UNIVERSITE DE NANTES
FACULTE DE MEDECINE

ETUDE DES FACTEURS MODULANT LE TRANSFERT
DE GENE DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE DE
PRIMATE A L’AIDE D’UN AAV RECOMBINANT

THESE DE DOCTORAT

Ecole doctorale :  Chimie-Biologie
Discipline :  Médecine
Spécialité¢ :  Virologie

présentée
et soutenue publiquement par

TOROMANOFF Alice

le 31 Octobre 2008, devant le jury ci-dessous

Président du jury : Dr. Ignacio Anegon
Rapporteurs : Pr. Serge Herson

Pr. Jean-Christophe Pages
Examinateur : Pr. Fatima Bosch

Directeur de theése : Dr. Philippe Moullier



Liste des abréviations

AAT : alpha-1-antitrypsine

AAV : adeno-associated virus

AAVT : recombinant adeno-associated virus

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ARNM : acide ribonucléique messager

BMD : Dystrophie musculaire de Becker

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

CD : cellule dendritique

cm : macaque cynomolgus (Macaca fascicularis)

cmEpo : érythropoiétine de macaque cynomolgus

CMH: complexe majeur d'histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CPA : cellule présentatrice d’antigénes

CsCl : chlorure de césium

CTLAA4 : cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4

db : double brin

DMD : Dystrophie musculaire de Duchenne

Dox : doxycycline

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Epo : érythropoiétine

FIX : facteur IX de la coagulation

GFP : green fluorescent protein

GMP : Good Manufacturing Procedure

gsg : y-sarcoglycan

HIV : Human Immunodeficiency Virus

HSV : Herpes Simplex virus

Ht : hématocrite

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : interleukine

IM : intramusculaire

ITR : inverted terminal repeat

1V : intraveineux



kb : kilobase

kDa : kiloDalton

LacZ: géne de la B-galactosidase d'E. coli
LAM-PCR : Linear-amplification-mediated Polymerase Chain Reaction
MAC : membrane attack complex

MAP-kinases : Mitogen-Activated Protein Kinase
Mb : mégabase

MCK : Muscle Creatine Kinase

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

MMF : mycophénolate mofétil

MOI : multiplicité d’infection

MPS : mucopolysaccharidose

MTT : bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
NK : Natural Killer

pi : particules infectieuses

pA : signal de polyadénylation

pb : paire de base

PBMC : peripheral blood mononuclear cells

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : polyéthyléne glycol

PGK : phosphoglycerol kinase

PTM : pre-trans-splicing molecule

RCA : Replication Center Assay

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR

rtTA : reverse tetracycline controlled transactivator
sb : simple brin

SCAAV : self-complementaty Adeno-Associated Virus
SIV: Simian Immunodeficiency Virus

SMaRT : Spliceosome-mediated RNA trans-splicing
SRBC : Sheep red blood cell

TCR : Récepteur des lymphocytes T

TNF : tumor necrosis factor

trs : terminal resolution site

tTA : tetracycline controlled transactivator

vg : vector genome

WPRE : woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element
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AVANT-PROPOS

L'Adeno-Associated Virus recombinant (AAVr) apparait comme un vecteur de choix pour
la thérapie génique. L’évaluation in vivo des vecteurs AAVr a montré que le transfert de géne
était efficace et stable dans de nombreux organes comme le muscle, le foie, le poumon, le

systéme nerveux central ou la rétine (Coura Rdos and Nardi, 2007).

L’utilisation d’AAVr dans des modeles murins a montré que ce vecteur était faiblement
immunogeéne contrairement a d’autres (Jooss et al., 1998; Zaiss et al., 2002), méme si
I’injection d’AAVr s’accompagne souvent du développement d’anticorps neutralisants dirigés
contre la capside du vecteur. Ces anticorps n’altérent pas I’efficacit¢ du transfert de
gene, mais ils empéchent une seconde administration d’un AAVr du méme sérotype
(Chirmule et al., 2000).

Cependant, D’efficacité du transfert de géne dans les modeles grands animaux (chien,
primate) ou chez I’homme a été inhibée par le développement d’une réponse immunitaire
humorale et cytotoxique contre la capside AAVr et/ou le produit du transgene (Favre et al.,
2002; Manno et al., 2006; Mingozzi and High, 2007; Sabatino et al., 2005; Wang et al.,
2007Db).

Les vecteurs AAVr étant de plus en plus utilisés en essais cliniques, chercher les facteurs

impligués dans I'émergence de telles réponses immunitaires est indispensable.

Ce travail de these a eu plusieurs objectifs ayant pour finalité commune 1’obtention d’une
expression a long terme d’un transgéne apporté par un vecteur AAVr dans le muscle
squelettique de macaque :

1) I’évaluation chez le primate du systeme de régulation TetR-KRAB, potentiellement peu
immunogeéne

2) I’évaluation d’un protocole d’immunosuppression afin de prévenir toute réponse
immune suite au transfert de géne a I’aide d’un AAVr dans le muscle squelettique de primate.

3) I’étude de certains facteurs modulant I’efficacité du transfert de géne a 1’aide d’AAVr
dans le muscle squelettique de primate et intervenant dans le développement de réponses

immunes.



INTRODUCTION



I. Lathérapie génigue

A. Généralités

L’objectif de la thérapie génique est de corriger ou ralentir la progression d’une maladie,

qu’elle soit héréditaire ou acquise.

La thérapie génique actuelle s’articule autour de plusieurs stratégies différentes :
Remplacer le géne défectueux dans les cellules malades, par I’introduction dans la cellule
d’une copie normale d’un géne sous forme d’ADNCc. Le transfert de géne, technique la
plus développée a ce jour, est particulierement adapté aux mutations entrainant une perte
de fonction.

Modifier ’ARN messager défectueux dont I’expression peut avoir des conséquences
delétéres. Une des stratégies developpées, le saut d’exon, apparait comme prometteuse
dans le cas ou I’exon muté n’est pas indispensable a la fonction de la protéine (Gorman et
al., 1998; Goyenvalle et al., 2004). Une autre strateégie en cours d’évaluation, le trans-
épissage (ou SMaRT), tente de réparer ’ARN muté par la séquence sauvage dans sa
totalité. Des PTM (pre-trans-splicing molecule) se fixant specifiquement a la sequence de
I’ARN pré-messager a corriger induisent des evenements de trans-épissage afin de créer
une molécule d’ARN réparée. Cette technique, qui a I’avantage de maintenir la régulation
endogene et d’¢liminer tout risque d’expression ectopique de la protéine corrigée, n’a pas
encore totalement prouve son efficacité et sa spécificité de réparation in vivo (Chao et al.,
2003; Mansfield et al., 2004; Mansfield et al., 2003; Puttaraju et al., 1999).

Réprimer I’expression d’un géne qui lorsqu’il est muté, engendre un gain de fonction
délétére, ou inhiber un site d'épissage muté qui engendre l'expression d’un produit
anormalement épissé aux conséquences délétéres pour I’individu. L'utilisation de ’ARN
interférence semble dans ce cas prometteuse (Pelletier et al., 2006).

Réparer directement le géne muté au niveau de la séquence ADN. Cette technique est
basée sur I’utilisation de protéines chimériques de type «zinc finger Nuclease ». Ces
protéines sont composées d’un domaine de liaison spécifique de I’ADN a corriger et
d’une endonucléase. Elles sont donc capables de couper de I’ADN double brin a des sites
spécifiques. Simultanément, une séquence ADN correspondant a la séquence sauvage du
gene muté est introduite dans la cellule, et agit comme substrat pour la réparation de
I’ADN muté par recombinaison homologue (Porteus and Carroll, 2005). Cette réparation

par recombinaison homologue (targeted gene repair) est aussi possible avec un vecteur



AAV (Hendrie and Russell, 2005) ou des oligos (Parekh-Olmedo et al., 2005). Cette
technique présente un avantage évident: la protéine corrigée est exprimée dans des
conditions physiologiques. Cependant, cette stratégie trés attractive est encore loin de
I’application clinique.

e Introduire un géne «toxique » afin de détruire les cellules cibles. Cette approche est
particulierement utilisée pour détruire des cellules tumorales, par I’expression d’un gene

« suicide » par exemple (Li et al., 2005).

La premiéere stratégie citée est la technique la plus développée a ce jour, et fait déja 1’objet
de plusieurs applications clinques dans le monde. La suite de ce mémoire de thése se

rapportera uniquement a cette technique qui sera nommée transfert de géne.

B. Le transfert de gene

L’ADN seul franchit peu efficacement la barriere que constitue la membrane cellulaire. Le
transfert d’ADN nu présente ainsi de nombreux inconvénients (voir tableau 1). C’est pourquoi
I’introduction dans une cellule malade d’une copie fonctionnelle du gene muté nécessite
I’utilisation d’un vecteur. Ce vecteur doit permettre au gene thérapeutique de rentrer dans les
cellules-cibles, puis de migrer dans le noyau pour y synthétiser la protéine thérapeutique.

Le transfert de gene peut avoir lieu ex vivo ou in vivo, selon le type de cellules a atteindre
et le type de vecteur utilisé.

La thérapie génique ex vivo consiste a prélever les cellules-cibles de 1’hote, a les modifier
génétiquement en leur apportant le geéne thérapeutique a I’aide d’un vecteur, puis a les
réintroduire dans I’organisme malade. Cette approche est cependant limitée aux maladies pour
lesquelles il est possible de prélever aisément chez I’individu la population cellulaire a
corriger (comme les cellules immunitaires du sang ou les cellules de la moelle osseuse).

In vivo, le geéne thérapeutique est introduit directement chez I’individu malade par
I’intermédiaire d’un vecteur. Un transfert de geéne efficace doit permettre d’apporter le
transgéne a une population cellulaire donnée, ou il devra s’exprimer afin de corriger le
phénotype anormal. Pour la plupart des maladies dont I’anomalie est intracellulaire, le
transgene, pour pouvoir corriger le phénotype, doit étre apporté dans un nombre suffisant de
cellules affectées. A I’inverse, si le phénotype anormal est dd & une protéine secrétée absente
ou anormale, il suffira que I’expression du transgeéne permette d’atteindre une quantité

suffisante de protéines fonctionnelles pour corriger le phénotype. Ainsi, il est théoriquement



possible de faire exprimer une protéine thérapeutique soluble a partir de n’importe quel type
cellulaire, sans nécessairement toucher un grand nombre de cellules. 11 faut toutefois veiller a
ce que les protéines dont I’expression est ectopique subissent correctement les modifications
post-traductionnelles, et ne soient pas produites en quantité trop importante afin d’éviter tout
effet toxique potentiel. Une telle approche s’avére cependant impossible pour traiter les
maladies dont la protéine doit étre apportée au niveau d’un organe possédant une barriére au
passage des protéines (comme le cerveau ou I’eeil par exemple). Pour ces maladies, le géne

codant la protéine fonctionnelle doit étre administré directement dans 1’organe défectueux.

1. Les différents vecteurs

Il existe deux grands types de vecteurs : les vecteurs viraux ou non viraux (tableau 1).

Les vecteurs non viraux sont principalement des lipides cationiques synthétiques qui, apres
formation d’un complexe avec I’ADN, permettent au gene thérapeutique de franchir la
bicouche lipidique des membranes cellulaires, et ainsi de rentrer dans les cellules (Miller,
1998). Ces vecteurs ont une excellente innocuité et permettent d’apporter dans une cellule un
gene de grande taille. Ils sont cependant peu efficaces malgré les nombreux essais pour tenter
de corriger des modeles animaux de maladies génétiques, car ils ne permettent d’obtenir
qu’une expression transitoire de la protéine thérapeutique, et les plasmides portés par ces
vecteurs non-viraux n’ont pas les moyens de migrer vers le noyau (Lechardeur et al., 2005).

Pour augmenter la translocation de ’ADN vers le noyau, différentes approches ont été
développées. L’incorporation au plasmide vecteur de séquences spécifiques (nls, facteurs de
transcriptions) a ainsi permis d’augmenter I’accumulation de ’ADN injecté dans le noyau des
cellules cibles (Vaughan et al., 2006). La fusion du nls au plasmide vecteur a ainsi augmenté
significativement 1’expression aprés injection par différentes voies chez la souris (Branden et
al., 2001).

Plusieurs essais cliniques menés a I’aide de vecteur non viraux ont été des échecs (peu
d’évidences d’expression de la protéine portée par le plasmide, pas de correction du
phénotype). Les principales indications sont la mucoviscidose (Montier et al., 2004; Noone et
al., 2000), I’hémophilie A (Roth et al., 2001), le déficit en al-antitrypsine (Brigham et al.,
2000), la maladie de Canavan (Leone et al., 2000), et les dystrophies musculaires (DMD et
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BMD) (Romero et al., 2004). Les vecteurs non viraux sont actuellement peu utilisés en

clinique.

Les vecteurs viraux sont dérivés de virus sauvages. Afin d’étre utilis€ comme vecteur, le
virus est délété d’une partie ou de la totalité de son génome codant, le rendant non pathogéne
et défectif pour la réplication, tout en gardant son infectiosité et donc sa capacité a rentrer
dans certains types cellulaires caractéristiques du virus utilisé. Le génome viral est ensuite
remplacé par le géne thérapeutique, appelé transgene. Classiquement, le transgene est apporté
dans une cassette d’expression comportant I’ADN complémentaire (ADNCc) du géne, cloné en
amont du signal de polyadénylation, et sous controle d’un promoteur.

Les virus recombinants sont de trés bons vecteurs pour apporter efficacement un géne
thérapeutique dans une cellule-cible, que ce soit ex vivo ou in vivo. lls sont les plus adaptés
pour traiter les maladies génétiques ou une expression permanente est nécessaire : ils
permettent au transgéne de rentrer facilement dans la cellule cible et de s’exprimer a long
terme a des niveaux thérapeutiques.

Les vecteurs viraux sont majoritairement derivés des rétrovirus parmi lesquels les
oncovirus murins (MLV pour Murine Lekemia Virus) et les lentivirus, des adénovirus et des
virus adéno-associés (AAV, pour Adeno-Associated Virus). Le tropisme cellulaire, la taille du
génome encapsidé, et I’'immunogénicité du vecteur dependent du virus utilisé (Thomas et al.,
2003) (tableau 1).
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Type de vecteur

Principaux avantages

Limites

Exemple d’essais cliniques

ADN nu

Rentrent peu efficacement
dans les cellules.

