. Le lien avec
une possible toxicité de la protéine GFP dans le muscle a été écarté car les muscles a distance
de la zone du cathéter exprimaient la protéine sans induire de nécrose. Ce phénoméne 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 hypotheses est que le promoteur CMV, contrairement au
promoteur desmine, a permis I’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 1ésions vasculaires localisées au niveau de la zone d’injection. Par
ailleurs, la voie d’administration couplée a I’utilisation du sérotype 8 a pu favoriser la
transduction de ces cellules. Ces hypothéses restent cependant a confirmer en analysant par
fluorescence directe ou immunohistochimie I’expression de la GFP dans la paroi des

vaisseaux.

Contrairement aux primates injectés par voie LR, le primate injecté par voie IM a,
quant a lui, montré une perte d’expression du transgéne a I’échelle du transcrit et de la
protéine dans le muscle injecté prélevé a 1’autopsie. Du génome viral était pourtant encore
détecté a ces temps tardifs. Par ailleurs, chez ce primate, la protéine était détectée dans les
muscles a distance du site d’injection également a long terme (résultats non présentés). Le fait
de detecter du génome viral mais plus de transcrit ni de protéine dans le muscle injecté
suggere que la perte d’expression de la protéine GFP dans les fibres musculaires n’est pas
exclusivement due a la destruction de ces cellules par le systeme immunitaire comme cela a
été admis jusque la. En effet, une régulation épigénétique de I’expression du transgeéne
pourrait également étre responsable de la perte de I’expression du transgéne. Un phénoméne
de régulation de I’expression du génome viral avait déja été évoqué dans d’autres modeles. En

effet, il a été décrit dans un modele murin de transfert de géne a 1’aide d’un vecteur
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adénoviral, que I’induction d’une réponse innée induisant la production d’IFN de type I
pouvait entrainer des modifications épigénétiques a I’origine d’une extinction de I’expression
du transgéne (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 hypothése. En effet, il semblerait qu’un plus grand nombre de
génes 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 méme muscle révéle 1’absence de LT CDS8, confirmant ainsi I’absence de
cytotoxicité conventionnelle. Ces résultats restent cependant a confirmer avec 1’analyse de la

présence de complexes d’attaque membranaire ou encore de cellules NK.

Dans notre modele, la voie LR a permis une expression a long terme du transgéne.
Cependant, contrairement aux études précédentes (Toromanoff et at. 2010 ; Haurigot et al.
2010), I’analyse de la réponse immune a montré la présence d’une réponse humorale et
cellulaire vis-a-vis du produit du transgene. En effet, des anticorps de type IgG dirigés contre
la GFP ont été détectés dans le sérum de chacun des animaux aprés I’injection du vecteur. Par
ailleurs, I’analyse de la réponse cellulaire a montré que les primates injectés par voie LR ont
des LT qui, une fois restimulés, sécrétent de I’IFNy par I’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 IFNy médiée par les LT CD4 et les LT CD8 et une réponse 1L2 médiée par les LT
CDA4. Contrairement au profil cytokinique obtenu chez les primates injectés par voie LR (5/6
primates), celui obtenu chez le primate injecté¢ en IM suggere la présence d’une réponse de
type Thl. Cela reste cependant a confirmer par I’analyse de cytokines supplémentaires

comme le TNFa et par I’analyse des sous-types d’IgG impliquées dans la réponse humorale.

Le fait de détecter de la protéine a long terme malgré la présence d’une réponse IFNy
peut s’expliquer par le fait que cette cytokine, bien qu’habituellement décrite dans les
réponses cytotoxiques, peut étre impliquée dans des phénoménes de tolérance comme cela a
été montré dans le cadre de protocoles de transplantation dans des modeles murins (Sawitzki
et al. 2005 ; Hill et al. 2011). L’IFNy peut également induire la surexpression de marqueurs
sur les cellules T impliqués dans I’initiation d’une tolérance tels que PD1 (Programmed cell
death), mais aussi dans I’inhibition d’une réponse cytotoxique médiée par les LT CDS8 (Calbo
et al. 2008). L’IL2 est, quant a elle, décrite pour permettre la survie et la prolifération des

lymphocytes. Dans un contexte d’infection par le VIH chez I’Homme, son absence peut
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empécher la prolifération de LT CDS8 et donc étre synonyme de 1’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 suggeére la présence de LT
anergiques. En effet, les LT anergiques peuvent produire de I’'IFNy aprés la rencontre avec
I’APC chargée en antigéne sans produire d’IL2 et peu d’IL10 (Carlin et al. 2005). Cette
tolérance passive médiée par un phénoméne d’anergie a d’ailleurs déja été évoquée
précédemment dans des études de transfert de géne a 1’aide d’AAVr pour expliquer le
maintien de I’expression du transgeéne en absence de LT tolérogénes proprement dits comme
les T régulateurs (Kelly et al. 2009 ; Mays et al. 2013). Nos résultats soulignent par ailleurs

I’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 CDS 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 a 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 suggerent donc un possible mécanisme de
tolérance active en plus de 1’anergie. Néanmoins, s’il s’avere 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 transgene. Pour apporter des éléments de réponse, il faudrait
analyser la présence de capsides virales dans le membre injecté a 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
I’expression du transgene associé¢ a 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 suggeérent que les Treg sont spécifiques de la capside puisque celles-ci sont encore

détectées a un an post-injection in situ.

De maniere surprenante, les primates injectés avec le vecteur sCAAV8-Des-GFP
semblaient présenter moins d’infiltrats que le groupe CMV lors d’une analyse préliminaire
(uniguement a J90 post-injection pour le moment). Ces primates étaient cependant similaires

aux primates injectés par voie LR avec le promoteur CMV en matiére 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 étre déterminant puisqu’il s’est avéré (comme
attendu) beaucoup plus faible avec le promoteur desmine en comparaison du CMV.
Cependant, ces résultats devront étre confirmés par une analyse plus poussée de I’ensemble
des muscles du membre perfusé, notamment a plus long terme lors de 1’autopsie future des

animaux.

L’analyse de I’expression de la GFP nous a permis de montrer que la voie LR permet
une expression a long terme d’une protéine immunogéne dans un modele de primate. Pour
comprendre en quoi cette voie est moins immunogene que la voie IM, nous nous sommes
intéressés aux interactions entre le vecteur et les organes pouvant avoir un réle dans la
modulation de la réponse immune comme le foie ou les organes lymphoides secondaires.
Comme la réponse immune (immunogéne ou tolérogéne) est étroitement liée a
I’environnement cytokinique, nous nous sommes donc également intéressés aux signaux

inflammatoires délivrés in situ.

Comme cela a été montré dans des modéles murins et canins (Mingozzi et al. 2003,
Mount et al. 2002), le transfert de gene dans le foie peut induire une tolérance vis-a-vis du
produit du transgéne. Nous nous sommes donc intéressés a la biodistribution du vecteur dans
cet organe a I’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 modele, le foie ne soit pas la clé du mécanisme. Néanmoins, ces observations
restent a confirmer par une analyse plus poussée comprenant 1’étude de I’expression de la

protéine GFP dans le foie et son analyse Iésionnelle.

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 dés 7 jours apres 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 a ’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 suggére que le drainage du vecteur ou de cellules transduites est plus important apres une
injection IM. Un drainage massif de vecteur pourrait entrainer 1’induction de signaux
inflammatoires importants et peut-étre expliquer en quoi la voie LR est moins immunogéne.
De plus, cette différence en nombre de copie est toujours observée a 1’euthanasie entre la voie
LR et I’IM. Ce constat présente cependant une faiblesse : la différence de drainage du vecteur
est basée sur I’observation de résultats incluant un seul primate IM. Compte-tenu de la
variabilité interindividuelle, nous ne pouvons pas exclure que ce primate puisse étre 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 AAVS8
appartenant a un autre protocole (Toromanoff et al. 2008). Les primates avaient recu une dose
de 5x10% vg/kg et les ganglions avaient été prélevés a trois mois post-injection. Les résultats
montrent également la méme tendance chez un primate injecté par voie IM alors que le
deuxieéme était comparable aux deux primates injectés par voie LR. Il est a noter qu’il serait
intéressant de faire la méme étude dans les ganglions lymphatiques poplités qui pourraient
étre 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 a s’exprimer dans le muscle.

Comme dans 1’étude consacrée a la voie IM chez la souris, en plus de 1’analyse de la
transduction des organes lymphoides secondaires, nous nous sommes intéressés a la
transduction des cellules de I’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 modele de primate. Précédemment, les études réalisées chez le primate et chez
I’Homme ont montré la capacité de ’AAV sauvage mais aussi du vecteur a 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’arrétaient en général a 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 a différents temps post-injection
présentent toutes du génome viral en quantité plus ou moins importante. Par ailleurs, le
génome de I’AAVr semble persister sous forme épisomale circulaire dans ces populations.
L’analyse plus poussée de I’expression de la GFP dans les PBMC par cytométrie en flux a
montré un pic d’expression de la protéine a 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 I’expression du transgéne dans ces cellules. L hypothése de
la capture n’est cependant pas a 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 a J45 post-injection peut étre dd a une prolifération des cellules
positives et/ou a une dilution des génomes viraux présents sous forme épisomale. En effet,
I’analyse plus poussée de la population présentant du signal GFP a J30 post-injection a
montré que ces cellules GFP+ proliférent plus que les cellules GFP-. Parmi les cellules GFP+
qui proliferent, nous avons observé une majorité de monocytes (50 a 80%) chez les primates
injectés par voie LR. Il serait donc intéressant d’étudier plus en détails le phénotype de ces
cellules. 1l est décrit que les monocytes se différencient en macrophages de deux types : M1
ou M2. En présence d’TIFNy et d’IL12, les macrophages se présentent sous la forme M1 et
interagissent avec les LT Thl 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 I’environnement cytokinique (Stout et al.
2005). 11 serait donc intéressant d’étudier le phénotype des monocytes présentant du signal
GFP dans notre contexte en analysant d’une part I’expression des marqueurs CD16 et CD163,
caractéristiques d’un phénotype M2 (Buechler et al. 2000) et d’autre part 1’expression des
marqueurs CD86 et HLA-DR qui révéleraient la présence de M1 (Kigerl et al. 2009). Un
marquage intracellulaire ciblant les cytokines telles que I’IL10 ou I’'IL12 pourra également
étre réalisé au méme titre que I’analyse de 1’expression de PDL-1 & la surface des monocytes.
En effet, nous avons vu précédemment que ce ligand peut étre impliqué dans des phénomeénes

de tolérance.