Mucoviscidose (Noone et al.,
2000)

l\!e _provoquent  aucune Il est difficile de cibler | Maladie de Canavan (Leone
Vecteurs réaction immunitaire. g
ou X spécifiguement un type | etal., 2000)
non La longueur du transgene lulai M hie (R |
viraux n’est pas limitée cetlu alre'. . yopathie  (Romero et al,
Vecteurs L L’ADN ainsi apporté ne | 2004)
S Leur production est aisée. e k e . .
lipidiques s’intégre pas: son | Déficit en al-antitrypsine
expression est transitoire (Brigham et al., 2000)
Transduisent trés
efficacement la majorité | Sont trés immunogénes. Mucoviscidose (Perricone et
Adénovirus | des tissus Expression transitoire (pas | al., 2001)
La longueur du transgene | d’intégration). Hémophilie A (High, 2003)
jusqu’a 30 kb.
Longueur du transgene
S X limitée a 8 kb.
Intégration du transgéne au | _,.
. . N’infectent que les cellules
MLV génome et donc persistance en division
g?\r/]i?sionles cellules en S’intégrent au génome de | SCID-X (Cavazzana-Calvo et
' la cellule-cible : possibilité | al., 2000)
d’activer un oncogéne. Hémophilie A (Powell et al.,
Infectent efficacement les | Longueur du transgéne | 2003)
Vecteurs cellules, qu’elles soient en | limitée a 8 kb.
viraux Lentivirus division ou non. S’intégrent au génome de
Intégration du transgéne au | la cellule-cible : possibilité
génome et donc persistance | d’activer un oncogéne.
dans la plupart des cellules.
Non pathoaenes Mucoviscidose (Flotte et al.,
pathogenes. 2005; Flotte et al., 2003;
Infectent efficacement les .
, ; Moss et al., 2004; Wagner et
cellules, qu’elles soient en al., 2002)
division ou non. Longueur du transgéne Hé’mophilie B (iang et al
AAV Le transgéne reste sous | limitée a 4,6 kb. 2006c; Kay et al, 2000:

forme épisomique et peut
permettre une expression a
long terme.

Faiblement immunogénes.

Manno et al., 2006)
Myopathies (Carter, 2005)
Maladie de Canavan (Janson
et al., 2002)

Tableau 1 : Principaux groupes de vecteurs utilisés en transfert de géne

2. Choix d’une stratégie de transfert de géne

De nombreux paramétres dépendant de la maladie a traiter sont a prendre en compte pour

réussir un transfert de gene :

I’organe responsable du phénotype malade (cellules-cibles)

I’hétérogénéité génétique : dans le cas d’une maladie génétique, un méme phénotype

anormal peut étre parfois d( a des mutations sur des génes différents

la pathogénie et le mode de transmission de la maladie génétique a traiter

12




e le contrdle du taux d’expression du produit du transgéne dans une fenétre
thérapeutique afin d’éviter tout effet toxique
e la prévention d’une éventuelle réponse immunitaire de 1’hote développée contre le

vecteur et/ou contre le produit du transgéne

En fonction de tous ces paramétres, on choisira la voie d’administration du transgene et le

type de vecteur. Le but est de toucher un nombre de cellules suffisant pour modifier le

phénotype, avant la mise en place de lésions irréversibles causées par la maladie, et tout en

engendrant le moins d’effets secondaires possible.

3. Essais cliniques et transfert de gene

Depuis 1989, de nombreux essais cliniques ont été menés en thérapie genique,
majoritairement aux Etats-Unis (66 %). Les vecteurs viraux les plus utilisés sont dérives des
adénovirus (25 %) et des retrovirus (22 %), et les indications thérapeutiques principales sont
les cancers (66,5 %) (figure 1).

Depuis plusieurs années, ’AAV recombinant, par son innocuité, sa persistance a long
terme aprés transfert in vivo, et sa capacité a infecter de nombreux types cellulaires
quiescents, est de plus en plus utilisé en transfert de géne pour tenter de traiter des maladies

génétiques monogeniques.
Le laboratoire de thérapie génique de Nantes s’est focalisé sur I'utilisation de ces vecteurs

dérivés de ’AAV pour le traitement de maladies génétiques monogéniques, avec comme

finalité 1’application clinique.
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Figure 1 : Les essais cliniques dans le monde. D’aprés www.wiley.co.uk/genetherapyi/clinical.

A- Répartition des essais cliniques dans le monde C- Distribution selon les vecteurs utilisés
B- Distribution selon les indications thérapeutiques D- Phases des essais cliniques en cours

I1. I AAV recombinant : vecteur de transfert de géne

A. L’AAV sauvage

L’AAV sauvage est un parvovirus & ADN simple brin linéaire, non enveloppé et de petite
taille (environ 20 nm). Il est non pathogéne : aucune maladie ne lui est associée. Classé dans
le genre des Dépendovirus, I’AAV nécessite, pour se répliquer, une co-infection avec un virus
auxiliaire (tels que adénovirus ou herpes virus) (Muzyczka, 1992).

L’AAV sauvage a une organisation génomique simple (figure 2A). Son génome a une
taille de 4,7 kilobases (kb) et comporte 2 cadres de lecture : Rep et Cap. Le gene rep code 4
protéines régulatrices (Rep 78, Rep 68, Rep 52 et Rep 40) impliquées dans la réplication du
génome viral et la régulation des promoteurs viraux. Le gene cap code 3 protéines de
structure (VP1, VP2 et VP3) composant la capside icosaédrique du virus. Deux séquences
terminales inversées (ITR pour inverted terminal repeats) identiques de 145 paires de bases
encadrent le génome viral (figure 2B). Elles portent en cis les signaux nécessaires a

I’encapsidation, la réplication et 1’intégration du virus. Ces ITR sont indispensables au cycle
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viral de I’AAV et sont donc les séquences minimales nécessaires dans la génération des AAV

recombinants, vecteurs utilisés en thérapie génique.

A
ITR-3° ITR-5°
poly A
ﬁps ; pl9 ? pdl > ¥ AH
Rep
Rep78
Rep68 _—’)
Rep52 [ ——
Repd0 _—,}
Cap
I ] VP11
N | -
T V3
B
T
T T
Cels
, G.C
GeC
B GeC B
CeG
CulG A
CaG
GeZ
T C-GGCCTZAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGG VS 3
G_CCGGASTCACTCGCTCGCTCGCGCG TCTCTCCCTCACCGTAGTGATCCCCAATTA ..... 5
CeG
C-G RBS s
Ce5
. L
g A D(-)
c =« C
GeC
G=C
A A A

Figure 2 : Organisation génomique de ’AAV?2 sauvage

A. Génome de I’AAV2 sauvage. Le génome de I’AAV se compose d’'une molécule d’ADN simple
brin de 4679 nucléotides, de polarité positive ou négative. Les génes rep et cap sont encadrés par les
séquences ITR (« Inverted Terminal Repeats ») de 145 nucléotides. Les protéines Rep 78, Rep 68, Rep
52 et Rep 40 sont codées par les transcrits initiés aux promoteurs p5 et p19 par épissage alternatif. Les
protéines de capside VP1, VP2 et VVP3 sont issues de transcrits initiés au promoteur p40.

B. Séquence et structure secondaire de I'ITR 3* de I’AAV2. Structure en épingle a cheveux, repli¢e
sous sa forme native. Le domaine de fixation RBS pour « Rep binding site » et le site de coupure
spécifique trs pour « terminal resolution site » des prétéines Rep 78/68 sont iniqués. Chaque ITR est
compos¢ de 6 régions complémentaires (A/A’, B/B’ et C/C’) de 125 nucléotides et d’une région
unique D de 20 nucléotides.
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En I’absence de co-infection par un virus auxiliaire, le virus sauvage entre dans une phase
de latence qui se caractérise par I’intégration du génome viral dans le génome cellulaire, en un
site specifique du chromosome 19, le site AAVS1. Cette intégration région-spécifique est bien
décrite in vitro (Kotin et al., 1992) (Linden et al., 1996) (Philpott et al., 2002) méme si elle a
récemment été remise en cause (Drew et al., 2007); elle est moins fréquente in vivo ou ’AAV
persiste principalement sous forme épisomique (Chen et al., 2005; Hernandez et al., 1999;
Schnepp et al., 2005). A la faveur d’une infection ultérieure par un virus auxiliaire, le génome
viral est excis¢ par I'intermédiaire des protéines Rep 78/68. Le génome peut alors étre
répliqué pour former de nouvelles particules infectieuses.

En présence de virus auxiliaire, I’AAV entre dans une phase productive ou réplicative, qui
se caractérise par une synthése des protéines Rep et Cap associée a une réplication du génome
viral. Les protéines structurales s’accumulent rapidement et s’assemblent pour former des
capsides vides en moins de vingt minutes (Yuan and Parrish, 2001). Le processus d’insertion
du génome simple brin est plus lent. Les proteines Rep 52 et Rep 40, grace a leur activité
hélicase, sont impliquées dans ce processus (King et al., 2001 ; Timpe et al., 2005).

Plus de 100 séquences différentes de capsides d’AAV ont été isolées (Gao et al., 2005).
Par définition, un sérotype d’AAV est caractéris¢ par un profil sérologique unique.
Actuellement, 12 sérotypes (AAV1 a 12) ont été décrits (Schmidt et al., 2008). Les sérotypes
1, 2,3,4,6 et 12 ont été isolés comme contaminants dans des stocks d’adénovirus. Les
sérotypes 5, 7, 8, 9, 10 et 11 ont été isolés a partir de tissus humains ou simiens.

La séquence entiere du génome des différents sérotypes d’AAV a été clonée, sauf pour le
sérotype 12. Le sérotype 2 est le premier a avoir été identifié, et est le mieux caracterisé. De
plus, bien que ’AAV6 ait le méme profil sérologique que ’AAV1 (Gao et al., 2004b), il est
considéré comme un sérotype a part entiére dans la littérature. Chaque sérotype, de part ses

propriétés, a un tropisme cellulaire qui lui est propre.
La nécessité d’un virus helper pour se répliquer, la faible immunogénicité et I’innocuité du

virus sauvage sont autant de paramétres favorables pour I’utilisation de ’AAV en tant que

vecteur pour la thérapie génique.
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B. L’AAV recombinant

L’AAV recombinant est dérivé du virus sauvage : le génome viral (les genes rep et cap) est
remplacé par la séquence ADN d’intérét (transgéne) associée aux éléments de régulation et
d’expression nécessaires (promoteur, signal de polyadénylation) et encadré par les 2 ITR
(figure 3). Les ITR sont les seules séquences du génome viral conservées car elles sont
indispensables en cis pour la production des vecteurs (réplication et encapsidation de I’ADN
dans les virions) (Grimm et al., 1998).

ITR ITR
AAV poly A
sauvage ]} o5 [ plo[ > pd0 [ v
4,7 kh
ITR ITR

Transgéne 4,6 kb

AAV Zerie dnfEret 1
recomhbinant

Figure 3 : Organisation génomique de ’AAV recombinant

Le génome des vecteurs (AAVr) est obtenu en remplacant les genes rep et cap de ’AAV par la
cassette d’expression du transgéne (promoteur, géne d’intérét, signal de polyadénylation). Les seules
séquences virales conservées sont les ITR qui sont nécessaires en cis a la réplication et a
I’encapsidation du génome recombinant lors de la phase de production. Les fonctions
transcomplémentantes sont apportées en trans par un plasmide comportant rep-cap et les différentes
fonctions helper.

La taille de ’ADN (ITR compris) pouvant étre encapsidé ne doit pas dépasser 4,9 kb. Au
dela de cette taille (correspondant a celle du virus sauvage), I’ADN encapsidé peut étre
incomplet, ou le rendement de la production des virus recombinants fortement diminué (Dong
et al., 1996).

En pratique, les plasmides vecteurs sont souvent clonés entre les ITR de I’AAV2, pour étre

ensuite encapsidés dans une capside d’un autre sérotype : c’est ce qu’on appelle les
pseudotypes (Gao et al., 2002; Rabinowitz et al., 2002).
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C. Transfert de gene in vivo

Un nombre non négligeable de maladies génétiques sont dues a un disfonctionnement d’un
seul organe ou tissu, permettant ainsi de les traiter par thérapie génique. Les tissus-cibles les
plus représentés sont : le foie, les muscles squelettique et cardiaque, le systéeme nerveux

central, le poumon et le compartiment hématopoiétique.

1. Mécanisme de transduction et persistance du génome

La transduction correspond a une succession d’étapes aboutissant a 1’expression du
transgéne. Pour transduire des cellules, ’AAV recombinant doit se fixer a la membrane
cellulaire, transiter du cytoplasme jusqu’au noyau, Yy entrer et libérer sa copie d’ADN simple
brin, qui sera convertie en un ADN double-brin transcriptionnellement actif. Autant d’étapes

qui peuvent étre limitantes pour un transfert de gene efficace.

a. Entrée dans la cellule et transport intracellulaire

La fixation, I’entrée dans la cellule et la migration vers le noyau sont dépendantes du
sérotype d’AAVr (figure 4). Selon les voies intracellulaires impliquées, 1’efficacité de
transduction sera différente, rendant chaque serotype plus approprié pour un type cellulaire
donné (voir § Les différents tropismes cellulaires).

La 1¢re étape du cycle viral de ’AAVr est de se fixer a la membrane plasmique gréace a un
récepteur spécifique. Cependant, pour que I’infection soit efficace, des interactions avec des
corécepteurs sont également nécessaires.

Le récepteur primaire de ’AAV?2, identifié en 1998, est un protéoglycane heparan-sulfate
(Summerford and Samulski, 1998). Ses corécepteurs sont le récepteur 1 du facteur de
croissance des fibroblastes (FGF-R1), I’intégrine aVp5, et le récepteur du facteur de
croissance des hépatocytes c-Met (Qing et al., 1999; Sanlioglu et al., 2000; Summerford et
al., 1999; Kashiwakura et al., 2005). Des études plus récentes ont décrit d’autres corécepteurs
pour ’AAV2 : le récepteur de la laminine (de 37/67 kDa) et I'intégrine a5p31 (Akache et al.,
2006; Asokan et al., 2006).

Les récepteurs de certains autres sérotypes ont aussi été décrits. Ainsi ’AAV4 se lie aux
acides sialiques O-liés, alors que I’AAV5 se lie aux acides sialiques N-liés (Kaludov et al.,
2001; Walters et al., 2001). Le corécepteur de ’AAVS5 a ¢été identifié comme étant le
récepteur du facteur de croissance des thrombocytes (PDGFR) (Di Pasquale et al., 2003).
L’AAV1 et ’AAV6, dont la capside ne différe que par 6 acides aminés, se lient tous les deux
aux acides sialiques N-liés (Seiler et al., 2006; Wu et al., 2006a; Wu et al., 2006b). Le
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récepteur a la laminine est aussi un récepteur pour les sérotypes 3, 8 et 9. L’AAV12 semble
ne pas avoir besoin de se lier aux protéoglycanes héparan-sulfate, ni aux acides sialiques pour
transduire des cellules. Cette caractéristique le distingue de tous les autres sérotypes (Schmidt
et al., 2008).

Une fois fixé a la membrane, I’internalisation de I’AAV2 dans les cellules se fait par
endocytose via des puits recouverts de clathrine, et selon un mécanisme dynamine dépendant
(Bartlett et al., 2000; Duan et al., 1999a; Seisenberger et al., 2001). L’endocytose via des
vésicules a manteau de clathrine est le mécanisme le plus utilisé par les AAV pour entrer dans
les cellules, mais il en existe d’autres selon les sérotypes. L’AAV?2 transite ensuite par la voie
des endosomes, alors que le transport de ’AAVS5 passerait par ’appareil de Golgi (Bantel-
Schaal et al., 2002). L’AAV doit ensuite sortir des endosomes pour entrer dans le noyau. Le
transport vers le noyau se fait a 1’aide des microtubules et microfilaments du cytoplame
(Seisenberger et al., 2001). Le moment de désassemblage de la capside n’est pas encore
clairement identifié : il se situe soit avant soit aprés I’entrée dans le noyau (Bartlett et al.,
2000), et il dépend du serotype et du type cellulaire (Sipo et al., 2007). Trente minutes a
quelques heures sont nécessaires pour que les particules virales se retrouvent dans le noyau
apres infection (Berns and Giraud, 1996; Ding et al., 2005).

Endosome précoce .

/ B\
=== Lysosome @ )
b 4 -~

S ad 'y ™~/ B ’ A
/\ ) Endosorrje tardif 09~ o
Puits recouverts de clathrine O =R v
7\
Endosome de recyclage \' '

Sortie de
I’endosome

Protéasome

/| Noyau

Figure 4 : Mécanismes de transduction d’un AAV recombinant

Adapté de Schultz and Chamberlain, 2008. L’AAVr entre dans la cellule par endocytose apres s’étre
lié a son récepteur. Le transport vers le noyau peut se faire par différentes voies, dont certaines sont
représentées sur ce schéma. Le traitement endosomal du vecteur engendre 1’externalisation a la surface
de la capside de signaux nucléaires et de domaines reconnus par la phospholipase, permettant ainsi au
vecteur de sortir des endosomes pour atteindre le noyau. Une partie du vecteur peut étre dégradé par le
protéasome ou dans les lysosomes. Le désassemblage de la capside a probablement lieu dans le noyau,
libérant ainsi le génome viral qui sera converti en double brin puis formera des épisomes
transcriptionnellement actifs, ou rarement, s’intégrera au génome de la cellule-héte.
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b. Devenir du génome viral

Une fois dans le noyau, le génome viral simple brin (sb) doit étre converti en ADN double
brin (db) afin d’étre transcrit par la machinerie cellulaire. Deux mécanismes permettent cette
conversion : (i) la synthése de novo du brin complémentaire par un mécanisme de
déplacement de brin médié par les ADN polymérases de la cellule-héte a partir de I’extrémité
5 de I'ITR 3’ ; (ii) I’appariement de brins de polarité inverse. Des recombinaisons intra- et
intermoléculaires conduisent a la formation de formes circulaires et de concatéméres, qui
persistent principalement sous forme d’épisomes transcriptionnellement actifs, du moins dans
le foie et le muscle squelettique (Duan et al., 1998; Nakai et al., 2003a; Nakai et al., 2001,
Penaud-Budloo et al., 2008; Schnepp et al., 2005; Yue and Duan, 2003). Diverses études ont
montré qu’une grande partie de I’ADN simple brin était dégradée au cours des premieres
semaines apres injection dans le muscle (Xiao et al., 1996) et le foie (Miao et al., 1998).
Ensuite, I’expression du transgéne augmente rapidement correspondant a la formation d’ADN
double brin. Bien qu’apparemment minoritaire, il semble également que I’ADN viral puisse
étre intégré de facon aléatoire dans le génome de sa cellule hote (Smith, 2008).

La majorité des formes du génome des AAVTr persistant dans le noyau des cellules
transduites étant des épisomes, le risque d’insertion de mutations ou d’activation d’oncogene
est tres réduit. Des études recentes ont mis en évidence un lien entre la formation de tumeurs
dans le foie et les événements d’intégration du génome AAV aprés injection néonatale
d’AAVr chez la souris (Donsante et al., 2007; Donsante et al., 2001). Cependant, ces
hypothéses sont actuellement controversées. En effet, d’autres études ont montré des résultats
contradictoires lorsque I’AAVr est injecté chez des souris adultes (Bell et al., 2006; Bell et
al., 2005). Ceci peut étre partiellement expliqué par le fait que traiter des souris en période

néonatale augmente déja le risque de formation de tumeurs (Alexander et al., 2008).

2. Les difféerents tropismes cellulaires

De nombreuses études ont évalué et comparé différents sérotypes d’AAV recombinants
pour leur efficacité de transduction de divers tissus in vivo. Ces études utilisent pour la
majorité des vecteurs hybrides (pseudotypes) portant une cassette d’expression encadrée par
les ITR de ’AAV2, et encapsidée dans une capside d’un autre sérotype. Ainsi, les différences
d’efficacité de transduction observées ne peuvent étre attribuées qu’a la capside. Comme vu
dans le chapitre précédent, chaque sérotype utilise une voie d’entrée spécifique dans la cellule

permettant la transduction d’un type cellulaire donné.
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Cependant, aucun consensus n’a a ce jour €té trouvé afin de déterminer le sérotype le plus
performant pour un type cellulaire donné, surtout qu’a I’heure actuelle de nouveaux sérotypes
d’AAV émergent encore.

Il est tout de méme possible de définir, pour la majorité des organes, les sérotypes
optimaux pour un transfert de géne efficace (tableau 2). En effet, certains tissus semblent se
transduire facilement par I’AAVr, alors que d’autres ne sont transduits qu’a faible taux, voire

pas du tout.

Tissus Sérotypes d’AAVr optimaux
Foie

Muscle squelettique 1-
Systeme nerveux central 1
Reéticulum pigmentaire rétinien
Photorécepteur de la rétine
Poumon

Coeeur

Pancréas

Rein

Tissu adipeux

D’aprés Wu et al., 2006; Schultz and Chamberlain, 2008.
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Tableau 2 : Sérotypes optimaux selon les tissus pour un transfert de géne efficace

L’AAVr2 a été le premier sérotype utilisé en transfert de gene et est trés bien caractérisé. 11
présente un tropisme étendu (muscle, foie, rétine, systeme nerveux central) chez différentes
especes animales, avec une efficacité toutefois modérée.

Depuis, il a été montré que les AAVrl, 6 et 7 permettent de transduire efficacement le
muscle strié (Blankinship et al., 2004; Gao et al., 2002; Gregorevic et al., 2004), et plus
récemment, des études ont décrit que ’AAVI8 et ’AAVr9 transduisaient les cellules
musculaires striées avec une efficacité au moins aussi importante (Inagaki et al., 2006; Nakai
et al., 2005a; Pacak et al., 2006; Palomeque et al., 2007; Vandendriessche et al., 2007; Wang
et al., 2005c). Les AAVr8 et 9 sont les deux sérotypes transduisant le mieux le foie (Gao et
al., 2002; Inagaki et al., 2006; Nakai et al., 2005a). En ce qui concerne le poumon, I’AAVr6
et 'AAVI9 transduisent la plupart des cellules de 1’épithélium pulmonaire, alors que ’AAVTS
se limite aux cellules alvéolaires (Bostick et al., 2007; Halbert et al., 2001; Halbert et al.,
2007; Seiler et al., 2006). Dans le systeme nerveux central, les AAVrl, 4, 5 7 et 8

transduisent les neurones de diverses régions du cerveau (Alisky et al., 2000; Burger et al.,
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2004; Davidson et al., 2000; Taymans et al., 2007; Wang et al., 2003a). Les sérotypes 1 et 5
transduisent plutdt les cellules épendymaires et les cellules gliales (Davidson et al., 2000;
Wang et al., 2003a). Au niveau de 'ceil, les AAVrl, 4, 5 7, 8 et 9 permettent une
transduction efficace de I’épithélium pigmentaire rétinien, et les AAVr5, 7, et 8 transduisent
également les photorécepteurs (Allocca et al., 2007; Lebherz et al., 2008; Stieger et al., 2008;
Weber et al., 2003). Pour la transduction du pancréas, les AAVrl, 8, et 9 sont les plus
efficaces, principalement dans les cellules acineuses (Inagaki et al., 2006; Loiler et al., 2005;
Nakai et al., 2005a; Wang et al., 2004). Le rein semble relativement difficile & transduire : les
cellules du tube contourné proximal ont pu étre faiblement transduites par ’AAVr2 (Takeda
et al., 2004), et les glomérules par I’AAVr9 (Bostick et al., 2007). Enfin, I’AAVr1 est capable
de transduire le tissu adipeux avec I’aide d’un surfactant non-ionique (Mizukami et al., 2006)
(pour revue, Flotte, 2004; Kotin, 1994; Monahan and Samulski, 2000; Mueller and Flotte,
2008; Russell and Kay, 1999; Snyder, 1999).

Il faut aussi garder en memoire que le sérotype optimal pour chaque tissu-cible peut parfois

varier selon I’espéce animale (Davidoff et al., 2005).

De plus, le génome AAVT étant principalement sous formes d’épisomes dans le noyau des
cellules transduites, ceux-ci sont perdus (par déegradation ou dilution) dans les populations se
multipliant rapidement. Ainsi la stabilit¢ d’expression du transgéne observée dans les
hépatocytes, les fibres musculaires, les cardiomyocytes et les neurones peut étre expliquée par
une activité mitotique faible ou absente dans ces populations cellulaires. Au contraire, les
hauts taux de prolifération des cellules hématopoiétiques expliquent en partie la faible

transduction de celles-ci.

3. Limites liées a ’utilisation d’AAVTr en transfert de géne

c. Taille du génome a encapsider

Dong et al. ont montré que la taille optimale du génome d’un AAV recombinant est
comprise entre 4,1 et 4,9 kb, ce qui limite le transfert de génes plus longs (Dong et al., 1996).
Les principaux inconvénients de ’utilisation de transgenes de grande taille sont le faible
rendement de production de ces vecteurs (Dong et al., 1996), et une faible infectiosité. La

faible infectiosité des AAVr portant un génome plus grand est due a leur dégradation par le
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protéasome apres ’entrée dans la cellule : I’addition d’inhibiteur de protéasome permet de
retrouver une transduction efficace (Grieger and Samulski, 2005). Les capsides contenant des
génomes de grande taille seraient donc plus facilement reconnues et dégradées par le
protéasome apres leur entrée dans la cellule cible.

Comme approche alternative, le trans-épissage des vecteurs AAV a été développé (Nakai
et al., 2000; Sun et al., 2000; Yan et al., 2000). Cette approche consiste a diviser le transgene
(jusqu’a 10kb maximum) en deux séquences, d’insérer sur 1'une un site donneur d’épissage et
sur I’autre un site accepteur d‘épissage, puis de les encapsider chacune dans un vecteur AAV.
Ces deux vecteurs sont ensuite co-administrés dans les cellules-cibles. La concatémérisation
des deux génomes indépendants génére alors différents multimeres (téte-téte, queue-queue,
téte-queue,...). Seuls les concatémeres téte-queue permettront la synthése de I’ARN messager
fonctionnel, et donc I’expression de la protéine désirée. Cette stratégie a été utilisée pour faire
exprimer le facteur VI (hémophilie A), géne de 7 kb, dans un modéle de souris
immunodéficiente (Chao et al., 2002). Bien que cette approche soit prometteuse pour doubler
la capacité d’encapsidation des AAVr, la principale limite semble étre le manque d’efficacité
de I’épissage (Lai et al., 2005), responsable de la faible accumulation d’ARNm dans les

cellules co-infectées.

d. Nouveaux tropismes cellulaires

Si I’isolement de nouveaux serotypes a permis d’augmenter le nombre de types cellulaires
transductibles par ’AAVr, il est peu probable qu’un sérotype naturel spécifique d’un seul
type cellulaire émerge. C’est pourquoi la génération de mutants d’AAVr reste un axe de
recherche important pour (figure 5A-D p.25) :

- cibler plus spécifiquement un tissu donné et ainsi limiter ’expression du produit du

transgene dans les autres tissus.

- permettre la transduction d’un type cellulaire jusqu’alors peu ou pas transductible.

De plus, la génération de nouveaux variants d’AAVr pourraient permettre d’échapper a la
neutralisation de la transduction par des anticorps anti-AAVr présents dans le sérum des
individus a traiter (figure 5C-F p.25). Ce dernier point sera abordé dans le chapitre I111-C-5-b

de cette introduction.
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Une stratégie consiste a produire un virion AAVr dont la capside est composée d’un
mélange de sous-unités VP issues de différents sérotypes. Selon la proportion des protéines de
capside VP de chaque sérotype, le virion « mosaique » montrera soit un tropisme cellulaire
combing, soit dans certains cas un tropisme différent de chaque sérotype pris individuellement
(figure 5A) (Hauck et al., 2003; Rabinowitz et al., 2004). Malgré les applications
prometteuses de ces vecteurs mosaiques, cette approche souleve cependant deux problemes :

e lors de la production a grande échelle de vecteur dont la capside est composée de
protéines VP de deux sérotypes différents, le ratio entre les deux sérotypes n’est pas
toujours reproductible au moment de I’assemblage des capsides.

e une capside mosaique peut potentiellement é&tre inactivée par des anticorps

neutralisants dirigés contre I’un ou I’autre des sérotypes utilisés.

Une autre stratégie consiste a insérer dans la capside des virions des molécules exogenes
(peptide ou protéines ligands), de facon a cibler un type cellulaire spécifique (figure
5B)(Bartlett et al., 1999; Gigout et al., 2005; Muller et al., 2003; Perabo et al., 2003;
Ponnazhagan et al., 2002; Ried et al., 2002; Stachler and Bartlett, 2006; Stachler et al., 2008;
Warrington et al., 2004; Zhong et al., 2008). Cependant, la modification de la capside AAV2
résulte souvent en une réduction significative du titre en particules, et du taux de
transduction ; en particulier lorsqu’un ligand de grande taille est introduit dans la capside.
Pour palier a la faible infectiosité de ce type de mutants, Gigout et al. ont genéré des vecteurs
dont la capside était composée d’un mélange de protéines VP sauvages et de protéines
mutantes modifiées par un ligand (une I1gG)(Gigout et al., 2005). Un vecteur AAVI2
présentant une capside portant le ligand ApoE dans la partie N-terminale de VP2 a permis des
taux de transduction 220 et 4 fois plus importants des ilots de Langerhans du pancréas ex vivo

et d’hépatocytes murin in vivo respectivement, comparé a I’AAVr2 (Loiler et al., 2003).
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Figure 5 : Conception de nouveaux variants d’AAVr

D’aprés Kwon and Schaffer, 2008

Dans le but d’obtenir de nouveaux tropismes (A-D) ou pour contourner la présence d’anticorps
neutralisants pré-exictants (C-F).