Il est important de noter que contrairement a 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 a J30. Ceci montre que le promoteur desmine ne fuit pas dans le
systéme hématopoiétique, ce qui conféere un avantage d’un point de vue de ’innocuité. En
revanche, 1’absence de signal de la protéine GFP dans ces cellules pourrait étre 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 a priori aussi dans les parois des vaisseaux. Cette localisation peut peut-étre 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 1’induction de tolérance vis-a-vis du transgéne, il est possible que
d’autres facteurs interviennent. C’est pourquoi, nous nous sommes également intéressés aux

signaux inflammatoires pouvant étre induits suite a I’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 1’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 I’injection. Seul le primate
injecté par voie IM a montré une tendance a I’augmentation de la concentration en IL8 et en
TNFa 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 étre 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 étre plus faible apres une administration par voie
LR qu’aprés une IM, au moins dans les ganglions lymphatiques inguinaux du c6té injecte.
Nous avons donc mesuré I’impact de cette différence sur I’expression de genes impliqués
dans la réponse inflammatoire a I’échelle du transcrit sept jours apres I’injection. Chez les

primates injectés avec le vecteur sScAAV8-CMV-GFP, il semblerait que certains genes 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 sScAAVS-
Des-GFP, aucun de ces génes n’est surexprimé (2/3 primates). 1l semblerait donc que ce soit
I’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 a eux seuls la

différence entre les deux voies d’administration LR et IM.

Suite a ces observations dans le ganglion lymphatique drainant, nous avons voulu
étudié la présence de ces mémes signaux dans les membres injectés qui sont les premiers
tissus exposés lors de I’injection du vecteur. Il est décrit que I’augmentation du niveau de
transcrits de chimiokines aprés 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 génes correspond
généralement au moment ou les infiltrats sont détectés. Pour ces analyses, nous nous sommes
donc placés a J30 post-injection car ¢’est la qu’étaient détectés les infiltrats chez le primate
injecté par voie IM. Les résultats montrent qu’un plus grand nombre de geénes semble
surexprimé chez le primate injecté par voie IM. Une analyse plus poussee des génes en
question est actuellement en cours pour déterminer I’impact des signaux inflammatoires in
situ sur la perte de I’expression du transgéne aprés transfert de géne par voie IM,

contrairement a la voie LR.

En conclusion, toute cette ¢tude renforce 1’idée que I’AAVr interagit rapidement et
fortement avec le systéeme immunitaire de I’hote. Et ce, quel que soit le mode d’administration
du vecteur. Cependant, nos résultats suggérent que, contrairement a la voie IM, la voie LR
permet d’induire une tolérance vis-a-vis du produit du transgéne et que cette tolérance semble
médiée par un phénomene d’anergie. En effet, la voie LR induit des signaux inflammatoires
mais ceux-ci ne sont pas suffisants pour déclencher une réponse immune délétére vis-a-vis du
produit du transgéne. Par ailleurs, nous soulignons I’importance, d’un point de vue
immunologique, de [’utilisation de promoteurs spécifiques de tissus aux dépends de

promoteurs ubiquitaires.
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V. Conclusion générale et perspectives

Cette thése a permis de fournir des données nouvelles concernant 1I’immunologie du
transfert de géne a 1’aide d’AAVr dans le muscle (Figure 42). Nous avons ainsi apporté des
¢léments de compréhension concernant d’une part I’initiation d’une réponse immunitaire
dirigée contre le produit du transgéne aprés une injection par voie IM et d’autre part le

caractére moins immunogéne de la voie LR.

Dans un modeéle de souris C57/BI6, nous avons mis en évidence une biodistribution
précoce du vecteur AAV de sérotype 8 dans les organes lymphoides secondaires apres une
injection par voie IM. En effet, du génome viral était détecté des 7 jours apres injection. Cette
étude de biodistribution nous a également permis de mettre en évidence, pour la premiére fois
de maniere directe, la transduction de DC in vivo. Ces résultats suggerent donc la possibilité
d’induire une réponse immune par un mécanisme de présentation directe de 1’antigéne aux
lymphocytes en plus du mécanisme de cross-présentation déja décrit. Une étude publiée
récemment utilisant des séquences cibles du miR142, exprimé dans les cellules
hématopoiétiques, dans le génome du vecteur appuie ’hypothése que les deux mécanismes
seraient impliquées dans la réponse immune dirigée contre le produit du transgéne
(Boisgerault et al. 2013).

Alors que les modeles 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 modéles murins ont souvent servi pour les preuves de
concept pour le transfert de géne mais ce sont souvent révélés non-prédictifs de ce qui allait se
passer chez I’Homme, notamment en terme de réaction du systéme immunitaire (Mingozzi et
al. 2007a; Mingozzi et al. 2009). Bien que ce modeéle ne soit pas le modeéle idéal, il apparait
pourtant comme une étape clé dans le développement de stratégie de transfert de géne 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 ’AAV ou encore le role du
protéasome dans la dégradation de la capside (C. Li et al. 2013). C’est grace a I’utilisation de
souris KO, que I'implication de la voie de signalisation TLR9/MyD88 dans la réponse innée

envers I’AAV a été démontrée (Zhang et al. 2012; Sudres et al. 2012). Méme si ce n’est pas
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un modele de référence en matiére d’immunogénicité pour le transfert de geéne a 1’aide
d’AAYV, il nous permet de mieux comprendre la biologie du vecteur et ainsi d’avancer pour

améliorer les protocoles de transfert de génes.

Dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans 1’absence de rejet du
produit du transgéne aprés 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 modéle de gros animal : le primate. En effet, c’est dans les modéles
de gros animaux que les limites liées a la réponse immune apres transfert de gene sont
apparues (Favre et al. 2002; Ross et al. 2006; R W Herzog et al. 2001). Ainsi, dans ce modele,
nous avons pu confirmer que méme en présence d’une protéine immunogene, la voie LR
permet une expression a long terme du transgéne malgré I’initiation d’une réponse immune a
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 délétere. Au contraire, il semblerait que nous soyons en présence d’un
phénoméne 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 I’'IFNy ne
sont pas forcément synonyme d’une réponse immune destructrice. De maniéere a confirmer
que nous sommes bien en présence d’un phénomene d’anergie, le phénotype des cellules
impliquées dans la réponse immune dirigée contre le produit du transgéne reste & caractériser.
Dans cette thése, nous avons pu voir que les PBMC pouvaient étre transduits in vivo par
I’AAV dans un modéle de primate. Il reste a identifier les marqueurs exprimés a la surface des
cellules présentant du signal GFP mais également a la surface des cellules répondant a

I’antigeéne.

Par ailleurs, les différents facteurs influengant le déclenchement d’une réponse
immune tels que la dose, 1’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 a la voie LR ont montré que I’utilisation que ce soit i) d’un vecteur AAV2
codant pour le FIX canin sous contrdle du promoteur CMV & des doses allant de 1x10* &
8,5 x10*% vg/kg chez des chiens hémophiles (Haurigot et al. 2010), ii) de vecteurs AAV1 ou
AAVS8 codant pour le LEA29Y sous contrdle du promoteur desmine & une dose de 5x10*
vg/kg chez le primate (Toromanoff et al. 2010) ou iii) d’un vecteur AAVS utilisant des AAV
codant pour des ARN antisens sous controle du promoteur U7 & des doses allant de 2,5x10* &
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2,5x10" vg/kg chez des chiens GRMD (Le Guiner et al. manuscrit en préparation)

n’entrainait pas de rejet du produit du transgeéne.

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 plutét qu’un muscle donné aprés une administration IM, elle permet de s’affranchir
d’une réponse dirigée contre le produit du transgéne. Jusqu’ici, cette réponse n’avait pas posé
de probleme 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’empécher cette réponse immune. D’ailleurs, de plus en plus d’équipes, travaillant

sur les dystrophies musculaires, envisagent ou utilisent déja cette approche.