A. Capsides mosaiques, composées de sous-unités de différents sérotypes.

B. Ligation de molécules exogenes aux protéines de la capside (anticorps, peptides) afin de cibler de
nouveaux types cellulaires.

C. Pseudotypes : le génome de I’AAV?2 est encapsidé dans une capside d’un autre sérotype.

D. Banque d’AAV et évolution dirigée afin de sélectionner des variants ayant diverses nouvelles
propriétés.

E. Suppression des épitopes reconnus par les anticorps neutralisants pré-existants.

F. Conjugaison d’un polymére synthétique a la capside pouvant permettre au vecteur d’échapper aux
anticorps neutralisants.

e. Les AAV recombinants double brin

La conversion de I’ADN simple brin (sb) du génome de I’AAVr en ADN double brin (db)
dans le noyau de la cellule hote est une étape limitante du transfert de géne a I’aide d’AAVr
(Miao et al., 2000). C’est pourquoi de nouveaux vecteurs véhiculant directement de I’ADN
double brin ont été développés (Hirata and Russell, 2000; McCarty, 2008; McCarty et al.,
2001; Wang et al., 2003b). L’utilisation d’AAVr double brin (ou scAAV pour self-

complementary AAV) permet d’éliminer cette étape de conversion.
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Dans un AAVr conventionnel simple brin, la cassette d’expression est encadrée de deux
ITR sauvages. Dans un AAVr double brin, un des ITR contient une délétion dans la séquence
D, ou une mutation dans le site de résolution terminale (trs). Cette modification empéche le
déroulement complet du cycle de réplication du génome de I’AAVr et aboutit a la formation
d’un génome recombinant double brin de 2,3 kpb (Figure 6).

Ces vecteurs double brin permettent une expression du transgéne plus rapide et plus
importante in vivo dans de nombreux organes murins (foie, cerveau, muscle, rétine)(McCarty
et al., 2003; Natkunarajah et al., 2008; Ren et al., 2005; Wang et al., 2003b). Dans des études
récentes, ’efficacité de transduction entre des vecteurs AAVr sb et AAVr db a été étudiée
dans le foie de primate non-humain : les AAVr7 et 8 db permettent ainsi un transfert de géne
stable et une efficacité de transduction 20 a 120 fois plus élevée comparée aux AAVr
traditionnels de méme sérotype (Gao et al., 2006; Nathwani et al., 2006). De plus, de plus
faibles doses de vecteur sont nécessaires pour atteindre des taux thérapeutiques de protéines
circulantes lorsque que le transfert de gene est realisé au moyen d’un AAVr db comparé a un
AAVT sb (pour revue (McCarty, 2008)).

Figure 6 :

Comparaison  entre  un
AAVr conventionnel et un
AAVr double brin

AAV sb AAV db

D’aprés Le Bec and Douar,
2006. Le vecteur AAV double
brin (db) porte une délétion dans
la séquence D ou une mutation
dans le site trs d’un des ITR
(voir figure 2B p.15). La taille du
génome viral du vecteur db est
limitée a 2,3 kb, correspondant a
la moitié du génome d’un
vecteur AAV conventionnel (sb).
L’utilisation de vecteurs db
permet de s’affranchir de 1’étape
de conversion du génome viral,
étape limitante dans le transfert
de gene au moyen d’AAVr.

v

ADN sb %

l Facteurs nucléaires ADN db

3’OH

Pas de conversion
ADN db nécessaire

Etape limitante lors
de la transduction
par les AAVr
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f. Immunogénicité

Les vecteurs AAV ne présentent qu’une faible immunogénicité, permettant, dans la plupart
des cas, une persistance et une expression a long terme du transgene. Beaucoup de
laboratoires suggérent que cette faible immunogénicité est en partie due au fait que les
vecteurs AAV ne sont pas capables de transduire efficacement les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA), et induisent une activation minimale de la réponse immunitaire innée,
primordiale dans I’initiation d’une réponse immunitaire (Jooss et al., 1998; Sarukhan et al.,
2001; Zaiss et al., 2002). Cependant, ce dogme est aujourd’hui remis en cause : bien que la
réponse immunitaire suite a I’injection d’AAVr soit faible, elle n’est pas inexistante, et peut
méme jouer un rdle critique dans le transfert de géne in vivo.

La relation entre AAVr et systéme immunitaire étant aujourd’hui un point primordial pour
I’utilisation future de ces vecteurs en essais cliniques, une partie entiére consacrée a ce sujet a

été développée au chapitre 111 de cette introduction.

4. Essais clinigues utilisant PAAVr

Les résultats encourageants obtenus apres transfert de géne a I’aide d’AAVr dans un
certain nombre de modeles animaux (Herzog et al., 2001; Le Meur et al., 2007; Nathwani et
al., 2007; Ross et al., 2006) ont permis le développement d’essais cliniques. Depuis 1989, une
cinquantaine d’essais cliniques ont été menés ou sont en cours de réalisation (tableau 3)
(Carter, 2005; Mueller and Flotte, 2008; Warrington and Herzog, 2006). Ces protocoles
cliniques concernent en majorité des maladies genétiques monogéniques, dont la plus
représentée est la mucoviscidose. La majorité sont des essais de phase I, et utilisent
principalement I’AAVr2 comme vecteur. En effet, bien que ce serotype ne soit pas le plus
efficace actuellement, il a été le premier sérotype étudié et est donc le mieux caractérisé. Sa
production en conditions GMP (Good Manufacturing Procedure), compatible avec une

administration chez I’homme, est mise au point.
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Maladie Transgene apporté Sérotype Voie d’administration  Phase clinique Statut
Maladies infectieuses
Vaccin contre le VIH Gag-PR-DeltaRT (tgAAC009) intramusculaire Phase | En cours
Vaccin contre le VIH Gag-PR-DeltaRT (tgAAC009) intramusculaire Phase | Terminé
Cancer
Cancer de la prostate HSV-TK intratumoral Phase I/ En cours
Maladies génétiques
Déficit en lipoproteine lipase Lipoproteine lipase (LPL) AAVrl intramusculaire Phase I/11 En cours
Déficit en al-anitrypsine al-anitrypsine AAVrl intramusculaire Phase | En cours
Déficit en al-anitrypsine al-anitrypsine AAVIr2 intramusculaire Phase | Terminé
Maladie de Batten CLN2 AAVI2 intracranial Phase | En cours
Maladie de Canavan aspartoacylase AAVIr2 intracranial Phase | En cours
Mucoviscidose CFTR AAVI2 nasal Phase | Terminé
Mucoviscidose CFTR AAVI2 pulmonaire (aerosol) Phase 11 Terminé
Mucoviscidose CFTR (tgAAVCF) AAVI2 pulmonaire (aerosol) Phase | Terminé
Mucoviscidose CFTR (tgAAVCF) AAVIr2 intrasinusal Phase I/11 Terminé
Mucoviscidose Phosphatase alcaline (hpAP) AAVr6 intranasal Phase | En cours
Amaurose congénitale de Leber RPEG65 AAVIr2 intraoculaire Phase | En cours
Amaurose congénitale de Leber RPEG65 AAVIr2 intraoculaire Phase | En cours
Hémophilie B minigene Facteur IX AAVIr2 intramusculaire Phase | Terminé
Hémophilie B minigene Facteur IX AAVIr2 intra-artériel Phase | Terminé
Hémophilie B minigéne Facteur IX AAVI2 intra-artériel Phase | En cours
Myopathie de Duchenne mini-dystrophine AAVT5 intramusculaire Phase | En cours
Myopathie des ceintures Gamma sarcoglycan AAVIr2 intramusculaire Phase | En cours
Myopathie des ceintures Gamma sarcoglycan AAVrl intramusculaire Phase | En cours
Maladies neurologiques
Maladie de Parkinson GADG65 AAVI2 intracérébral Phase | Terminé
Maladie de Parkinson hAADC AAVI2 intracérébral Phase | En cours
Maladie de Parkinson neurturine (Cere-120) AAVIr2 intracranial Phase | Terminé
Maladie de Parkinson neurturine (Cere-120) AAVI2 intracréanial Phase I En cours
Maladie de Parkinson GAD65 AAVI2 intracérébral Phase I En cours
Maladie d’Alzheimer facteur de croissance B-NGF AAVI2 intracréanial Phase I/11 Terminé
Epilepsie neuropeptide Y (NPY) AAVrlet2 intracranial Phase | En cours
Maladies cardio-vasculaires
Insuffisance cardiaque SERCA2a AAVr6 intracardiaque Phase | En cours
Insuffisance cardiaque SERCA2a AAVrl intracardiaque Phase | En cours
Autres
Arthrite rhumatoide TNFR:Fc (tgAAC94) AAVIr2 intra-articulaire Phase | Terminé
Arthrite rhumatoide TNFR:Fc (tgAAC94) AAVI2 intra-articulaire Phase 1/11 En cours

Tableau 3 : Essais cliniques in vivo au moyen d’AAYV recombinants depuis 1989

D’apres www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical

I11. AAVr et réponse immunitaire

A. Généralités

1. Le systéme immunitaire et infection virale

L'immunité peut étre définie comme I'ensemble des mécanismes biologiques permettant a
un organisme de reconnaitre et de tolérer ce qui lui appartient (le soi), et de reconnaitre et de

rejeter ce qui lui est étranger (le non soi) comme les agents infectieux auxquels il est expose.
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L'immunité met en jeu deux processus :

e l'immunité non spécifique, qui constitue 'immunité innée. Elle est d'action
immédiate, et fait intervenir les cellules phagocytaires. Elle est indépendante de la
nature de I’antigéne étranger rencontreé.

e l'immunité spécifique, qui confére I’'immunité adaptative ou immunité acquise. Elle
se développe en quelques jours et dépend de la reconnaissance spécifique de
I’antigéne étranger. Une mémoire immunitaire, caractéristique de 1’immunité

adaptative, se met alors en place.

Etant donné que les réponses immunitaires adaptatives en primo-infection nécessitent un

délai de 4-5 jours pour étre efficaces, I’immunité innée apporte la premiere ligne de défense.

a. L’immunité innée

La réponse immunitaire non spécifique ou innée passe principalement par I’inflammation,
qui est la premicre barricre que rencontrent les pathogeénes ayant franchi 1’enveloppe
corporelle de I’hote. Ce type de réponse immunitaire ne dépend pas de la nature de 1’agent
qu’il combat. Le but de I’inflammation est d’inactiver le pathogéne et de mettre en ceuvre la
réparation des tissus (en cas de lésions). Les principales étapes de I’inflammation sont la
vasodilatation et ’augmentation de la perméabilité des capillaires de la zone atteinte afin de
faciliter ’arrivée des cellules inflammatoires. Puis s’ensuit 1’élimination des pathogénes par

des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires, cellules NK).

Le systéme immunitaire inné est constitu¢ de médiateurs et de cellules de I’inflammation
qui jouent un rdle clé dans la reconnaissance et la réponse précoce contre les agents
infectieux. La reconnaissance des virus, incluant les vecteurs viraux utilisés en thérapie
génique, par les cellules inflammatoires comme les macrophages et les cellules dendritiques
conduisent a la sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, qui renforcent
le traitement des antigénes et la présentation des épitopes viraux sur les molécules du CMH.
L’expression de génes de I’inflammation active 1’expression de molécules de costimulation a
la surface des CPA. Les CPA peuvent alors a leur tour activer les populations lymphocytaires
T et B.

Les cellules de I'immunité innée reconnaissent les antigénes étrangers par I’intermédiaire

de récepteurs extra- et intracellulaires. Ces récepteurs regroupent les TLR (pour toll-like
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receptors), les protéines antivirales cytoplasmiques (RIG-1 et MDAD5) et les NLR (pour NOD-
like receptor), qui sont specialisés dans la reconnaissance des antigénes microbiens et viraux
(Meylan and Tschopp, 2006; Meylan et al., 2006). Une fois activés, les récepteurs régulent les
voies interféron (IFN) de type I et du facteur nucléaire NFkB, ou activent les pro-cytokines en
leur forme active, comme 1’interleukine 1 (IL1). Les IFN sont des glycoprotéines qui inhibent
la réplication des virus a 'intérieur des cellules infectées. Une fois sécrétes, ces interférons
diffusent dans les tissus. Ils stimulent alors la synthése et I’expression des molécules du CMH
de classe I, ce qui favorise la présentation des peptides viraux. lls stimulent également
’activation de cellules inflammatoires non spécifiques telles que les cellules NK (Natural
Killer).

L’antigéne étranger peut aussi parfois activer lui-méme le systeme du complément de
maniére non spécifique. Le complément comprend une vingtaine de protéines qui agissent en
cascade et permettent d’¢éliminer directement le pathogene. Le systéme du complément peut

aussi étre activé par la réponse immunitaire spécifique.

b. L’immunité adaptative et ses acteurs

Les acteurs principaux de I'immunité specifique ou adaptative sont les lymphocytes (T et
B) et les cellules présentatrices d’antigenes. Chaque lymphocyte porte un récepteur
membranaire lui permettant d'identifier un motif chimique unique. Le motif de l'antigene

reconnu par le récepteur est appelé épitope.

Les lymphocytes B (LB)

Les LB se développent dans la moelle osseuse et maturent dans les organes lymphoides
secondaires. Le récepteur des LB est une immunoglobuline (Ig) membranaire, capable de
reconnaitre un seul épitope. Ce récepteur est nommé BCR pour B-cell Receptor. Les
lymphocytes B expriment également a leur surface des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe | ainsi que des molécules du CMH de classe 11, ce qui
en fait des cellules présentatrices d'antigenes. Ils possedent également des récepteurs CR
(complement receptor) pour le fragment C3 du complément, et des récepteurs pour le
fragment Fc des IgG. Une fois stimulés, les LB se multiplient et sécretent des anticorps qui
vont étre capables de se lier spécifiquement a I’antigéne reconnu. Ils sont responsables de la

réponse immunitaire humorale (production d’anticorps) (Larosa and Orange, 2008).
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Les lymphocytes T (LT)

Les LT sont maturés dans le thymus et représentent chez I’lhomme plus de 80 % des
lymphocytes en circulation dans le sang. Le récepteur des LT est le TCR (pour T-cell
receptor) qui comporte la molécule CD3. Il ne reconnait que des antigenes peptidiques. Pour
étre reconnue par un LT, une protéine étrangére doit étre digérée en peptides qui devront
ensuite étre associés a des molécules du CMH. Le TCR reconnait alors le complexe
CMH/peptide (Larosa and Orange, 2008).

Deux grands types de LT existent: les LT effecteurs et les LT régulateurs. Les LT
effecteurs sont impliqués dans la réponse immunitaire adaptative, alors que les LT régulateurs
sont impliqués dans le processus de tolérance immunitaire.

On distingue deux populations principales de lymphocytes T effecteurs selon la présence
de proteines membranaires specifiques (Larosa and Orange, 2008) :

- les lymphocytes T CD8": ce sont les lymphocytes T cytotoxiques (LTc). lls
reconnaissent l'antigene présenté par une molécule du CMH de classe I. Les antigenes
présentés sont des antigenes endogenes, produits par la cellule. Une fois activés, les LTc
éliminent directement les cellules infectées. Ils provoquent des lésions membranaires sur la
cellule présentant I’antigene étranger en libérant des molécules cytotoxiques contenues dans
les granules lytiques : les granzymes et la perforine. La perforine agit en formant des pores
dans la membrane de la cellule infectée laissant entrer les granzymes dans le cytoplasme
cellulaire. Ces granzymes induisent 1’apoptose des cellules infectées.

- les lymphocytes T CD4" : ce sont les lymphocytes T auxiliaires ou helper (LTh). Ces
lymphocytes reconnaissent un antigene présenté sur une molécule du CMH de classe Il. Les
antigenes présentés sont des antigénes exogenes qui ont été endocytés par des cellules
présentatrices d'antigenes. Ils ont pour rble d'activer des cellules du systeme immunitaire
(principalement par la production de cytokines) : les macrophages, les LB mais aussi les LTc.
Classiquement, les LTh se différencient soit en lymphocytes Thl soit en lymphocytes Th2
selon I'environnement cytokinique dans lequel ils se trouvent et les signaux qu’ils regoivent :
les lymphocytes Thl orientent la réponse immunitaire vers lI'immunité a médiation cellulaire
(LTc), les lymphocytes Th2 orientent la réponse immunitaire vers lI'immunité a médiation
humorale (production d'anticorps par les LB).

Les LT mémoires se développent une fois que I’infection primaire est contrdlée, et agissent
en tant que sentinelles du systeme immunitaire, capables de purger rapidement 1’hote de

nouvelles infections par le méme agent pathogene. A I’inverse des LT naifs, les LT mémoires
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n’ont pas besoin d’étre de nouveau activés par une CPA. Il suffit qu’ils rencontrent I’antigéne
pour se réactiver, cette interaction induisant la prolifération rapide de LT cytotoxiques.

Les LT régulateurs ont une activité suppressives et sont les acteurs principaux de la
tolérance. Ces cellules sont CD3" CD4" CD25" FoxP3* CD127".

L’activation d’un LT naif en T effecteur nécessite plusieurs signaux (figure 7) (Vincenti,
2008).

Réponse
(activation)

Pas de réponse

Pas de réponse

Figure 7 : Activation d’un lymphocyte T

D’aprés Chen et al, 2004. Deux signaux (1 et 2) sont nécessaires pour activer un lymphocyte T. Le
premier, antigéne-spécifique, met en jeu l’interaction entre le complexe CMH/antigéne de la CPA
avec le TCR du LT. Le second, signal de costimulation, est apporté par la fixation de co-récepteurs
(CoR) a leur ligand (CoL), comme par exemple CD28 et son ligand B7-1 ou B7-2. L’absence d’un des
2 signaux engendre un lymphocyte T non réactif, anergique ou ignorant.

Le premier signal est antigéne-spécifique et dépend de I’interaction des molécules du CMH
présentant I’antigéne a la surface d’une CPA avec le TCR du lymphocyte T. Le second signal,
ou signal de costimulation n’est pas antigéne-spécifique. Il résulte de I’interaction entre des

récepteurs spécifiques a la surface du LT et leur ligand sur les CPA. Ces 2 signaux,
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indispensables a I’activation des LT, activent 3 voies de cascades intra-cellulaires: la voie de
la calcineurine (une phosphatase calcium-dépendante), la voie des MAP-kinases (pour
mitogen-activated protein kinase), et la voie du NFxB (Halloran, 2004). Ces voies
déclenchent alors la production de nombreuses molécules, dont Il'interleukine-2 et la chaine o
de son récepteur CD25, et CD40 ligand. L'interleukine-2 en se liant a son récepteur active un
troisieme signal qui induit la prolifération des lymphocytes, engendrant de nombreux
lymphocytes T effecteurs.

Sans le signal de costimulation (signal 2), les lymphocytes deviennent anergiques et
entrent en apoptose (Snanoudj et al., 2006). De nombreuses voies de costimulation jouent un
role dans la régulation des LT, soit en activant soit en inhibant leur activation (figures 8 et 9)

(McAdam et al., 1998). La voie la plus importante et la mieux caractérisée est 1’interaction

B7/CD28. Une autre voie, I’interaction CD40/CD40L a également été bien étudiée.
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B7-1 CPA (M, CD, B), LT CcD28 LT LIGHT CPA (CD) HVEM LT
B7-2 CPA (M, CD, B), LT CTLA-4 LT 4-1BB-L CPA (M, CD, B) 4-1BB LT

CPA (M, CD, B), LT ICOS LT, NK OX40-L CPA (M, CD, B) 0OX40 LT
B7-h Fibroblastes, cellules PD-1 LT, LB, monocytes Cellules endothéliales CD40-L LT, NK
endothéliales et
épithéliales CPA (M, CD, B) Cb27 LT, CPA
CPA (M, CD, B), LT CD40 Fibroblastes, cellules CD30 LT
PD-L1  cellules endothéliales endothéliales
et parenchymateuses CD70 CPA (M, CD), LT
PD-L2 CPA (M, CD) CD30-L CPA (M, B)
CPA (M, CD, B), LT,
B7-H3 NK
Moelle osseuse

Figure 8 : Les différents signaux de costimulation et leur effet

D’aprés Snanoudj et al, 2006. CPA, cellule présentatrice d’antigénes; M, monocyte ; CD, cellule
dendritique ; B, lymphocyte B ; LT, lymphocyte T ; NK, cellules NK ; +, activation ; -, inhibition.
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Figure 9 : Représentation schématique du réseau de costimulation des lymphocytes T

D’apres Chen et al., 2004. Les co-stimulateurs (en jaune) et les co-inhibiteurs (en marron) agissent sur
une ou plusieurs étapes de ’activation des lymphocytes T, dont 1’activation, la différenciation, la
maturation et potentiellement la réponse mémoire. Les LT naifs des organes lymphoides expriment
constitutivement la molécule CD28 a leur surface. Apres ligation a leur ligand (CD80 ou CD86), la
premiére étape d’activation intervient. Une série d’interactions avec des co-stimulateurs ou des co-
inhibiteurs permettent ensuite la différenciation et la maturation des LT activés en LT effecteurs.
Aprés migration dans les tissus périphériques, les LT effecteurs sont encore sujets a des régulations
par les signaux de co-stimulation ou co-inhibition assurés par les CPA et les cellules de 1’héte. LT,
lymphocyte T ; CPA, cellule présentatrice d’antigénes.

Les ligands de CD28 sont B7-1 (ou CD80) et B7-2 (ou CD86). L’interaction du CD28 avec
un de ses ligands (ou signal 2) active la production d’IL-2, signal de survie des LT, prévenant
ainsi I’apoptose ou I’anergie induite par le signal 1 seul (interaction du TCR avec le complexe
antigene/CMH). Cette interaction favorise donc la différenciation T vers les cellules de
phénotype Thl, et stimule la production d’anticorps par les lymphocytes B ainsi que la
prolifération des lymphocytes T activés (Alegre et al., 2001). Aprés activation des
lymphocytes T par la fixation de CD28 a B7, un second récepteur, CTLA4 est alors exprimé a
la surface des LT. CTLA4 est structurellement homologue a CD28 avec une affinité 20 fois
plus forte pour leurs ligands B7-1 et B7-2. Ainsi, CTLA4 entre en compétition avec CD28

pour se lier aux molécules B7. Contrairement a CD28, CTLA4 émet un signal inhibiteur.
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CTLA4 inhibe I’activation du LT (Chen, 2004; Vincenti, 2008). Quelques mécanismes sont
actuellement décrits. Au niveau du LT, la fixation du CTLA4 aux récepteurs B7 inhibe
I’activation et la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-AT, arrétant la
transcription du géne de I’IL2. Cela inhibe également directement la production des cyclines
D3 et cdkd4. De plus, le dégradation de I’inhibiteur de cycle cellulaire p27kip est altérée
(Brunner et al., 1999) et la transcription médiée par AP-1 et NF-«xB est fortement diminuée
(Fraser et al., 1999). Au niveau des LT CD4+ pré-activés, la fixation du CTLA4 aux B7
entraine la mort cellulaire par un mécanisme indépendant de Fas (Scheipers and Reiser,
1998). En ce qui concerne la CPA, la fixation de CTLA4 & B7 induit la production d’TFN-y
par les cellules dendritiques (CD), qui par action autocrine ou paracrine stimule 1’enzyme
indoleamine 2,3 dioxygénase (IDO), activant le catabolisme du tryptophane. IDO catalyse la
réaction de degradation du tryptophane en kynurénine. Ce produit de dégradation ainsi que la
diminution du tryptophane disponible localement inhibe la prolifération des LT et induit leur
apoptose dans I’environnement immediat (Grohmann et al., 2002). La molécule B7 étant
présente uniquement a la surface des CD, macrophages, LB, cellules NK, et LT activés, sa
fixation au CTLA4 n’entraine I’augmentation de la production d’IDO que dans ces cellules
(Boasso et al., 2005). De plus, il a éte montré que la présence des récepteurs B7-1 et B7-2
était nécessaire pour I’activité suppressive des cellules T régulatrices CD4'CD25" (Graca et
al., 2002).

Les cellules présentatrices d’antigenes (CPA4)

Pratiqguement toutes les cellules nucléées de I'organisme expriment les molécules du CMH-
| et sont donc aptes a présenter des antigénes aux LT cytotoxiques. Mais ce ne sont pas, au
sens strict, des cellules présentatrices d’antigenes.

Les cellules présentatrices d'antigénes sont des cellules diverses qui ont en commun la
faculté d'exprimer les molécules du CMH de classe Il a leur surface. Ces cellules ont la
capacité d’endocyter les antigenes protéiques exogeénes, de les découper en peptides, et de les
associer aux molécules du CMH-II. L'ensemble migre alors vers la membrane cellulaire pour

étre présenté aux LT auxiliaires.

Les principales cellules présentatrices d'antigénes sont :
- le systeme des phagocytes mononucléés, comprenant les monocytes et les
macrophages.

- les lymphocytes B.
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- les cellules dendritiques présentes essentiellement dans les zones T des tissus
lymphoides.

- les cellules dendritiques folliculaires des ganglions lymphatiques et de la rate. Elles
possedent des récepteurs pour le fragment Fc des IgG ou pour le fragment C3 du
complément. Grace a ces récepteurs, elles peuvent fixer les complexes immuns
antigéne-anticorps et présenter l'antigéne aux LB, renforcant ainsi la production
d'anticorps et la pérennisant.

- des cellules endothéliales ou épithéliales qui, aprés stimulation par linterféron-y

expriment les molécules CMH-I1 & leur surface.

Les CD sont les CPA les plus puissantes. Comme les LT, les CD peuvent étre impliquées

aussi bien dans I’immunité adaptative que dans la toléerance immunitaire.

La présentation de I’antigéne étranger est indispendable pour déclencher la plupart des
réponses immunitaires adaptatives.

Classiqguement, les antigenes peuvent étre presentés par 2 voies selon leur
nature (Trombetta and Mellman, 2005):

- les antigenes endogénes générés par la machinerie cellulaire prennent la voie classique
de présentation directe sur les molécules de CMH-I, dont les mécanismes ont été tres
bien caractérisés. Cette présentation induit I’activation des LT CD8+.

- les antigenes exogenes sont présentés sur les molécules de CMH-II par les CPA, apres
avoir été endocytés et découpés en peptides, induisant ’activation des LT CD4+ et des
LB.

Cela signifie que toutes les cellules nucléées infectées par un virus présentent des antigenes

viraux a leur surface. Les CPA peuvent elles présenter les peptides viraux a leur surface soit
sur le CMH-I (lorsqu’elles sont infectées), soit sur le CMH-II (par capture de peptides viraux

ou de virions n’ayant pas encore infecté de cellule).

2. AAVTr et réponse immunitaire

Une des caractéristiques de I’AAVTr qui a fait de lui un vecteur émergeant dans le domaine
de la thérapie génique est sa capacité a maintenir a long terme I’expression d’une protéine

étrangere. Les premieres expériences de transfert de gene in vivo & I’aide d’AAVr, menées
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dans le muscle squelettique de souris, ont montré que I’AAVr permettait de faire exprimer a
long terme divers transgénes immunogenes (Bohl et al., 1998; Herzog et al., 1997; Kessler et
al., 1996). Ces résultats ont donc été appliqués a d’autres organes cible avec divers
transgénes. Ainsi, plusieurs modéles animaux de pathologies genétiques ont pu étre traités a
’aide de vecteurs AAV (Acland et al., 2005; Jiang et al., 2006b; Le Meur et al., 2007; Mas et
al., 2006; Mount et al., 2002), annoncant le début des essais cliniques de thérapie génique au

moyen de I’AAVr chez I’homme.

Contrairement a d’autres vecteurs viraux, I’AAVr a longtemps été décrit comme un
vecteur faiblement immunogeéne, caractéristique qui était attribuée a (i) sa faible capacité a
activer ’immunité innée, primordiale dans I’initiation de la réponse immunitaire, (ii) et a sa
faible efficacité a transduire les CPA (Jooss et al., 1998; Sarukhan et al., 2001; Zaiss et al.,
2002). Cette faible immunogénicité des vecteurs AAV est de plus en plus remise en cause
aujourd’hui, particuliérement dans les modé¢les grands animaux ou de nombreux cas de
développement de réponse immunitaire suite au trasfert de géne sont décrits. Cependant,
comparés a d’autres vecteurs viraux comme ceux dérivés des adénovirus, les vecteurs AAVr

restent moins immunogenes.

L’activation et la nature de ces réponses immunitaires dépendent de nombreux facteurs : la
voie d’administration du vecteur, la cinétique d’expression du transgeéne, la dose de vecteur
administrée, le sérotype ou pseudotype utilisé, sa capacité ou non a transduire les cellules
présentatrices d’antigénes, 1’organe-cible, ’espéce hote, la nature du produit du transgéne

utilisé, ainsi que le statut immunitaire préalable de I’hdte (Vandenberghe and Wilson, 2007).

Il existe différentes sources d’antigéne et différentes facons de le présenter, induisant
différents types de réponse immunitaire, comme décrit au paragraphe précédent. La figure 10
tente de présenter toutes les voies qui pourraient avoir lieu suite a un transfert de géne au

moyen d’un vecteur AAV (Vandenberghe et al., 2006).
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Vecteur AAV
A. promoteur """ %, . - lransgene

Celluledendritiquecap . i Cellule cible

A cvH- _\mﬁ 4 Epitope du produit du transgéne
YW cvH-II Produit du transgéne ¥ Epitope de la capside

Figure 10 : Représentation des différentes interactions entre AAVr, CD et cellule-cible

D’aprés Vandenberghe et al., 2007. Le schéma du vecteur AAV représente la particule virale ainsi que
ses composants : capside, ITR, promoteur et transgéne. Les lignes continues indiquent les sources
potentielles d’antigénes.