Enfin, bien que dans notre modele 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 I’initiation d’une réponse dirigée
contre la capside et la réactivation de cellules mémoires préexistantes, parameétre qui s’est
pourtant révélé limitant lors du transfert des protocoles de thérapie génique du gros animal a
I’Homme (Mingozzi et al. 2007a; Mingozzi et al. 2009). La présence de Treg infiltrés s’ils
sont couplés a la présence de capside de I’AAV8r, dans notre modele, peut nous faire penser a
un phénomeéne de tolérance vis-a-vis de la capside mais aucun test n’a été réalisé pour
déterminer leur spécificité. A ce jour, nous ne disposons pas de modele permettant de prédire
si la voie LR permet réellement de s’affranchir d’une réponse anti-capside délétére comme
celle décrite dans I’essai clinique sur les patients hémophiles (Mingozzi et al. 2007). En effet,
bien que le primate soit un hote naturel de I’AAV, la présence d’une réponse cellulaire pré-
existante contre I’AAV et son impact sur ’efficacit¢ du transfert de géne n’ont pas été
montrés. Chez ’Homme, 1’utilisation de traitement immunosuppresseur est présentée comme
une alternative préventive. L’administration de ce type de traitement de manicre transitoire ou
ponctuelle semble permettre de s’affranchir d’une réponse dirigée contre la capside chez
I’Homme et permet de maintenir 1’expression du transgéne a long terme (Nathwani,
Tuddenham, et al. 2011). Ces traitements immunosuppresseurs augmentent cependant le
risque d’infections opportunistes. D’autres stratégies sont donc actuellement a 1’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 I’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 ’AAV2, ces outils ont montré leur capacité a
diminuer la réponse cytotoxique médiée par les LT CD8 et a induire I’expansion d’une
population de Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ spécifiques de 1’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 géne 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 transgéne chez les patients et réellement permettre

un transfert de géne efficace a long terme.
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Figure 42 : Immunologie du transfert de géne dans le muscle squelettique. A) L’injection d’un vecteur
SCAAVSE 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 maniére importante dans le ganglion lymphatique le
plus proche ou des sighaux inflammatoires sont également induits. Des DC sont transduites permettant ainsi la
présentation directe de ’antigéne aux LT. Ces DC peuvent également capter des antigénes dérivés du transgéne
exprimé par les fibres musculaires, on parle alors de cross-présentation. Ces deux mécanismes activent les LT et
aboutissent a la perte d’expression du transgéne. B) L’injection d’un vecteur sScAAV8 par voie LR entraine une
transduction des cellules musculaires et induit des signaux inflammatoires moins important in situ qu’apres une
administration par voie IM. Le vecteur et/ou les cellules transduites sont drainés de maniére modérée dans le
ganglion lymphatique le plus proche ou des signaux inflammatoires sont induits si le transgéne est exprimé (en
fonction du promoteur). Les signaux inflammatoires peu ou pas présents ont un impact sur les DC transduites
susceptibles de présenter I’antigéne dérivé du transgéne. Ces DC ne présentent pas les signaux nécessaires pour
déclencher une réponse T délétére, cela aboutit a I’induction de LT anergiques et/ou régulateurs et a une
expression a long terme du transgéne.
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Longevity of rAAV vector and plasmid DNA in blood after
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Legitimate uses of gene transfer technology can benefit from sersitive detection met hods to determine wector biodistribution

in pre-clinical studies and in human clinical trials, and similar methods can detedt illagitimate gene transier to povide sports-govarning
bodies with the ability to maintain faimess. Realtime PCR assays were developed to detect a performance-enhancing frarsgens
(erythropoietin, EPO) and backbone sequences in the presence of endogenous cellular sequences. In addition to developing reaHime
PCR assays, the skeps involved in D NA adraction, sibrage and transport were investigated. By realdime PCR, the vector tramsgens

is distinguishable from the genomic DMA sequence because of the absence of introns, and the wector backbone can be identified by
heterologous gene expression contrl elements. After performance of the assays was optimized, cynomolgus macagues received a single
dose by intramuscular {IM) injection of plasmid DMA, a recombinant adeno-associated viral vector sarotype 1 (rAAVL) or a rAAVE wector
expessing oynomolzus macague EPO. Macaques received a high plasmid dose intended to achieve a significant, but not life-threatening,

increase in hematborit. rAAV vectors were 1sed at low doses to achiewe a small increase in hematocrit and to determine the limit of
semsitivity for detecting rAAV sequences by single-step PCR. DNA aextracted from white blood cells (WBCs) was tested to detarmine
whether WBCs can be collaterally transfected by plasmid or transduced by rAAV wectors in this contest, and can be used a5 a sumogate
marker for gene doping. We demonstrate that IM injection of a conventional plasmid and rAAV vectors msults in the presence of DNA
that can be detected at high levels in blood before rapid elimination, and that rAAV genomes can parsist for seseral months in WBCs.
Gene Therapy (2011) 18, 709-715; doi:10.1038/gt.2011.1%; published online 10 March 2011
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INTRODUCTION
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kinds of doping approaches are possible, such 2 gene doping. Advance
in gene tranglr technoogy wal for legiimate gene therapy and
vaccination, are capable of providing the means to enhance the physicl
performande of athletes. According o WAL, gene doping is defined
the ot herapeantic wee of gemnes and genetic dements that are capalle of
enhancing athletic performance. If gene doping & being purssed.® it
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vasculature M2 Moreover,  moomddnant  adeno-msocaral  viral
[rA AV vectors and naked plemid are two different gene transfer
syatems wed Bor M delivery in animal model'" and in
g A Reenitly, replona] vaseular infusion of 3 vector to schisve
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Longadty of tAM in WBCs
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amd  determine the short- and long-term  profiles afier naked
plemid and rAAV vector gene transfer in nonhuman  primates
(MHPs). We show that radaV Sequends Gan be found m white
bl ells [ WBCE) of NHPs for several months after ow-dose M
administration, but not when pDNA & administrated [M 2t high
dhses. Drata generatead in this study will be the basis for developing a
legally defensible commendial Tagman PCR asary for the detation of
rAAV- mediated gene doping.

RESULTS

Evalustion of our screening approach 1o be wed in humang was
conducted in NHPs to closely mimie the biodistrbation an d loogevity
prediced in humans, For naked plasmid imection, 2 plamid pka-
R L PGEemEPD was constroctad, It has the cynomolgus macague
erythmpoietin (cmBP)) gene under contml of the human phosphao-
lyerate Mnase (PGE) promoter and SVA0 polyd (Figure 1a). The
PGE promoter was choden, 28 i 15 2 weak promaoter that is active in
the muscle, to shightly increase hematocdt st a high dose of plasmdd.
Furthermare, the high dose of plsmid was imected 1o investigate the
ablity o transfect NHP WBCs imvna,

The rAAV veclir transgens casetle has an EPO under comtml of the
CMV promoter and SVAD polyA (Figure 1h); the promaoter 15 2 mbust
promdter in tee muscle known 1o increase hematoont 2t a bow vector
dboge 12 [ codvirast o 'ph.m'l.id. 'pnew'uus i v stodies have shown
that afier a single imjection, rAAV genomes can be deteted in
periphers] Blood monomeclesr colls [ PEMCS) for several mamniths 312
Our goal in this study i3 1o determine whether under stringent
conditions (very low doses of rAAV), rAAV genomes can be detectal
in WBCs, which were tageted because they am exily sccesdble and
have the potential of carring veclor sequences in the long term.
Deteaion of low copie of plasmid and rAAV sequences in Tlood
reqpuired the evalustion and optimtzation of blood collection, DNA
{sobition and handling, 2 well & PCR amplifcation and analysis.

Tutal IVMNA extraction from WBCs

DIMA weas extractal Fom WBCs ingtead of isolsting punfied PEMCs
on Flooll gradients. Our gonl was to decresse the numbser of sample
marm pubitions, and to increxse the yidd and maintain the quality of
the extracted DINA, a8 different testing labomton e are expected o wse
these methods. We excluded ki that incloded alumms or resing,
becamse we were concermed about the ompetition between genomic
DA (gAY amd the plasmid or r AAY episomes for binding. On the
basis of these criterta, we decided 1o evalmte the Gentra Punegens
kit oltained from Ciagen (Courtaboenl, Franee) and the Wizard ki
From Promega ( Chardsonmi#nes- les- Baing, Framae).

For kit evahsstion, tota]l DNA wes etmced om the WBC faction
of 3ml of whaole Hood of three naive macdques (r=2 lbr eadh animal).
The tital gIMNA yield wes sl milar with bath kits. For all extracted DNA
sarmples, the A2 280 ratios were between 186 and 1.91, and the A2600
23 rabid were =~ 22, which 15 consistent with the shsene: ul"pmtim
and other contiminans. We oltained gDMNA that seems o remzin
intact, althowgh 2 small amount of subchmomasomal e Fagmenis can
e seen by agarose gd electrophorests (data not shown) . This quality of
DMA & suitable for PCR amplification, a8 daermined by the abidiy 1o
amphify by @aoventional PCE, an endogenous gene (£-plobam, s beow)
o 50ng b 1 g of DNA (detn nol shown).

As published previowdy, in NHFs, rAAV gemomes pemsisl s
chor ot nitzed hrw: comncatemeric and small monomene crcles in
the skeletal muscle.® The rAAV genome strudure (epiomal or
integratad) is unknown in WBCS ths, we wanted 1o determine
whether eplsomes could be extracted along with gDMNA We camied
ot bloied gDIMNA extractions spiked with a lange plasmid (35 200bp
mimicking rAAV concatemeric circles) or 2 small plamid (5700bp
mimicking rAAV monomenc cincles) o evaluae the efficency of
capture in the presence of excess gDNA. In brief, DNA extrmctions
wene performed from whole blood of the sme nominected NHFs,
wsing the two Kis, Overall, 3 ml blood was spiked with 386 copies of

pHans ORVPGKomERD plesmid

b

AV ve otor

Figuee 1 Plasmid and rddl weclor structures. {a) hPGK, human phosphoghoerate kinese promoter; omEPQ, opnomol gus macaue evythmpoistin cONA; VA0
ph, simin vins 40 polyadenylation site; Kan, kanamycin-resistance gene. ) CMY, oftomegalovius immediae eady promoter; f-ghlVE, feglobin intmon;
emEPO cOMA snd SVAD pi. The sqmession camsstte wors clonsd betwssn AV - imeted frmins] epasts. o] The omEPD genamic DNA comtains four snanms.
The infran betwessn emn 2 and =on 3 & the longest (583 bp) in this gane. Genetic elements are nd drawn o scale.
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Table 1 Efficiency of DNA extraction
Lpike Extaction Heid of the Copie of Total copies of piasmid inthe  Recoveryof me
kit extrachion ug)  plasmidin S0ng of DN extmcter Dk spiked plasmid
Mome: ‘Wirard 1225 ND ND Ml
B copies of large plas mid during step 1 ‘Wizard 1047 134 2 EIE4 9%
AES copies of small plasmid during siep 1 ‘Wizard 1842 122 4. 99E4 15%
AEE copiem of large: plas mid during step 2 ‘Wizard 1354 qas 1068 339%
86 copies of small plasmid during siep 2 Wizard 1335 HD HD %
Mome: Genira Puregene 1349.5 ND ND Ml
B copies of large plas mid during step 1 Genra Puregene 1149 ] 1] [i
88 copies of small plasmid during siep 1 Genira Puregene 1443 343 G9Ea 3a%
AEE copiem of large: plas mid during step 2 Genra Puregene 149 2435 2568 BA9%
86 copies of small plasmid during siep 2 Genira Puregene 1085 200 4 34E5 14.5%
Abisrorat: MA, Aol appiicalbie; NID, mol deta clalda.
barge or small plesmids, either at the firt siep of the extraction, ‘Tagman reaktime PCR assay design
that 5, im wheode blood mised with a red blood 1ysis solution, or 2t the T detect the bisdistrbution of injected DNA sequences, sengtive and
second sep of the extraction, that &, on the white od] pellet afier  specific amays that can distinguish exogenous DNA from NHP gDNA
the frat centrfugation step. The DNA yield of our extractions  were developed. The SV40 polyA real-time PCR aay was adapled
was between 100 and 150 pg of total DMA for 3ml of whole Blood.  with changes Fom the asay developed by Lock f al 2 for the tAAV2
A quantitative PCR analysis that is specific for plamid sequenes  Beference Standard Materal The 5V40 polyA se, which is not
was performed on 10 and S0ng of DMA, and quantified wing a2 present in the NHP genome bul & present in the nakel plismid
plsmid standard crve. Reoovery of the imitial spiked plsmid  and AAYV vectors wed here, 3 an adeal target & ther s o
was then calabted [(Ble 1), To confirm the relability of each ompetition with endogenous saquences. In addition, the kanamycin-
extraction, the quality of the extracted DMNA was checked by electro-  resiftance cassette in the pRaneQRVPGEemEPD plamid provides
phesresis, spectrophotometry and by amplibestion of the &-gléin gene  an sdditiona] target for pDNA. Although these two sequence Largets
[t ot shavwn) can be used o detect naked plasmid and rAAV vectoms, we alio wamt
Wheen pLiNA was spiked during the i step of extraction, recovery 1o detect the tranggene (cmEPO) sequence, baause when screening
was very low, regardless of the extraction ke It is Hkely that the vast  athletes, the other genetic elements incorporated in a vector dicitly
mapority of the pletmid was lost afier has of red blood cells and the  wsed fbr perlrmance enhanement would be unknown, As the
sulkequent centrifisgation step, when the supematant (serum) was  admindstted cmBEPO sequence 15 a cDNA, the exon—exon junctions
removed from the white @l pellet. This was confirmed with the  are tapgets o distingush eogenoms DNA bom esdogenms g DAL
resuhts obtained when the plasmid wes splked directly into the WBC A Tagman primer-probe set was designed 1o span the EPO Exon 2-3
pellet in which recovery of both spiked plasmids was higher, and the  boundary with the probe hybndieing 10 te exoneson juncton
Gentra Puregens DNA extraction it was used for subsequent analyses  [Figure 1), The Tagman primer-probe sals were destgned and validaied
4 it was mare elficdent. Purthermone, capture of the lager plusmi 0 speafically deted naked plasmid and rAAV vectors in the presene: of
was more efficient than that of the smaller plsmid. DNA extracted  ewess gDNA ("Bble 21 To venly the amount of DA that wes and yaed
from WHCs wsing this method was compamble in quality and i each resdion, the £-globin PCHR sty was wied W mormalize te input
yiehd with DMA purfied fom PBMC: solsted on Fieoll gradients  DNA As expeded, EPO Exon 2-3, SV40 and Kan primer-proobe sets
(data not shovwnl. specifically detect emEPO cDMA, 5380 polvA and kanamycin tamgets,
rspectively, and do not produce 2 agnal for NHF gDMNA alone.
Evaluation of DNA storage and transport Caonversely, the e-globin primer-probe set deteas only gldhA.
In our study, NHP imections, Hood collection and DNA extraction
were pedormed in Nantes [ France) and the PCR analyses in Gaines-  Bficiency and Enearity of Tagman primer-probe sets
ville [ FL, USA); hene, it was necesiary 1o validate the stability of our  The input DNA amount was based on careful spectmophotometric
DMA smples during storsge and shipping. After extraction, total  messurement vsing an lmplen nanopholometer [ lmplen, Mimchen,
DA wes resuspended in Tris-EDTA bufler, sored one might at +4°C Germany L. An amount of 500ng of gDMNA, equivalent to 75000
1o digsolve and then Frocen at —20°C. We favored abquoting inte  WBCs, was analyaed in each PCR asay. To determine the posible
100 @l o avodd repested thawing and freering cpcles. One aliquot of  @mpetition from  gDMNA, pDMNA was spiked into nave gDMNA and
each sample was sent to Gainesville and backu p amples were anchived  testing was pedformed wsing Exon 2-3, SVl and Kan assns. Standand
in Mantes, The shipping was carred oul at ambient temperatures a1 curves were established wiing the pEanORVPGEamEPO plaamid
different tmes of the vesr through overnight courer to reduce the cmt ranging from 10 @ 107 copies in the sheence or presence of S00ng
mspciated with Foen or refigerated shipping, and amples wee  naive gDNA. As shown in Table 3, Enearty is maimtained over eight
delivered in =72h Upon amival, integrity of the DNA was deter-  logs with all three primer-probe sets in the presence or alsene of
mimed by spatrophometry st Az and electrophoresis. To further  500ng gDNA. The efficiency of the EPO) Exon 2-3 asay was in hibdted
comifirm the integrity of the DNA, all amples were subjected 1o real- by 10% in the presence of 500ng gDMNA and may be doe 1w
tme PCR using an ssay tagetng the s-globin genomic loows  awmpetition with gDNA e the EFO Exon 2-3 primers. Meanwhile,
(Table 2), in which all gDNA samples prodocd similer 2-globin no competition was observed with the Kan and SV40 asays becanse
aagnals before and after shipment [ data ot shown). move of the Kan and SVA0 primer- and probe-linding sites exdst in
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Table 2 Seguences and specificity of the Tagman primer-probe sets
Assy (Higonucimtide saqumces (5.3 Ciigan udieatice Spacifiaty
conoeniration {nid)
A pias
EPO Exon 2-3 [Prroe: i W A AR TS TS, MG ENRG 250 - +
Primer F: AMTGAGAMTATCACCETOCCAGAT a0
Primer A: MSCTTCTEAGASC MGG a0
Svan Probe AR MAGCATTTTITTTCAC TECATTC TAGTTETGETTTETC-TAMRA 250 - +
Primer F: MECANTASCATCACAMTT TCACAA a0
Prmer A: GACGOETTAAGATRCATTEATEAETT a0
Kan Prrode: 6 RiUM- DEGOCATTTTCCA-MGENFG 250 - +
Primir F: CCACAETCGATEARTCCAGRAR a0
Primer A: GOCTECTTECOEANTATCA 00
i din P W IC- TECAGEET G CTOEC MMM TAMAA 250 + -
Prmer F: TGGOAASGASTTCADCOCT a0
Primer A: AMTEECEEAECAEAEACT a0
A i D, arySvogpiating M, g camie: DIMAG B, plissimicd DHA.
-, e claiia By Tagran PCR; —, fol deta clabia By Tagm an PCSL
“soing gDMA& R 10 Trs EDTA.
B0 copii of S e neCB UPGK emEPD plsmicd in 10 4 Ts-E0TA.
Table 3 Efficiency and linearity of the Tagman PCR aszays
Assy L inganty @) in he Linearity #7) in e Efficiency (%) in the Efficiengy (%) in the
absence of S00ng DA presence of S00ng DA absmce of S00ng DA presence of S00ng D
EPO Expn 23 0985 0979 @ )
Hvad ek ] 95 55 k: =}
Kan 0995 il k- a0
Rk ravia iz EPY, anylhn puiatin.
#DNA (Table 3). These two atays were considersd to have the best  in o cmBEPO epresiion. A shght increste in the number of
semitivity and serve a8 a relerence for the EPO Exon 2-3 asay. reticubscytes was seen in Macl during the frst week post injection
f'p.i.] I'Fig_u.m 2a), bast thes incresse had no efect an the hematocnt,
False-positive and fale-negative testing and &t 4 weeks pi., the number of retalocytes decreased wntil
Alter establishing these vectorspecific Tagman PCR asays, the lower  resching the baseline value. Mo dgmificant incresse in the mumber of
Bt of queantitation was determined. On the basis of the work above,  reticulocytes or hematocnt was observed in Mac? (Figure Zh). Mac2
we relisbly detected three copies of the pEaneORUPGEmEPO  recived some Fercobeang (2 vitamin coclaail spring amemia contain-
plemid spiked into 500ng gDNA within 40 PCR cpcles. A bek of  ing iron, copper, cobalt and vitamins B1, B12 and FP) between wek 2
signal st 40 cycles was defined 28 ‘negative] and a Ot signal belore  and week 10 pi, as its baal hemaoerit during tis period was low
A0 cycles of amplification was considered “positive’ Owverall, 500mg  (near 30%) and the animal was subjected to repetitive bleedings for
of naive gONA and the Trs-EDTA buffer by isdl wer wed 2 'no  our analyses. This trestment is expectal 1o aflect the hematocnt and
template controls’. Table 4 demonstrates that when 20 replicstes were  retoulocytes levels, and could explain the vadations observed in the
executed, the flie-positive rates of each of the three ssays are equal to hematological parameters of Mac2
zern. Meanwhile, when three copies of plemid in 10p] Trs-EDTA To directly determine whether the plemid imection resulied in
were lested in 15 rephcates of the asay, the Ble-naative mtes  tramgene expression, emEPO protein levels were mesured by
of the EPO Exon 2-3, 5V40 and Kan s in the presence of  encyme-hnked immunosodbent asay in the serum of Macl and
SO0 mg glMNA were 13, 0 and 7%, respectively. Pipetting emor most  Mac? (Figure 2¢). Mo sgaificant incresse in the emEPO protein was
likely & the canse of falie-negative resulis, & the Fuision distribution observed afler injection of pDNA, and the levels of conEPO rem ned
yiekds a 5% prolability 1o pipet zero copies of the plasmid in 2 test a1 basal valoes throwghout the study, Vanation in EPO levels in Macd2
ample. The results demonstrate that three aspies of target plasmid in© could be due 10 anemia of this amimal and doe o Ferabang
the presene of 500 ng gDNA, which is equivalent to 75000 WBCs, are  trestment. As we imjecked 10mg (a2 very high dose equal 10 2.75E15
detectal by the three smags, with the copy number olizined in all  molecules) of 2 functional plasmid, these realis were quite surprising,
three asmays having means of approcimately three copies [ Table 4] comsidenng that the human PGE promoter wsed in this expression
casgette is functional in the maaque skeletal muscle | Le Guiner C and
Maked plasmid expresson and biodistebotion Moullier B, unpublished data).
Two NHFs were injected IM with 10mg pEanaQRLPGEemEPD at T track pDONA in blood, EPO Exon 2-3, SVA0 and Kan sseys wene
pre-tatooed sites along the tibiahs anteror muscle. fre vmeo plasmid  vsed o anahmre WBC DRA mples obviained from Mac] and Mac? at
expresgiion was evahmted by messuring hematological parsmeters  diferen tme points. All three primer-probe sets showed a dmilar
[such & hematocdt and retioudocytes) a indirea mesorements of  trend in WBC s [ Figures 2d and ). Copy number was detected a0 soon
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Table 4 Fake-positive and fak e-negative rates