A. Différentes voies possibles de présentation des antigénes issus du produit du transgéne. a/
Transduction directe des CD par I’AAVr induisant 1’expression du produit du transgéne. b/
Présentation de peptides intracellulaires sur le CMH-I, présentation de peptides sur le CMH-II. ¢/
Chargement de peptides sur le CMH-II. d/ Exocytose du produit du transgéne. e/ Transduction de la
cellule-cible, conduisant a 1’expression du produit du transgéne. f/ Présentation directe d’épitope du
produit du transgéne sur le CMH-I. g/ Exocytose du produit du transgéne. h/ Capture du produit du
transgene intracellulaire par la CD. i/ Capture du produit du transgéne extracellulaire par la CD.

B. Différentes voies possibles de présentation des antigénes issus de la capside de vecteur AAV. j/
Activation intra- ou extracellulaire des TLR par la capside (ou autre composant du vecteur). k/
Présentation d’épitope de la capside sur le CMH-II par la voie exogéne classique. I/ Présentation
d’épitope de la capside sur le CMH-I des CD par cross-présentation. m/ Cross-présentation de la
capside sur le CMH-1 apres phagocytose de la cellule transduite. n/ Cross-présentation de la capside
par la cellule-cible.

B : signal d’activation des LB par le produit du transgene. T : signal d’élimination des cellules-cibles
portant des épitopes sur le CMH-1 par les LTc.
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Les cellules transduites par le vecteur AAV peuvent présenter les antigenes du produit du
transgéne (source endogéne) par la voie classique de présentation directe sur les molécules de
CMH-I (Figure 104, b, e, f)

La présentation classique des antigénes exogenes (produit du transgéne ou capside AAVT)
par les CPA a lieu sur les molécules de CMH-I11 (figure 10c, h, i, k) induisant I’activation des
LT CD4" et des LB (Trombetta and Mellman, 2005)

Une autre voie de présentation, nommeée cross-presentation, pourrait étre impliquée suite a
une administration d’AAVr. Cette voie permet de présenter un antigéne exogene sur une
molécule de CMH-I. Elle est peu caractérisée a I’heure actuelle et serait précédée par un
mécanisme endosomal de prise en charge de 1’antigéne (figure 10b, h, 1, m, n). La cross-
présentation est considérée comme le mécanisme prépondérant par lequel un produit du
transgéne déclenche la réponse immunitaire T CD8" (Jooss et al., 1998; Manning et al., 1997;
Sarukhan et al., 2001).

Suite a un transfert de gene a 1’aide d’un AAVr, deux grands types de réponses
immunitaires adaptatives peuvent étre déclenchés : les réponses dirigées contre les protéines
de la capside du vecteur, et les réponses dirigées contre le produit du transgene lui-méme. 11
existe une différence majeure entre ces 2 sources d’antigéne : la capside est reconnue par
I’h6te comme protéine exogene et n’est pas renouvelée suite a son administration, alors que le
produit du transgene est synthétisé de maniére endogene par les cellules de I’hote et cela de

facon renouvelée.

La capside est le premier point d’interaction entre 1’hote et le vecteur, et détermine le
tropisme et le profil d’expression du transgene. De plus, c’est 1’un des deux composants
physiques de la particule virale qui influe sur I'immunité innée et de ce fait conditionne les
réponses pro-inflammatoires précoces (figure 10 j). Le produit du transgéne, tributaire de
’efficacité de la transduction, influe plus tard sur le systéme immunitaire de I’hote. Le début
de I’expression du transgéne par la machinerie des cellules transduites est en effet nécessaire

avant tout développement de réponse immune a son encontre.

B. La réponse immunitaire innée contre les vecteurs AAVr

Aprés transduction d’une cellule par un AAVr, il semblerait que les TLR ne soient pas

impliqués dans la modulation de la réponse immune aprés transfert de géne a 1’aide d’AAVr,
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(Cao and Herzog, 2008; Hensley and Amalfitano, 2007), et que ’AAVr n’induise pas de
réponse IFN suite a son administration (Rautsi et al., 2007).

Il existe d’autres mécanismes de réponse innée antivirale qui peuvent moduler la biologie
des virus et des vecteurs viraux. Récemment, APOBEC3A a été identifié comme un puissant
inhibiteur de la réplication de ’AAV (Chen et al., 2006). In vitro, les macrophages sont
activés par les AAVr et jouent un role majeur dans I’initiation de la réponse innée induite par
’AAVr chez la souris (Zaiss et al, 2002). Toutefois, malgré I’interaction
macrophages/AAVT, ces cellules sont faiblement transduites par I’AAVr in vitro (Zaiss et al.,
2008). Ainsi, il est possible que les macrophages et cellules dendritiques qui expriment
APOBEC3A soient peu transductibles par I’AAVr, alors que la transduction par un AAVr de
cellules n’exprimant pas APOBEC3A n’est pas altérée (Chen et al., 2006).

L’interaction des cellules de I’immunité innée avec les vecteurs viraux nécessite et/ou est
modulée par des opsonines présentes dans le sérum. Des études récentes ont montré que
I’adhésion de I’AAVr sur les macrophages et I’activation de D’expression de genes
inflammatoires sont améliorés en présence de serum (Zaiss et al., 2008). De plus, le sérum
perd son action s’il est inactivé par la chaleur ou déplété de la fraction C3 du complément, ce
qui montre que I’AAVr interagit avec le complément. Des expériences
d’immunoprécipitations ont mis en évidence la liaison du fragment iC3b du complément a la
capside AAVr2. Ainsi, ’AAVr2 n’active pas la réaction en cascade du complément et n’est
pas un cofacteur de la réaction de dégradation du fragment C3b en iC3b. Cependant, les
cellules infectées opsonisées avec le fragment iC3b du complément sont tout de méme
sujettes a 1’adhésion et a la phagocytose du fait de leur reconnaissance par les récepteurs du
complément a la surface des cellules immunitaires (Zaiss et al., 2008).

D’autre part, il a été montré que le complément peut moduler la réponse cellulaire T par
I’interaction directe avec le LT, et indirectement par son action sur les CPA. En effet,
I’interaction avec le récepteur au complément sur les CPA module leur état de maturation et
leur profil d’expression de cytokines, ce qui au final influence la réponse cellulaire T induite
pendant la présentation de I’antigéne (Kemper and Atkinson, 2007). Ainsi, ’opsonisation des
cellules transduites par iC3b et le facteur H inhibe I’activation du complément et crée un
environnement relativement non inflammatoire, qui peut étre en partie responsable de
I’inefficacité de I’AAVTr & induire la maturation des CD.

In vivo, des souris déficientes pour le récepteur 1 et 2 du complément ou pour la fraction

C3 présentent une altération de I’immunité humorale contre le vecteur AAVr2, avec une
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production en anticorps neutralisants significativement diminuée. Ces résultats montrent que
le systéme du complément est un élément essentiel de la réponse immunitaire contre I’AAVr
(Zaiss et al., 2008). En effet, I’interaction du récepteur du complément avec les récepteurs des
antigénes des LB favorise la réponse B par une forte diminution du seuil d’activation des LB,

induisant ainsi une production accrue d’anticorps (Carroll, 2004).

Cependant, la plupart des travaux sur I’activation de I'immunité innée ont été faits avec
I’AAVr de sérotype 2 (Zaiss and Muruve, 2005). D’autres études sont donc nécessaires pour
déterminer le potentiel pro-inflammatoire des autres sérotypes, ainsi que leur affinité aux TLR

et autres cofacteurs modulant la réponse immunitaire innée.

C. La réponse immunitaire adaptative contre les vecteurs AAVr

1. Réponse humorale

Une infection naturelle par un AAV sauvage initie une réponse humorale dirigée
spécifiqguement contre la capside virale et caractérisée par la production d’anticorps
neutralisants. 30 a 80% de la population humaine est séropositive pour I’AAV de sérotype 2,
et ces anticorps sont neutralisants chez 20 a 67% de la population (Erles et al., 1999). Des
pourcentages semblables existent pour les autres sérotypes d’origine humaine, comme pour
ceux d’origine simienne qui présentent un fort taux d’homologie au niveau de leur séquence
(Gao et al., 2004b).

Les anticorps neutralisants sont la premiére défense d’un héte contre une infection virale,
et de nombreuses études ont montré que la présence d’anticorps neutralisants pré-existants
peut diminuer voire totalement inhiber I’efficacité d’un transfert de géne au moyen d’un
AAVTr (Peden et al., 2004; Scallan et al., 2006; Zaiss and Muruve, 2005).

Chez le primate non-humain, héte naturel du virus AAV8, un faible titre en anticorps
neutralisants anti-AAV8 (1:5) a suffi pour inhiber totalement I’expression du transgéne apres
une injection d’AAVr8-FIX par I’artére hépatique et aucune séquence ADN du transgéne n’a
été retrouvée dans les tissus analysés. Au contraire, les tissus des animaux ayant des taux
d’anticorps neutralisants indétectables ont été transduits efficacement (Jiang et al., 2006a).

Les mémes observations ont été faites chez I’homme lors d’un essai clinique visant a traiter

I’hémophilie B par transfert de géne a 1’aide d’un AAV2-FIX dans le foie (Manno et al.,
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2006) : un taux d’anticorps anti-AAV2 de 1:17 chez un des patients a été suffisant pour
inhiber la transduction, et empécher toute expression de facteur 1X (FIX).
L’exposition naturelle de I’homme aux AAV est donc un obstacle majeur pour le succes

des applications cliniques de thérapie génique a I’aide de vecteurs AAV.

L’administration d’un AAV recombinant, comme I’infection naturelle par ’AAV sauvage,
induit également une réponse humorale dirigée contre la capside, limitant 1’efficacité de
transduction lors de la réadministration d’un second vecteur AAV de méme sérotype (Halbert
et al., 2000; Limberis and Wilson, 2006; Manning et al., 1998; Riviere et al., 2006).

2. Réponse cellulaire

Plusieurs études précliniques ont montré que le vecteur AAV2 permet d’obtenir une
expression a long terme du produit du transgene chez des animaux immunocompétents
(souris, rat, chien, primate) sans déclencher de réponse immunitaire cellulaire adaptative
(Mingozzi et al., 2003; Mount et al., 2002; Nathwani et al., 2002; Snyder, 1999). Au vu de
ces résultats précliniques encourageants, un essai clinique de phase I/11 a été lancé pour tenter
de traiter I’hémophilie B : un AAVr2 codant le facteur IX humain sous le contrdle d’un
promoteur foie-spécifique a été administré a 7 patients par 1’artére hépatique (Manno et al.,
2006).

Cependant, dans cet essai clinique, la perte d’expression du FIX chez 2 patients a été
associée a une réponse cellulaire dirigée contre la capside AAV2. Le premier patient de cette
étude ayant recu la dose prévue d’AAVr2 a produit des taux de FIX considérés comme
thérapeutiques. L’administration du vecteur n’a pas été associée a une toxicité aigue ou
chronique, démontrant ainsi que I’AAVr2 peut transduire le foie humain et permettre
I’expression du FIX a des taux thérapeutiques. Cependant, contrairement a 1’expression a long
terme observée dans le modele animal, le taux de FIX a commencé a chuter 4 semaines post-
injection, et est retourné progressivement a sa valeur avant traitement au bout de 2 mois post-
injection. Cette perte d’expression du transgéne a été accompagnée d’une augmentation
transitoire des enzymes hépatiques transaminases. Un autre patient traité ensuite avec une
dose 5 fois plus faible d’AAVr2 a également développé une telle hépatite (Manno et al.,
2006). Les causes toxiques ou infectieuses des hépatites, ou autre causes non reliées au
transfert de gene ont toutes été exclues. Aucun anticorps anti-FIX n’a été détecté chez ces

deux patients. L’analyse de la réponse cellulaire dans les cellules sanguines mononucléées a
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révélé la production d’IFN-y en réponse a leur stimulation par des peptides de la capside
AAV2, mais pas par des peptides du FIX, indiquant que la perte d’expression du FIX n’est
pas due a une réponse immunitaire contre le produit du transgene, mais bien contre la capside
du vecteur (Manno et al., 2006). L’indentification des épitopes responsables a permis la
synthése de pentaméres CMH-1 pour la quantification des LT CD8" spécifiques de la capside,
et a montré la présence de lymphocytes T mémoires (Mingozzi et al., 2007b). Ces résultats
suggeérent que les épitopes de la capside, présentés sur le CMH-I des cellules hépatiques
transduites, ont été reconnus et éliminés par des LT CD8". Les antigénes de la capside n’étant
pas synthétisés pas les cellules transduites, ils ont donc probablement atteint les molécules du

CMH-1 par cross-présentation (Herzog, 2007; Mingozzi et al., 2007b).

Il a été montré chez ’homme que les LT mémoires specifiques de la capside AAV2 cross-
réagissaient avec les épitopes des capsides AAV1 et 8 en induisant la prolifération de LTc
CD8" indifférenciables de ceux induits par les épitopes de la capside AAV2 (Mingozzi et al.,
2007b). La méme observation avait été faite chez la souris (Sabatino et al., 2005). Ceci peut
s’expliquer par le fait que les LT reconnaissent des petits peptides (9 acides-aminés) générés
par la digestion protéolytique des protéines et que les seéquences des protéines de capsides des
différents serotypes d’AAV sont hautement conservées (par exemple, la séquence protéique
de la capside AAVS8 présente 83% d’homologie avec celle de ’AAV2). Cependant, les
différences de cinétique du désassemblage de la capside selon les serotypes ont aussi
certainement une influence sur la présentation des épitopes de capside sur le CMH-I,
induisant ainsi des réponses cytotoxiques différentes contre les cellules transduites selon les
sérotypes. L’immunogénicité accrue de ’AAV2 par rapport aux autres sérotypes pourrait
donc s’expliquer en partie par une décapsidation lente conduisant a une présentation de
peptides de la capside par le CMH-I sur des périodes prolongées (Hauck et al., 2004; Thomas
et al., 2004).

Un autre essai clinique ayant pour cible le muscle (décrit plus en détail dans la partie 1V-H-
1-c de cette introduction) a aussi mis en évidence une réponse cellulaire anti-capside (sérotype
1), responsable de la diminution de ’expression de la lipoprotéine lipase en dessous du seuil

thérapeutique (Mingozzi et al., 2007d).