Longeily of EAM in WBLCs
LT

Ay Negarive cantel Faise postive Faise-postive rafe (%)
EPO Exom 2-3 500 mg ghNL 020 0
TE 20
Sval 500 ng gNDA [Firdd] [+
TE i)
Kan 500 ng gl o0 L
TE [l
Ay Fositive contml idean copy numper (s.e.) Pt Faise-negative rafe (%)
EPC Exgn 2-3 Three copies pDMA with 500 ng gDNA 32 {188 1315 1333
Three copes phMA with TE 4.11{1.34) 1815 [
Svald Three: copies pDiA with 500 ng gDNA 3.4 {1.31) 1515 4
Three copes phMA with TE 25178 1415 6.7
Kam Three copes phibA with 500 ng ghiL 28 {1.85) 1415 &.77
Three capes pDMA with TE 35.13) 1515 [
At S0, eyl et 0N, plomid DMA; aa, standend e, TE, THeEDTR.
a 4 w0 b L 0o
) - _an I =
£ g o = % Lo L * i
z 1 N er g - i g [ &0 H
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Figure 2 Expresion and bisdstribution of the naied plesmid afier [M injection. Hematological parametes thematoorit in molid circles and reficulocytes in
dashed open triangles] in {3 Macl and (b} Mac2 before and afier injection. {c) Ssum EPQ lewsk of Macl and MacZ befor and after plasmid in jection. The
resilts ame the sremge of fiee independen messwrements. Copy number of the naisd plemid in white blod cels of {d} Macl and fe) Mac? at diffessn
samgling times. WBC samples fom Maxl and Max? wee analyzsd by mal-time PCR. The plasmid copy number is exfrapolated fom Emn 2-3, SV40 and
Kan quantitatiee PCR amay standaed curres. Plasmid copy numbers wese normalizsd to gDNA using the c-globin primes-probe s=t. {f} Plasmid copy number

fmom the srum of Macl and M2 wsing the Exon 2-3 asay.

a5 Hmdn pol and resched masdmuom at 1 day pi, and then fdl back 1o
the pre-imected level by 1 week. The dasta demonstratal that the
pEanaOY R/ PGEemEPO. plsmid enters the Hood shonly afier [M
imection. Megative contmd samples (blood amples olzined from a
nomimected amimal samped at the same tme points 2 inected
animaly) were wed 1o determine the background and showed no
PCR sgnal (data not shown)l Comparing the apy number from

tryjected and nonimected animals, we can conchede that the plasmid
cannol be daected in WBCs more than 3 weeks after M imjection.
Serum samples obtained from Mac] and Mac? were alio tested for the
presence of pDMA. Similker to the signal from WHBCs, the copy mumber
i the serum of both animals reached the madmuem at 1 day pi.
However, the peak awpy mumbser of Macl is 20 times higher than that
of Mac2 | Figure 2) and pDNA in serum i cearsd within 4 weels,
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Figue 3 Hemaiologicsl parameters and EPO levek in the s=rum of riAY vector-injected NHP. Hematologics| pasmeters (hematocrit in molid ciecles and
reticulooptes in dashed open triangles) in ta) Mac3, (b Macd, (2] MacE and (f} Mack before and afer sAAV adminsistion. Ssrum BPO lewels of {c) Mac3,
) Macd, (g MaS and th] Mack before and after rAAY in jection. The resulis ane the avemsge of thres independent messimments. For rAdl'], Macd
received 2. 5E10wgkg~! {7.75E10 wg totall and Macd receied 2 5E11 wgig~" $9E1 Ivg totall. For rAdWE, M5 was injecied with 5E9wg bg~" (1.3E10wg

tetal) and Mesch recsived 2. 5E10wgkg—" {1.01E11 vg tatsl).

By evahmate the trnsfedion of myofibers st the site of plasmad
imection, we pafomed PCR analyhs at 3 months pi. on muscle
biopaies in the imjected legs of Macl and Mac2 Fial DNA was
extraded froom muwscl e biop ses and anal yral wsing the EPO Exon 2-3
asmay, and we observed the presence of pDNA i the injected muscle a1
3 months pi. at copy numbsers ranging from 20 w0 200 per 500ng
gIINA.

TAAY veclor expression

Four WHPS were imjected [M with bow doses of rAAV] or rAAVE
vectoms hardworing the same expresion casete [CMV-cmEPO-
SVA0RAL Por tAAV], Macd recdved 25E0vglg—! (7.75E10+w
total) and Macd recsived 2 5E11 vg kg " (9E11vg wotal). For rAAVE,
MacS was imected with EEQ'\-g_kg'l (L3EW vy total) and Mach
recetved 258 Wvg kg~ [ LOIEL Ivg totall, The in voo cmEPOD expres-
sion of tAAYV vectorimected amimal wes evaluated mdirectly by
measuring hemainlogical parameters (such as hematocnt and reticu-
Jocytes) in each rAAV-injeded animal | Figures 32—0), and direcly by
measuring cmEPO secretion in the serum of each rAAV-injectal
amima] | Figures 3e-h). In contrast 1o the inelficent expression From

Gene Thempy

the naked plsmid shown in Rgure 2, tAAV] and rAAVE vedors
elfficienty expresed EPO in all four animals, Mac3, Macs and Mad
exhibited long-term emEPO expreson, with a rapid increase in the
number of reticubscytes and hemaiocrit levels that incressed ~ 15%
for Mac3 and Macs, and = X% for Mad after rAAV imection. This
20% increate in Madh required sheduled bleeds each week o
maintzin the hematocnt level under 0% (an ethially scceptable
level). For Macd [ that recetved the hig]w_ﬂ. vector dode], the heanatocrit
level increatal until wesk 4, and the mumbser of retcubncytes increased
wnitdl weeek 2 and then decreasad; this & in arrelition with 2 trnsient
incresse in emEPO in the serum of this animal in this tmeframe. This
animal exhibited austodmmune anemia, with the development of an
imimune response againd autolmgous cmEPO (data ot shown), =
Seen inprm-i:-usslm]h:.m' Al week 17 pi, the hemaiocrit decressed
Ieebow 15%, and 2 this phenomenon was not trangent, the ammal was
killed #t 17.5 weeks p.iL

rAAV vector IINA in blood

DA smples were extrscted From WBCS, serum and urne of the fbur
rAANV-tran sduced macaques. Overall, 500 ng WBC g IMNA was anahyred
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Figur= 4 pAAY vachor copy number in white blood cels, ssum asnd wine sfter IM injection. Capy number of the sAfW] vedor in white blood c=lk of (a
Mac3 and (b} Macd. Copy numbier of the sAME wector in white blood o=lls of {d MacS and {d} MacE. The copy number of DNA & =drapolstsd fom Exan
2-3, and 3V40 quantitstive PCR =y sandard cures. fe] fAY copy number in the serum of Mac3, Macd, MacE and Mact. ) rAd copy number in urine
of Mac3, Macd, Mac5 and 6. Vecior in ssrum and urine wes detecisd wing the Exon 2-3 sy

wsitgg the EPO and SVa) Tagman PCR sssnys. Megstive conitmol
samples [Hood ample obtained fFom nomimjeded animals compled
#l the same tme points 28 imected animals) were wed 1o establish a
backgroumnd PCE signal Mo signal was obtained from all the negative
comtrol animal amples (data not shown) Bgman PCR results
ilhestrste (Figures 42 and d) that pre-imjection smples ol ned
from &l four rAAV-injeded ammals were negative for both asays
and that the r AAN vector appears in WBCs 30 min after M imjection;
this hkely represents vecior in the serum (see Figure 4e), which may
comtaminate WBCs at a low level The madmum copy mumber in
WHCs and serum owurred at 1 day poi. and likely includes infectious
rAAV detecile until 7 das 'p.i.a The aspy mumber in WBCS and
serum decressed sharply untdl 3 weeks pi, and then approimately
three awpies of the vector wene maintained in WBCs for =20weeks in
all primates, but not serum Although the amount of vector DNA
low, the senstive Tagman PCR asays developed here are capalle of
relishly detecting the vector genomes. As mentoned bdore, the S8
anaay i more efficent than the EPO Exon 2-3 sy (Table 3), so that
al soome tme points, only the SV asay is capable of detecting
& aigmal.

Simalar o 'p].umu resu s I'F'rg_u.re 2, most of the rAAV vedor
genomes were cleared from serum in 5 weeks [ Bgure 4¢€). Inad dition,
a significant amount of vedor was detected in wrine within the firs
5 s, st 1 target DNA signal was observed in unne samples kiter
than 5 weeks (Figure 47 At 1 day pi, veclor copies in WBCs lor
Ma3 (rAAV]) were nady one log grester than those seen for Mach
(rAAVE ), which recened the ame dode; thus, 11 seems that rAAV] 5
mare effident to enter the drulstion. Moreover, muscle gldNA
amples mear the imection sites Fom the ur tAAV-injeded ammal

were extracted and analyzed by ralime PCR o demonstrste the
successil transduction of the delen] musde with copy mumbers
ranging Fom 50 to 2000 per 500ng gDMNA

DISCUSSION
Deatection of geme dogpdng requines methods that ane relishle, sensitive
and specific, vang amples obtained noninvasively, Altwuegh injected
plsmdd and rAAV genomes can be maintuined i the mjated muscle
lor at lexst 3 maonths, it 6 not feasible 1o perform muscle opaes on
athletes, tq:mcia]]y wii st kr.uswir.g the location of the ':r:jﬁ:h'un.
Thuzs, the ideal smple shiwld be blood, urine or senom, which the
athletes are required 1o provide before competing. Although Baoutin
& al?5 have demonstrated that real-time PCR can be wed 10 daect
clA spiked into human blood; it is unknown from their sudy
heimw semsitive the sty 15 for cmples taken from animal transdsced
m v, The efficiency of vector escape From the injection sie into the
ctroulation, and the deection of low doses 1 WHPs pram sde the best
mosde] o vest the hmit of detection related to dose. Our real -time PCR
asrys love been usad o test samples From sx WHPS transduoced i v,
andl these data provide sulficient evidence that suggests that the rAAV
vechor genome can be maintzined in WBCs up o 57 weels after
IM imjection of rtAAVE and up 1o 26 weeks with tAAVT (the longes
'pu'nu n.m'p]m.l]. Mearwldle, the rAAV vector 1n serum and wnne 15
mistly cleared within 5 weels pi, simiar o the dearane profile of
PLUNA. From these results, IINA somples extracted from WBCS should
be considered a5 a testing target in fulure sport compet b,

#NA solited Fom rAAV 1- and rAAVE- njectad animal showed a
pimitive sigmal st 21 months pi. in punfied PEMCs | dota not shown),
and romanofl & al? ako observed rAAV] in PEMCs 2t 34 manths

fl5
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and TAAVE in FBMUCs 21 20 moniths after M injection. However, the
methods used here 1o extract DNA Fom WBCS do not require PHMC
isobetion, which redusces (1) vanabdity, (2) required ssmple volume o
3Iml (versms 5-10m] with PEBMC isolation), {3) Tu.ll.l:irml 'p'rmxs‘h'“
tme and (4) sk of ample cods-contamination. Meanwhile, the
detection methods we are applying are based on single-step real-time
PCH asmays, which smplify the testing procedures by avoiding both
the electrophoness detedion from conventional PCR analysis and the
multiple amplifcation steps of nested PCR*

The bidistribution analyss of rAAV vectors in ammal model and
humans & wsally limited to the shom-term relative o possible hife-
loig expresion. Flotte of al'¥ demonstrated that tAAV] vector
genomes Gan be detectal in mowse and ralddit blood up to 90 days
after | M ingection of doses =1E13vp kg (60-2000-fold higher doses
then s wsed here) . Beiter ef al® aloo showed that rA AV vectors can
e detectad in maouse blood up to 56 days using 2 nested PCH strategy.
However, comparing the mowse and rabbit models, NHPs more
clsely avmpare with human bangs in the muoscle structure, ood
volume bo mass ratio, viral recplors and immune TEPI'IITHLI'& Here,
we demonstrated rAAV] and rAAVE tropism for NHF WBCs after [M
imection, although we did not asses whether trangens expression
originates Froom infected WBC 4. For Macd, autoimmune anemia may
have been facilitated by transduction of dendritic cells by the rAAV]
mu';r?w]'nd\ hes been shown 1o be efficient at transd oong this cell
type

Manng & al¥ seceshdly tmnsdeced the human liver wsing a
TAAN 2-Fator X vector, They observed the presence of the rAAV2
wector up b 20 weeks in human P BMCs, wp 1o 14 weeks in serum and
up o 4 weeks in urine, with their highea dose (2E12v kg '), which
is B-Hikfokd higher than the doses administrated vo the NHPs in this
repirt. Brantly & al’® detected rAAV] vectir sequences in humsn
bhoed wp to 90 days after [M injection with the highest dose
(1E12va kg '), These groups wed PCR amas with 2 sensitivity of
S0-100 copies in the presence of 1 pg of g NA.

The mays developed here have high sensitvity with relable
detection of three copies of taget DNA sapoences in the presence of
150000 copies of hist genomes. A a resull, the combination of DRNA
isolation mehods together with these ssays 1 capable of detecting the
minule amounts of veclor sequendas in 75000 WBCs of NHP
genomes. Five coples of vedor in 500ng gDMNA, whid is extractal
o the equivalent of 10-15 pl of whaole Bloed, indicate that 150000
TAAV Verlir genimes dn 11 Uhee creukition | ~3m'rr|.'|].1lurru'n'|sl:=1:h'“
that the tAAV vedor gendme can be maintained in a sub- population
of WBCS in the long term. We deected the rAAV veclor gemome
in WBCs at the lowest dose lbr each serotype (Mac3: rAAVI at
25E10vgkyg! (=7.75E10vg todal dode) and MacS: tAAVE at
setvg ke ! (=13E10vg total dme)) and schisved an increse in
hematoerit. Athletes would potentially tarpet dmilir vele ' egual
i @ 1.75E12 vy dose for rAANT and 2 3.50E11vg dose e AAVE per
Tikg human,

Unbike the rAAN signal, the plamid dgnal & not maintaned in
WHC s in the bong term and ] back 1o baseline within 2 week pi.and
may nol have been asociated with WBCs, but instead aonfined 1o
serum A sgnificant amount of DNA localizes to the blood belre
rapid elimination by the liver, and an additiona] mechanism for
plasmid elimina tion From: e blood may invelve kidney secretion inte
the urne. Furthermane, the low amount of pONA deteded 3 months
alter imection at the muscle site could be the resub of nelficient
mhﬁfm.q'rr transfected 'rn'gn'rl"m el nation alter an tmmane cell
idilrstion in response o Cpls sequendes found in prodaryotc
sequences [that &, the plismid backbone used lere) 242
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The hong-term mainienane of rAAV sequenas in WBCs provides
an extly acesible target for the surveillinee of gene doping. The
methids developed here to test gene doping also provide the basis for
detecting other WA DA-prohibited gene-doping targets. Burthermane,
the aays developed here pedormed amiady in different matres of
apecimens Mood, wrne, moscle and senmm. Our experiments in NH Ps
wene designed to test the feasbility of ddecting vector sequenes in
bt dm thee Jooeg term afier [M imjection and o gain insights into
testing humans, Storage and shipping of DNA required validstion, =
athlet samples will be shipped 1o testing laboratones and results sent
iy central databases. The data genenated here are being wed o develop
sarmibar zn}:ﬂ'ﬁiﬂﬂ.]’ﬂ'ﬂrﬂ'ﬂﬁw‘hm hmtm.ﬁmﬂniw
trangler technology encompases vanous vedors, mutes of admdims-
tration, = well & imection formulstions, vector iodistabution cn
vary widely, Thus, another oumtcome of our work will be to better
define asmays that can be wed to ducidste vector distabution for

MATERIALS AND METHODS

Recombinant plasmid

The pFanaORIPGEomEPD plemid antins the onBEP0 cDNA under the
cantral of the human PGE promoter and the 5%l palyA ssqnence. The
backbane of the plasmid confins a kanamydn -resigance casette and the DA
replication arigin fom plMC. The intagrity of the plismid was cheded by
complate saquencing.

For animal smdies, the plsmid was amplified in Exherichia coli (DFH3x
fraom Invitragen, Ceargy Pantaise, France ), and purified using the * Muclsshand
PC10000-FF" Endatorin-Free DMA Plismid kit obtained from Madhersy-
HNagd {Hoed, France). Plsmid was formulaed at 2 conentaton of
79 mgml~! in normal saline salution Concentration and purity of the plamid
wer cheded on 2 nano-spadrophoiometsr obtined from Imple. The
identity of the plasmid was verified by restricion digestion, using restriction
emymes from New Englnd Bioldhs (Saimt Cuentin Yvelines, France) The
sterility of the plasmid was verifisd nsing the Hemaline Performance Do kbt
abtained from Biomériem (Craponne, Francel The fundiomality of the
plsmid was cheded on DAEF cdls, which am sansitive to cmEPOL. In brief,
48 h after transkcion of the plismid in 293 cedls, the supemmatant containing
cmEPO) was harveded and different dilutions were added to DAET ek Fordy-
eight hours hiter, 2 cyindowic test with MTT (Thizmol] Bhe Tatraznlum
Bromide, Sigma, Lyon, Fance) was performed on DAER cells The posithe
cantm] was monmbinant human EPO {Eprex, anssen-Clisg, Tey-les-Moul neaux,
France, and the nagatie comtral was an untrancicesd 2% 2] spamatant

rAAY vector posduct ion

The pSSV9-MD 2-onEPO rA A vector plasmid harbars the cmPPO transgene
under contral of the Y promater and S¥40 pA . The: integrity of the plasmid
was chedhed by aomplete sequencing.