De tels effets déléteres dus a la réponse cellulaire anti-capside observés dans ces essais

cliniques n’avaient malheureusement pas été prédits par les études précliniques (Mount et al.,

43



2002; Nathwani et al., 2002), et n’ont pas pu par la suite étre reproduits dans des modéles
animaux pour en élucider précisément les mecanismes impliqués (Mingozzi and High, 2007).
Une des hypothéses émises serait le fait que la population humaine est trés fortement exposee
a des AAV naturels ayant une structure similaire aux vecteurs qui en sont dérivés avant tout
transfert de gene, et que la réponse de 1’hdte contre les AAV naturels se confond avec celle
dirigée contre les AAVr. Méme s’il n’est plus possible de mettre en évidence la présence
d’une telle immunité pré-existante anti-capside chez les patients de I’essais clinique, les
données de la littérature indiquent que 60% des hommes présentent une population de LT
mémoires spécifique de la capside AAV2 (Mingozzi et al., 2007). Cependant, cet argument
est recevable pour la plupart des espéces animales, mais pas pour le primate non-humain. En
effet, Jiang et al. ont tenté de reproduire chez le primate I’hépatotoxicité et la perte
d’expression de FIX observés chez I’homme. Ils ont choisi d’administer aux animaux un
AAVTr de sérotype 8, puisque les primates sont I’hote naturel de ce sérotype. Ils supposaient
que les animaux recevant le vecteur AAV8 developperaient une réponse cellulaire mémoire
contre la capside AAV, équivalente a celle observée contre ’AAVr2 chez I’homme.
Cependant, méme 1’administration de fortes doses d’AAVr8 codant le FIX n’a pas entrainé
d’hépatite chez le primate (Jiang et al., 2006a). De nouvelles investigations sont donc
nécessaires pour tenter de comprendre ce qui s’est passé chez les 2 patients de ’essai clinique

FIX.

3. Stratégies développées pour s’affranchir des réponses anti-capside

Plusieurs stratégies ont ¢été développées afin d’éviter 1’activation d’une réponse
immunitaire contre la capside des vecteurs AAV (Zaiss and Muruve, 2005; Zaiss and Muruve,
2008).

a. Immunosuppression transitoire

Une immunosuppression transitoire au moment de la premiere exposition a ’AAVr peut
prévenir le développement d’anticorps neutralisants dirigés contre la capside chez des
animaux naifs (Chirmule et al., 2000; Halbert et al., 1998; Jiang et al., 2006a; Wang et al.,
2007c). Dans une étude récente, I'utilisation d’un traitement immunomodulateur a base
d’anticorps anti-CD40 et de CTLA4-Ig pendant 5 jours apres chaque injection intramusculaire

(IM) dans un modele de souris mdx a suffi pour prévenir totalement la formation d’anticorps
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anti-AAV1, et a ainsi permis I’expression du transgéne et la correction de la dystrophie
musculaire dans plusieurs muscles aprés des injections successives du vecteur AAV1 (Lorain
et al., 2008).

La mise en place d’un traitement immunosuppresseur est aussi une stratégie utilisée pour
bloquer la réponse cellulaire de 1’h6te contre la capside AAVr. En effet, en théorie, la capside
AAVr n’est présente que transitoirement dans les cellules transduites avant d’étre éliminée,
puisqu’elle n’est pas codée par le génome du vecteur. Les immunosuppresseurs tels que
cyclosporine, sirolimus et daclizumab bloquent la réponse cellulaire cytotoxique en inhibant
soit la production d’IL-2, soit la sensibilit¢é des cellules a I’'[L-2. Ces drogues sont
habituellement associées au mycophénolate mofétil (MMF), un inhibiteur de la synthése de
novo des bases puriques, ce qui affecte la prolifération des LB et LT. Un autre médicament
utilisé est la globuline anti-thymocyte, un mélange d’anticorps de lapin dirigés contre les
cellules T humaines. Wang et al. ont montré qu’une injection intramusculaire d’AAVr2 ou
d’AAVr6 dans un modeéle canin induit une forte réponse cellulaire contre la capside.
L’injection de capsides AAVT6 vides déclenche également la méme réponse cellulaire (Wang
et al., 2007b). Un traitement immunosuppresseur de 3 mois (globuline anti-thymocytes, MMF
et cyclosporine) commencé au moment de 1’administration du vecteur a été suffisant pour
permettre une expression a long terme du transgene (micro-dystrophine canine) dans le

muscle ces chiens (Wang et al., 2007c).
Les protocoles d’immunosuppression doivent cependant étre bien choisis pour produire les

effets désirés in vivo. La figure 11 représente les traitements immunosuppresseurs les plus

utilisés et leur site d’action.
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Figure 11 : Drogues immunosuppressives et leur site d’action

D’aprés (Rosen, 2008). Le complexe antigene/CMH active le TCR et la formation d’une synapse
(signal 1). B7-1 et B7-2 des CPA se lie au CD28 du LT et apporte le signal 2. Ces 2 sighaux activent
plusieurs voies : calcineurine, MAP-kinase et NFxB, qui a leur tour active des facteurs de transcription
nucléaires des LT activés (NFAT), la protéine 1 (AP-1) et le NFxB. Il y a alors expression de CD154
ou CD40L (qui pourra activer des CPA), la chaine a du récepteur a I’'IL-2 (CD25), et I'IL-2. Le
CTLA4Ig se fixe au CD28 empéchant ainsi I’interaction CD28/B7, signal indispensable a ’activation
des LT. Cyclosporine et tacrolimus inhibent la calcineurine, ce qui empéche 1’activation de plusieurs
génes (dont celui de I'IL-2, important dans 1’activation des LT). Les corticostéroides ciblent des
facteurs de transcription, bloguant la production de nombreuses cytokines (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6). Les
anticorps anti-CD25 se fixent aux récepteurs de I’'IL-2 et amorce le cycle cellulaire. Les lymphocytes
ont besoin de la synthese de bases purines et pyrimidines pour la réplication. Les drogues comme le
mycophénolate mofétil (MMF), ’acide mycophénolique (MPA) ou I’azathioprine (AZA) empéchent
la synthese des bases purines, ce qui boque la différenciation et la prolifération des LT et des LB. Des
futures thérapies bloqueront des récepteurs de certaines cytokines comme les inhibiteurs des Janus
kinases 3 (JAK3), qui inhibe la transmission du signal permettant la prolifération lymphcytaire. Les
récepteurs sphingosine-1-phosphate (S-1-P) jouent un réle important dans le trafic lymphocytaire, leur
permettant d’aller vers les tissus lymphoides. Le premier agent ciblant ce mécanisme (FTY720) a été
abandonné en raison de sa toxicite.

Une de ces molécules immunosuppressives a été utilisée dans mes travaux de thése. C’est

pourquoi son mécanisme d’action est détaillé ci-aprés. Il s’agit du LEA29Y, mutant de la
molécule de fusion CTLA4-1g.

La protéine CTLA4-Ig fait partie de la nouvelle génération d’immunosuppresseurs. Cette
molécule est une protéine soluble chimere comportant le domaine extracellulaire du CTLA4
humain fusionné au fragment Fc de I'[gG1l humaine. C’est un inhibiteur du signal de

costimulation indispensable a I’activation compléte des lymphocytes T. La partie CTLA4 de
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la protéine de fusion entre en compétition avec le CD28 pour se lier aux récepteurs B7 des
cellules présentatrices d’antigénes, et bloque ainsi le signal de costimulation (Lenschow et al.,
1996) (figure 12). Il y a alors blocage de I’activation des LT.

Figure 12 : Mode d’action du CTLA4-1g

CTLA4-Ig se fixe par sa partie CTLA4 aux
molécules CD80 ou CD86 présentes a la
surface des CPA, empéchant ainsi I’interaction
entre le CD28 a la surface des LT et les
CD80/86 de la CPA, signal de costimulation
indispensable a 1’activation compléte des LT.

) = CTLA4-Ig

De nombreuses études in vivo ont démontré les propriétés immunosuppressives du
CTLA4-1g. Chez la souris, CTLA4-Ig est capable de prévenir un rejet de greffe d’organe, de
bloguer le développement de certaines maladies auto-immunes, et d’inhiber les réponses
immunitaires humorales et cellulaires dans le contexte d’allogreffes (Guillot et al., 2000)
(Laumonier et al., 2003). Par exemple, CTLA4-Ig permet d’augmenter la survie de greffes de
cceur ou de rein (Benigni et al., 2006; Chen et al., 2003; Wang et al., 2006). Chez le primate,
CTLA4-Ig prévient également les rejets d’allogreffes par inhibition des réponses cellulaires et
humorales (Cabrian et al., 1996) (Cabrian et al., 1996; Levisetti et al., 1997).

Un point important a noter est que cette molécule immunosuppressive est depuis un an
commercialisée en France sous le nom d’Orencia® (abatacept). Elle est réservée a I’usage
hospitalier (administration par perfusion 1V) pour le traitement, en association avec le
méthotrexate, de la polyarthrite rhumatoide active modérée a sévére chez les patients adultes
ayant eu une réponse insuffisante ou une intolérance aux autres traitements de fond comme le
méthotrexate et autres anti-TNFalpha (Genovese et al., 2008; Kremer et al., 2008; Kremer et
al., 2003; Ruperto et al., 2008; Schiff et al., 2008). Aucun effet secondaire sérieux n’a été
décrit suite & son utilisation chez 1’homme. De plus, CTLA4-1g est également en cours

d’essais cliniques pour le traitement d’autres maladies auto-immunes comme le psoriasis, la
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maladie de Crohn, le lupus, la spondylarthrite ankylosante ou le diabéte de type 1
(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=abatacept).

CTLA4-Ig a également prouvé son efficacité dans le contexte du transfert de gene in vivo a
’aide de vecteurs viraux. Plusieurs études chez la souris ont montré que la molécule CTLA4-
lg apportée par voie systémique a 1’aide d’un vecteur adénoviral permet d’obtenir une
expression stable du transgéne (GFP ou dystrophine) apres son transfert dans le muscle a
I’aide d’un second adénovirus. CTLA4-Ig permet alors une inhibition de la réponse
immunitaire (cellulaire principalement Thl, et humorale) dirigée contre le vecteur véhiculant
le transgéne (Jiang et al., 2002; Jiang et al., 2004a; Jiang et al., 2004b). CTLA4-lg permet
également une transduction efficace lors d’une seconde administration d’un vecteur AAVr de
méme serotype, par inhibition de la réponse humorale neutralisante dirigée contre la capside
AAV (Halbert et al., 1998; Lorain et al., 2008).

Cependant, des doses relativement elevees de CTLA4-Ig sont necessaires pour induire une
immunosuppression efficace, ce qui limite son application chez I’homme (principalement en
terme de codt). Récemment, un mutant du CTLA4-Ig appelé LEA29Y (ou Belatacept) a été
décrit (Larsen et al., 2005). 1l comporte deux mutations ponctuelles dans le domaine de
hCTLA4, ce qui lui confere une plus forte affinité pour les récepteurs B7 des CPA. Par
conséquent, des doses plus faibles de cette molécule suffisent pour obtenir un effet
immunosuppresseur thérapeutique. Le LEA29Y est actuellement en essai clinique de phase 111
pour la transplantation rénale, et de phase Il pour la polyarthrite rhumatoide (Moreland et al.,
2002; Vanhove and Soulillou, 2005; Vincenti et al., 2005).

Les traitements immunosuppresseurs ne résolvent cependant pas le probleme des anticorps
circulants pré-existants dans la population humaine. Murphy et al. ont montré que la clairance
pour les sérotypes 2 et 8 était comprise entre 2 et 4h chez la souris aprés injection par la veine
porte ou la veine de la queue. Il faudrait donc bloquer les anticorps neutralisants circulants
pendant au moins 4h aprés I’injection d’AAVr pour prévenir la neutralisation du vecteur
(Murphy et al., 2008), ce qui ne semble pas facilement réalisable. C’est pourquoi quelques
études ont tenté de modifier directement la capside AAV afin d’échapper a la neutralisation

des anticorps pré-existants.
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b. Modifications de la capside

Afin d’échapper a la neutralisation par les anticorps anti-AAV pré-existants, des AAVr
mutants ont été générés par mutation dans la capside (figure 5E-F p.25). Le but est de
supprimer les épitopes incriminés (Huttner et al., 2003; Lochrie et al., 2006; Maheshri et al.,
2006). La création rationnelle des vecteurs mutants a nécessité une connaissance précise de
I’emplacement des épitopes concernés. Les domaines de la capside présentant les principaux
épitopes ont été caractérisés pour ’AAVr2 (Moskalenko et al., 2000; Wobus et al., 2000). De
plus, les mutations apportées ne doivent pas altérer les fonctions virales indispensables a un
transfert de geéne efficace (infectiosité). Pour certains mutants ainsi créés, 1’affinité des
anticorps anti-capside est réduite de plus de 70% par rapport a ’AAV2 sauvage (Huttner et
al., 2003). Cependant, leur rendement de production est diminué comparé a celui de I’ AAVr2

(Girod et al., 1999).

Des modifications chimiques de la capside peuvent aussi permettre d’échapper a la
neutralisation par les anticorps. Des polymeres synthétiques (polyéthyléne glycol : PEG) ont
été conjugués aux protéines de la capside dans le but de protéger le vecteur des anticorps
neutralisants (Le et al., 2005; Lee et al., 2005). Cependant, les limites de cette approche sont
la difficulté a contréler le nombre et le site des conjugaisons, la protection incomplete de la
totalité de la surface virale, et la diminution de I’infectiosité du vecteur a de forts taux de

PEGylation.

c. Utilisation de sérotypes différents

De nombreuses études ont montré que les anticorps neutralisants naturellement acquis pour
un sérotype ne cross-réagissent pas avec la capside d’un autre sérotype, permettant ainsi la
transduction consécutive de sérotypes différents, que ce soit chez la souris ou le primate (Gao
et al., 2002; Grimm and Kay, 2003; Nathwani et al., 2007; Peden et al., 2004; Riviere et al.,
2006).

Cependant, la population humaine est naturellement séropositive pour un grand nombre de
sérotypes d’AAV. En effet, il a été détecté des anticorps neutralisants anti-AAV8 dans la
population humaine, bien qu’a une fréquence bien moins élevée que pour ’AAV2 (3,8% vs
20%) (Gao et al., 2002). De méme, une étude a montré que 20-30% des adultes étaient
séropositifs pour ’AAV6, 10-20% pour ’AAVS, et 30% pour ’AAV2. Chez les enfants, la
prévalence de ’AAV2, 5 ou 6 était de 4-15% (Halbert et al., 2006).
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L’isolement de nouveaux sérotypes plus éloignés phylogénétiquement serait donc
nécessaire pour contrer la neutralisation par une immunité humorale naturelle acquise chez

I’homme. L’AAV de sérotype 10, d’origine simienne semble étre un bon candidat (De et al.,
2006).