The rAAW]-MI-onEPO and rA AE-MD 2emEPO vectars were preparad
by transient transfection of 293 215 and purified by cesium chloride density
gradients, falknwad by extensive dialysis againa phasphate uferd saline ™
Appmprizte qulity antm] we parfrmed to evaluate wiral vacinr purity,
vectar gename titer and infectious titer.

Anmimal sdmimigration and analysis

Experimentswere cnnducied an captive-hred cynomalgus macaques purchased
from BioPrim (Bazége France) The Instimtional Animal Care and Use
Commities of the Unfversity of Mamtes (France) approved the protocol
Animals were prescreened for the preence of anti-AAV] or ant-AAE
antihndies, 5¥40 and other pathogens. All injections and hlood samples wer:
collected under ketamine. induced anesthasia { 10mgkg ") Creatine phospho-
kinase kewels were monitored in the six primates and all sayed in the normal
rang: hafre injedion and timughout the protocol after administation af the
AN ar plasmid.
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Plasmid admin .
The pEanal RIPGFRomEPO pDMA was ddiverd IM to Macl and Mack The
total plasmid doee wax 10mg split behwsen oo pe-tatinosd injedbion sies
alang the thialis anterior musde in a volume of 650 pl per injection site.

rAAV vectir adminstration

For direct rAAY Ih injactions, the tow] dose was split over ane or ten
pe-tatinosd injaction sites along the tibialis anterior mamcle in 2 maximal
volume of &Myl Mack and Macd were injected with 23E10 and
15Eilvgky ™' of the rAAVI-MD2-cmEPO vedtor, respectively Mach and
Mact were injected with 5E8g and 25E10 vgkg ' afthe rAMVS-MI2-anEPO
verinT, respactiveh

DNA extraction from WBCs

Whale hlood was collectad in tubes contiining ethylenediaminatetraacetic agd
2% an antioragulantand sinred for a meocimum of 4§hat room temperatone or at
+4 (. hefiare DNA extraction The first sep ofthe protoan] is lysis afred blood
elk, llowsd by a cenrifogtion sep to reawver the WEC pells. The
suprmatant [onmiining the ssum) is removed and DHA & exiracs] from
the WEC pellet aconrding to the mamfichurers instructions using the Gentra
Puregene kit | @egnry no. 158467 from Ciagen or using the Wizard Cemnomic
Purification kit {@tegory no. A11350) fiom Promega, which includes an RMNase
treatment. Concentration and purity of the gDNA wer determined using a
nandespecitophotometer obfined from Imple. Integrity of the DNA was
verified by migration of 3pg of int] DHNA on a (8% agaroes gel, followed by
ethidium hmmide staining, and by mal-ime PCR of the endogenows macaque
zoglobin gene PCR amalysss were perinrmed using (oTag Flao DRA paly-
merase from Promega and a GemnedAmp PR Spsten 9000 thermocpcler from
Applied Biosysems {Carlshad, CA, USA)L The PCR program was as fllows
initial denaturation at 94°C for Smin, Ellowed by 30 cpcles 2t 24" C for M s,
80 °C for 30, 72 °C for 3 s and final extensionat 72°C for 10 min. Amplifiad
paducs were analyzed by electrophoresis on a 3% agarose 1000 gel | nvitno -
genll, o llowed by sthidium bromide sqining.

DMA extraction from serum or urine

Tintal DA was exiracted from 140 pl of serum or nine using the Oiamp Yiral
RMA minikit {megary no S50 ) abkinad from Qizgen Ome-enth of the
extraction {Spl} was then analyzed by redl-time PR

[MNA extraction from tisues

Musde hiopsiss were perfrmed under ketamine |#mgky ' Wmeted omidine
(Higks"Jinduced anedhesia, and marbofloxacin and medmiam were
administered for the next 35 days, %0 2 to awid disoomfiort for the animal
Druring its anemia, Mac? received a daily regiment of Feronhsang (0.1 ml kgL
gDMA wa extracted & desaibed earfier” Concentration and purity of the
gDMA were dstermined nsing 3 nann-specrophotomester from Impls.

In vive cmEPO expre s analysis

Serum anEPO levels were mensred by emeyme-linksd immunosorbent 2wy
using the Jmantikine VD kit [@tegory no. DEPE) obtained from RE&D
Sysiems | Lille, France ).

Anti-cmEPO) mesponse analysis

Owerall, 500 ng of recombinamnt human EPO pmiein {Eprex, [anssen -Cliag) was
subjecied i dectrophaoresis on a 10% polyaoylamide SD5-PAGE g4, and then
transferrad to a nitrocellnlee membrans The memhrane was then @t indn
strips, and afier sguration, ech sl wa inoubaed with a dihtion of
individnal macaque serum. The presence | or absence | of ananti-EPC antihod y
wa revealed mxing a seomndary antihady spadfic from MHPs (Rhems macara )
1gls conjugaied with peroridase The result was obtained after chemilumines-
ence detertion. As negative contrals, the serum of each animal befre 1A A"
injaction was meed As pesitive contrale, sera from 2 previowns animal (Denis)
that has developed muinimmune anemia was nssd.

Longesly of KM b WBIC:
W

Tagman FCR development
Primers and prohes were designed wsing ARl Primer Expess 3.0, However, due
i canstraint of the cmEMD) exan-swan jundion saquences and the raquired
T, screening multiple primes-probes oymbinations was required. Comeen-
tinnal PCR was first applied to test the effic ency of primer pairs and to confirm
the praps PCR pmdna (specificity). The PCR wa performed in 2 final
wihmme of 25 pl using A mplitaq Geold Masier Mix (Applied Binsystems ategory
no 451&87%9), the frward and rewerse primers desoribed in Tahle 2 at a
anneentration of 400maa (1 ), and S00ng of noninjarted naive maraqne gIKA
was spiked with different amounts of pDKA. Afier one opde at 95°C for Smin
i denature the DMA and to adtivate the Amplitag (old, the three-sep
pragram of &0 at 95 °C, 2 80 5 at 567 C and 80z at 72°C was usad . One opcle
for Xmin at 72°C for the final exiension was then performed The PCR
products were analyzed nsing UraPore aganose-1000 (Imvitrogen, Carlshad,
CA, USA) to wrify the avrect sie of the PCR pmdng and the absence
af ather hands

Tagman real-fime PR oonditions wewr optimized with primers and their
anrespanding flunresent pmbes for each of the foor seays Concemration of
the 2lapa probe and 900-na primers were found 40 be optimal Cwenll,
500ng ofeach DNA sample was amplified ina final volume of 25 pl conining
13 Tagman Universa PCR Masier Mix (Applied Bincpriems ategary no
45H 437y Amplifiation was peformed using an ARl StepOmePhs PCR
machine with an initid inonbation & %0 °C for 2 min, a dematuaton at
95°C for 10min, then 40 cpcls of deramration at 24°C for 155 and an
annealing/ertension step at $0°C for | min. Dhring thermal opding, emission
from each sample was recorded, and the AR Stepine softwane v 0 proossed
e flnorsscence data to prodoce threshald opck (O] values for sch sample.
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Intramuscular AAV8 delivery in mice results in intricate vector interactions

with the host immune system and dendritic cell transduction
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Recombinant AAV (rAAV) vectors appear to be vehicles of choice for gene transfer to the skeletal muscle. However, recent gene
transfer studies into animal models and even humans indicate that the risk of transgene and/or capsid-specific immune
responses is high following intramuscular (IM) rAAV delivery. It has been hypothesized that these immune responses are
correlated to intricate interactions of the vector with the host immune system, due to high vector concentration at the site of
injection. We explored the early relationship between the host immune system and an AAV8 vector expressing GFP, following its
IM delivery in a mouse model. Kinetic of vector biodistribution and transcript detection in draining lymph nodes and spleen
were analyzed and immune cell transduction was explored. We detected viral genomes as early as day 1 post-injection in
lymphoid organs. Transgene transcripts were detectable from day 4 post-injection in draining lymph nodes. Interestingly, we
were able to detect both viral genomes and GFP transcripts in dendritic cells (DC). DC transduction was further confirmed by
immunohistochemistry in draining lymph nodes as well as spleen. Moreover, we were able to observe DC transduction, with
both self complementary (sc) and single stranded (ss) AAV8 vectors. These results indicate that transgene immune rejection
could be initiated by DC-mediated direct antigen presentation, in addition to the crosspresentation mechanism that was favored

in early AAV studies. /

Viral genomes and transgene transcripts are detected in injected muscle and lymphoid organs
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Mice were injected in the tibialis muscle with & ol-m—f-m-m-m— oo ol
scAAVS-PGK-GFP vector and euthanised at B [ l
day 1. 2, 4, 7 and 10 post-injection. Viral 10000 10000 10000
genomes and transgene transcript detection
in muscle and lymphoid organs were £ om0 L . . B 1000
analysed by quantitative PCR (qPCR) and RT- E a 2 't' P
qPCR targeting GFP transgene. Viral g 1w - 100 100
were detected as soon as day 1 post-injection ‘g :
in injected muscle and lymphoid organs (A). = 10 + 0 10
RT-qPCR revealed presence of transcript in & n . -.l * H
these organs from day 4 except in spleen (B, . i .’

relative quantity not slgmflc:ml if <10). These
results suggest that il bet the
host immune system and AAV vector occur Days post-injection
rapidly after vector administration.
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/ Lymphoid organ residing dendritic cells are transduced upon AAVS intramuscular delivery

i
* 10k A B GFP CD11ec Merge

 Bilateral IM injection DC isolation from spleen
Injection - scAAVB-CMV-GFP vector l
f U Dayspi

oo o7 D18 D30 RT-PCR followed by Southern Blot Lymph node

Mice were injected intramuscularly with scAAV8-CMV-GFP Demm,c cells
and euthanised at day 7, 15, 30 post-injection. To determine if "o o5 Do 0w
AAV vector interact with immunocompetent cells, splenic — CD11c

dendritic cells were |solated by magnetic sorting and &

transcript tr g was lysed by RT-PCR. Our “yﬁ f@n :}x‘b f

results showed that GFP transcript was detected in dendritic  + RTsamples - — spleen
cells enriched fractions at D7, D15 and D30 (A). These results AT samples

were further confirmed by immunohistochemistry after

CD11c immunostaining (B). CD11c+ DC colocalized with GFP  LorT control s s s s s s

expressing cells in both draining lymph node and spleen

showed here at day 15 post-injection.

AAV-related immunotoxicity following skeletal muscle delivery relies on vector intricate interactions of the vector with
the host immune system. After IM injection of AAV8 in mice, we showed that:
« Vector genomes were detected as early as day 1 in muscle, liver, spleen, draining as well s distant lymph nodes
« Transgene transcripts were detected from day 4 in draining lymph nodes
+ DC were transduced in both spleen and draining lymph nodes
< Biodistribution profile was similar following IM delivery of a ssAAV8 vector and splenic DC transduction also
observed at least at the transcript level
Next steps will consist in: + comparison with other AAV serotypes
+ study of AAV interactions with the immune system in a primate model
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Introduction

Recombinant AAV (rAAV) vectors are vehicles of choice for gene transfer to the skeletal muscle. However, translation of studies from
rodents to large animals and more recently to humans indicates that the risk of transgene and/or capsid-specific immune responses is
high, particularly following intramuscular (IM) rAAV delivery. As an alternative, locoregional intravenous delivery (LR) is a promising
method, although still poorly addressed in large animals. In addition to a better diffusion of the vector in the muscles, LR route seems to be
less immunogenic towards the transgene product than IM delivery. To confirm this hypothesis and using the macaque model, we injected
an AAVE vector encoding GFP either via IM or LR route, in the ab of any immur pression. To characterize the cross-talk between
the AAV vector and the host immune system, vector biodistribution was analyzed in lymphoid organs. Immune responses against
transgene was also monitored.

Experimental strategy

A B
NHF ID Serctype Prometor Rowte  Dose[vg/ka)
Mt SoAAVE o ™ P12
M2
JAVE oy 1 Fen2
Mac3

CYNOMOIgUS Macaques were Injectad In Me posteror imb with 3 sEnatyD lated virus (SCAAVE) vecir The vector conslsis of
cylomegalovines (CMV) promator. the coding seguence of green fluorescent protein (GFP) and lne Sv40 polyaﬂenyunun &lgnal (SV4D pA). The expression cassete
was flanked by Invertzd terminal sequence (ITR) of AAVZ [A). Non-human primates wers Injecied efiner b (1M, Mact) or (LR,
Mac 2 and 3) route wih 7=12vg’kg of vector (B). Mac 1 was Injected Intramusculary In the toialls ammor over § preImned Injection skes (). Mac 2 and  were
Injecied by LR roule which conslsis of an injection of 20% of ihe imb volume through the saghenous veln under pressure, whlle tne blood flow In and out of the Ima I
Dlocked Dy 3 WDUMMIgUEt pIced aDove e knes (D)

Results

In contrast to IM, GFP protein expression is maintained until at least | Transgene persistence until day 90 after LR was associated to detection
day 90 post-injection after LR of anti-transgene IgG antibodies from day 15 post-injection

Injected limb  Controlateral limb
A we e Anti-GFP IgG antibody titer
102902
Mac 1: 14 anon0s
D50 pi e = Mac 1 (M)
4 AU =z
g . = Mac 3 (LR)
A0S
200
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4
Mac 2: LR e
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Cynamoigus macaques were Injected In the posterior Imb with 5CAAVE-CMV-GFR vector (7™12vgikg) either by IM
{Mac1) or LR (Mac 2 and 3) route. Muscle biopsies were realised 3t day 90 postinjection (D90 pi) i1 the fibialls
anterior of Injected (O ) and contmiateral (©) Imbs (A GFP protsin defecton was analysed by direct
Immunafiuoressence i muscle Diopsies (B). Our results show the persistence of GFP sxpression untl at least day
90 postnjzcion Mer LR deilvery, not amer IM. Morsower, GFP Was 0etected In Do Mjected ang non-nzcied

ANB-GFP IgG anfioodies were analysed In primate sera by ELISA 3t day 0, 3, 7, 15, 30, 45, 50, 75 and 90 post-
Injection. Each sample was tested In duplicatss. Sample ant-ige antibady fiters assigned at the nighest dilution
‘Wnere the average of ine JUPICIIEs Was Nigher than Me average of Serum Defor2 vector INjeclon + 250. ANDOMES
were detectsd fam day 15 to at least day S0 postinjecion afier bath IM and LR delvery. Nevereisss, ant-GFP

antibody thes was higher after LR than IM dellvery. For Instance, tter >1:327680 after LR versus 1:20480 after IM at

oL a3y &0 post-injaction was observed for Mac 2 and Mac 1 respectively.

Transgene maintenance after LR is associated to IFNy but not IL2
secretion by T lymphocytes as compared to IM

10-fold lower vector draining to lymph node after LR as
compared to IM

- Mac 1(1M) - Mac2(R) Mac3 {LR) Viral genome detection
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Inguinal draining and non-dralning lymph nodes were surgically oatained at day 7 postdnjaction. Viral
genames wers analysed by quaniifaive PCR targeting GFF transgene. The resuits were expressed as
wector copy numiers per dipiold genome and values for each sample are Indicated above the comrespanding
Dar char. VI genomes wers getectad In draining and non-araining Iympn Noes f0r both 1M and LR Toutes.
Although GFF copy number per diplols genome was similar after IM or LR In non-draining lymph noge, 3
difference of 10-fid CODY NUMber was observed In te draining [ymph node amer IM as compared fo LR,
These resufis suggest that vector andior transducad cell lymphald dralning Is higher after IM Injection.

Seeretion of IFNy and IL2 from GFP-restimulaten splenocytes was maasurad by ELISpot Splanccytes were Isolated at
tay 60 postinjection and stmulated M vitro with peptides spanning the GFP sequence organized In § poois. Non-
acivated celis consisted In negaiive coniroi, whereas pharoot ¥ 13acetate and ¥

SiMUIAtON W3s USed 35 3 positive control for cy10King secretion. Responsas wene considersa positive wnen me numner
of spot-orming coiony (SFC) per millan calls were >50 and &t least 3-fold higher than the media conirol (non-activated).
Our results show that after LR delivery, GFP stimuiated T cells seersta IFNY but not IL-2 _ In contrast, afar IM Injectian,
stimuiated T celis seerete botn IFNy and IL-2.

Conclusion

After LR delivery of an AAV8 vector expressing GFP in a non-human primate, we showed detection of transgene expression
until at least day 90 post-injection in contrast to IM. However, GFP maintenance at day 90 was observed despite anti-GFP IgG
antibodies and T cells responding to GFP peptides. Surprisingly, GFP-restimulated T cells secreted IFNy but not IL2 after LR as
compared to IM route where both cytokines are detected. A 10-fold lower vector copy number in draining lymph node after LR
as compared to IM, could explain at least partially immune differences between the two routes.

!nserm

To identify mecanisms implied in maintenance of transgene expression in our model, inflammatory signals delivered to lymph
node, lgG subtypes and T cell responses will be further characterized after LR delivery. The vector biodistribution and the
presence and characterization of infiltrates will also be explored in situ.

These results further confirm immune differences between IM and LR routes in a large animal model. The characterization of the
underlying immune signals appears then critical for future translation of LR-based protocols to Humans.
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Locoregional intravenous delivery of AAV vector in macaque results in persistent transgene expression
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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 a long terme du transgéne 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 a une réponse immune envers le produit du transgene. Cette
immunotoxicité pourrait-étre due a une concentration du vecteur in situ, résultant en une interaction rapide et
importante du vecteur avec le systéme immunitaire de [’hote, comme nous 1’avons confirmé chez la souris. La
voie locorégionale (LR), qui consiste & 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 transgéne. Pour confirmer ces observations ainsi
qu’évaluer I’impact du type de promoteur sur I’immunotoxicité de la voie LR, des primates ont été¢ injectés avec
un vecteur codant pour une protéine immunogéne sous le contrle d’un promoteur ubiquitaire ou alors
spécifique du muscle. Nos résultats montrent que, quel que soit le promoteur, la voie LR permet une expression a
long terme du transgéne immunogeéne dans le muscle malgré la survenue d’une réponse immune spécifique.
Contrairement & la voie IM, la voie LR ne semble pas entrainer de signaux inflammatoires in situ suffisants pour
induire une réponse immune délétére envers le transgéne. Cette voie apparait donc comme prometteuse pour le

traitement de myopathies par thérapie génique a ’aide d’AAVr.

Mots-clés : vecteur AAV, transfert de géne, muscle, voie d’administration, réponse immune, organes

lymphoides, 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