Malgreé tout, cette approche ne permettra peut-étre pas de prévenir la réponse cellulaire
mémoire anti-capside, puisque les LT générés en réponse a I’exposition de la capside AAV de
certains sérotypes sont capables de reconnaitre les peptides des séquences protéiques
conservées des autres sérotypes comme mentionné au chapitre précédent (Mingozzi et al.,
2007b; Sabatino et al., 2005).

D. Réponse immunitaire contre le produit du transgene

1. Réponse humorale

Les premieres observations de réponses immunitaires dirigées contre le produit d’un
transgene apporté par un AAV recombinant ont été faites suite a des injections
intramusculaires d’AAV2 codant le facteur IX. Que ce soit chez des souris
immunocompétentes traitées avec le FIX humain (Herzog et al., 1997), ou chez des chiens
ayant une mutation nulle traités avec le FIX canin (Herzog et al., 2001), la formation d’une
réponse humorale contre le FIX a empéché la protéine FIX d’atteindre des taux détectables
dans la circulation. Dans un modéle canin avec une mutation non-sens, 1’augmentation des
doses de vecteur injectées en intramusculaire conduit @ une production accrue d’anticorps
anti-FIX (Herzog et al., 2002). Cependant, dans une étude chez la souris, Zhang et al. ont
montré que la dose d’AAVr1 injectée était inversement corrélée a la quantité d’anticorps
produits : a de fortes doses d’AAVr1, aucun anticorps anti-FIX n’a été détecté chez des souris
knock-out pour le FIX. Une cinétique d’expression lente et faible pourrait étre responsable de
la formation d’anticorps inhibiteurs, plutét que la dose ou le sérotype du vecteur utilisé
(Zhang et al., 2007). Cependant, ces résultats n’ont pas été retrouvés dans une autre étude ou
la formation d’anticorps a été observée contre le produit du transgéne apporté par TAAVrl
aprés une injection intramusculaire a forte dose dans des modéles murin et canin (Arruda et
al., 2004).
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Le développement de la réponse humorale dirigée contre le produit du transgéne peut étre
délétére pour ’animal (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al., 2004a). Il est probable que des
taux d’expression élevés de protéines recombinantes a partir d’un site ectopique entrainent
une rupture de tolérance. Cette réponse humorale limite non seulement I’efficacité du transfert
de géne par la perte progressive de I’expression de la protéine thérapeutique, mais empéche
aussi I’administration ultérieure de la protéine thérapeutique par d’autres méthodes que la
thérapie génique. En effet, une fois la réponse humorale mise en place suite au transfert de
géne, I’administration de la protéine thérapeutique par enzymothérapie substitutive par
exemple ne sera plus efficace. Le transfert de géne peut étre assimilé, dans ces cas la, a un

moyen de vaccination contre le produit du transgéne.

2. Réponse cellulaire

Plusieurs études ont mis en évidence la présence de populations lymphocytaires T
spécifiques du produit du transgene dans les compartiments lymphoides chez la souris. Aprés
une injection intramusculaire d’AAVr2-FIX, une réponse immunitaire cellulaire locale a été
observée dans les ganglions lymphatiques drainants. Cette réponse semble influer sur la
formation d’anticorps anti-FIX (Wang et al., 2005a). Une réponse cellulaire et humorale ont
également été observées chez des souris suite a 1’administration d’AAVr exprimant
I’ovalbumine comme marqueur immunologique (Brockstedt et al., 1999; Wang et al., 2005b;
Wuensch et al., 2006).

L’activation de LT spécifiques du produit du transgéne entraine dans certains cas
I’élimination par les LTc des cellules exprimant le transgene (Brockstedt et al., 1999; Favre et
al., 2002; Wang et al., 2005b). D’autres études ont décrit in vivo la destruction des cellules
transduites aprés un transfert adoptif de lymphocytes antigéne-spécifiques (Wuensch et al.,
2006) ou par immunisation préalable avec un vecteur adénoviral exprimant le transgene
(Jooss et al., 1998).

Jooss et al. avaient émis comme hypothése que I’absence de transduction des CPA par
I’AAV in vivo préviendrait la réponse cellulaire contre le produit du transgene. Il avait en
effet été observé une élimination des cellules exprimant le transgene quand des CD immatures
avaient été transduites ex vivo a une forte MOI (Zhang et al., 2000). C’est pourquoi
historiquement, il était admis que I’AAVr n’était pas capable de transduire efficacement les

CPA. Ces résultats étaient principalement basés sur des études réalisées in vitro.
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Actuellement, I’efficacité de transduction des CD a I’aide de vecteurs AAVTr est un sujet
controversé. Des études récentes ont démontré la capacité de certains sérotypes d’AAVr
(principalement I’AAVr5, mais aussi les AAVrl, 2 et 6) a transduire les CD in vitro (Aldrich
et al., 2006; Liu et al., 2005; Ponnazhagan et al., 2001; Veron et al., 2007; Xin et al., 2006).
Ils transduisent suffisamment les CPA pour activer une réponse cytotoxique transgéne-
specifique restreinte au CMH-I, avec production significative d’IFN-y, prolifération de LTc et
élimination des cellules transduites. De plus, les SCAAVTr auraient un tropisme plus important
que les AAVr conventionnels pour les CD (Aldrich et al., 2006; Veron et al., 2007). La
transduction directe des CD par les AAVr augmente ainsi le risque de développer une réponse
immunitaire. Dans ce cas, le déclenchement de la réponse cytotoxique est initié par les CD
par presentation directe des peptides antigeniques.

In vivo, plusieurs études de biodistribution ont mis en évidence la présence du génome
AAVr dans les PBMC des individus (voir partie IV-E de cette introduction) (Favre et al.,
2001). Ceci montre qu’il existe un facteur inexpliqué limitant la transduction des CPA in
vitro, et nous rappelle que les résultats observés in vitro ne sont pas toujours représentatifs de

ceux obtenus in vivo.

3. Facteurs influencant la réponse anti-transgéne

Etant donné que la réponse cellulaire (T et B) dirigée contre le produit du transgene repose
sur la présentation par les CPA, le développement de la réponse immune dépend en grande
partie de la quantité de la protéine, la cinétiqgue de son expression ainsi que de son

immunogeénicité, en plus du serotype administré.

a. Voie d’administration et tissu-cible

La voie d’administration et/ou le tissu ou est exprimée la protéine jouent un réle important
dans le développement de la réponse cellulaire cytotoxique (Brockstedt et al., 1999; Franco et
al., 2005; Mingozzi et al., 2003).

Ainsi, une injection intramusculaire provoque fréquement le développement d’une réponse

immunitaire car les antigénes (protéines de capside ou produits du transgéne) sont concentrés

au site d’injection de I’AAVr (Wang et al., 2005a; Wang et al., 2005b), alors que la technique
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de perfusion de membre isolé avec des vecteurs AAVr développée dans les modeles de
dystrophie musculaire et d’hémophilie (Arruda et al., 2005; Gonin et al., 2005; Rodino-
Klapac et al., 2007; Su et al., 2005) permet de faire diffuser rapidement le vecteur dans le
membre, €évitant ainsi une trop forte concentration du vecteurs aux sites d’injection. La
comparaison entre ces 2 modes d’administration a fait I’objet d’une partie de ce travial de

these qui sera discutée plus en détail dans la partie « Résultats » de ce manuscrit.

Certains organes, comme le systeme nerveux central ou 1’oeil, sont historiquement
condidérés comme immunoprivilégiés. Des réponses immunitaires apres injections d’AAVr
ont tout de méme été décrites dans le systeme nerveux central (Lowenstein et al., 2007;
Mastakov et al., 2002; Reimsnider et al., 2007). Ainsi, une seconde injection dans le striatum
avec le méme vecteur aboutit a une expression plus faible du produit du transgéne. Cette
baisse d’expression n’est plus observée lorsque le second vecteur code une protéine
différente, démontrant ainsi le développement d’une réponse spécifique au produit du

transgene (Mastakov et al., 2002).

Le foie est un organe sur lequel de nombreuses questions restent en suspens quant a ses
propriétés tolérogenes potentielles.

I1 exite de nombreuses études démontrant qu’il a des propriétés toléerogénes (Bowen et al.,
2005). Dans plusieurs modeéles animaux, un transfert de géne ciblant le foie a été associé a
I’induction d’une tolérance envers le produit du transgéne (Dobrzynski and Herzog, 2005;
Jiang et al., 2006a; Mingozzi et al., 2003 ; Moscioni et al., 2006; Mount et al., 2002; Wang et
al., 2005a). D’autres études ont montré que I’induction d’une tolérance au produit du
transgéne au moyen d’'un AAVr dans le foie est médiée par les cellules T régulatrices
CD4"CD25" (Cao et al., 2007; Dobrzynski et al., 2004; Mingozzi et al., 2007a). Ces travaux
soulignent I’importance des cellules T régulatrices dans le maintien de la tolérance au produit
du transgéne. De plus, I’induction d’une tolérance aprés transfert de gene dans le foie au
moyen d’AAVr a permis d’y associer d’autres thérapies comme 1’enzymothérapie substitutive
(Sun et al., 2007), ou un transfert de géne dans le muscle (Hoffman et al., 2007). En effet, la
tolérance au produit du transgéne induite aprés transfert dans le foie est acquise et toute
nouvelle présentation de la protéine étrangere a ’organisme, par quelques moyens que ce soit,
ne déclenche aucune réponse immunitaire.

Cependant, il existe également des études montrant que le foie en tant que cible pour la

thérapie génique au moyen d’AAVr n’est pas associ¢ a I’induction d’une tolérance. En effet,
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I’exemple le plus marquant est la mise en évidence d’une réponse immunitaire cellulaire
contre la capside du vecteur AAV2 dans I’essai clinique FIX de Manno et al. (Manno et al.,
2006). Comme déja mentionné auparavant (p.43), ’injection du vecteur par I’artére hépatique
a déclenché une réponse anti-capside responsable de la perte d’expression du transgéne et
d’une hépatite transitoire chez les patients.

Actuellement, le mécanisme par lequel un transfert de géne ciblant le foie induit une

tolérance dans certains cas reste encore a identifier.

b. Immunogénicité du transgéne

La réponse immunitaire développée dépend également de la nature du produit du transgene
lui-méme. Par exemple, Sarukhan et al. ont observeé chez la souris une forte réponse humorale
et cellulaire conduisant a I’élimination totale des cellules transduites apres injection IM d’un
AAVT codant ’hémagglutinine HA, alors que la transduction de cellules par un vecteur AAVr
codant la B-galactosidase n’a déclenché aucune réponse immunitaire (Sarukhan et al., 2001).
Une des hypotheses serait que I’'immunogénicité relative du produit du transgéne est due a sa
propre capacité a étre cross-presenté. Cette voie de présentation permettrait a certains
antigenes d’activer de fortes réponses immunitaires cellulaires (Sarukhan et al., 2001).
Actuellement, le mécanisme d’activation des LT n’est pas encore totalement élucidé, et la
fréquence des évenements de transduction directe des CPA vs la cross-présentation n’est pas

connue.

L’apparition d’anticorps dirigés contre le produit du transgene peut souvent étre evitée en
administrant un immunosuppresseur au moment de 1’injection (Herzog et al., 2001).

Un traitement immunosuppresseur a base de sirolimus et MMF a permis de prévenir toute
formation d’anticorps anti-FIX aprés transfert de géne hépatique a I’aide d’un AAVr-hFIX
chez le primate (Mingozzi et al., 2007a). Cependant, la mise en place d’une
immunosuppression plus forte (Sirolimus, MMF et daclizumab un anticorps anti-récepteur de
I’IL-2) n’a pas eu I’effet escompté et n’est pas parvenu & prévenir la production d’anticorps
anti-FIX chez les animaux injectés. Ce fort traitement immunosuppresseur a en effet induit
une baisse trés importante de la population de lymphocytes T régulateurs CD4*CD25FoxP3”

(Mingozzi et al., 2007a), responsable de la rupture de « tolérance » vis a vis du FIX humain.
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Une autre approche pour limiter le développement de la réponse immunitaire est d’induire
chez les animaux une tolérance vis-a-vis du transgene (Gross et al., 2003; Marodon et al.,
2006). Contrairement aux immunosuppresseurs, la tolérance, une fois induite, agit de fagon
prolongée et n’immunodéprime pas I’individu. Elle est spécifique d’un antigéne, c’est-a-dire
que l'individu gardera un systéme immunitaire efficace vis-a-vis des autres molécules
immunogenes, tout en ne réagissant plus contre I’antigéne ciblé. L’utilisation de cellules T
régulateurs CD4" CD25" semble étre une voie promoteuse pour engendrer une tolérance in
Vivo vis-a-vis d’un produit du transgéne (pour revue : Cao et al., 2007). Cependant, cette
approche ne sera pas détaillée dans ce manuscrit.

c. Quantité de protéine synthétisée

La dose de vecteur injectée et la quantité de protéine produite peuvent également moduler
la réponse immune contre le produit du transgene. La réponse immune est généralement dose-
dépendante (Herzog et al., 2002), et peut ainsi étre évitée par une restriction de 1’expression
du transgéne, en utilisant par exemple un promoteur tissu-spécifique a la place d’un
promoteur ubiquitaire (Cordier et al., 2001; Franco et al., 2005; Ziegler et al., 2004) (voir
partie IV-E de cette introduction p.63).

d. Le sérotype utilisé

Comme mentionné précédemment (paragraphe 111-D-2 p.51), certains sérotypes d’AAVr
("’ AAVT5 en particulier) et également les scAAVr sont capables de transduire efficacement
les CD in vitro (Aldrich et al., 2006; Ponnazhagan et al., 2001; Veron et al., 2007; Xin et al.,
2006). Ces sérotypes sont donc potentiellement plus immunogénes que ceux ayant un faible
tropisme pour les CPA.

Cependant, in vivo contrairement a in vitro, ’AAVr2 est capable de transduire les PBMC
des individus injectés. Il a en effet été démontré qu’aprés administration de vecteurs AAVTr2,
du génome du vecteur est détecté dans les PBMC et ganglions drainants chez le primate et
I’homme (Favre et al.,, 2001; Manno et al., 2006). Ceci pourrait étre un des éléments

déclencheurs de I’activation du systéme immunitaire de I’hote.
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4. Vaccination a ’aide de vecteurs AAVr

Des stratégies d’immunisation au moyen d’AAVr contre des agents infectieux comme le
CMV (Gallez-Hawkins et al., 2004), le SIV (Johnson et al., 2005), le HIV (Xin et al., 2006;
Xin et al., 2002; Xin et al., 2001), et I’herpés virus simplex de type 2 (Manning et al., 1997)
ont permis d’obtenir de fortes réponses humorales, et/ou cellulaires dirigées contre le produit
du transgéne. L’AAVr est aussi capable de provoquer une réponse immunitaire humorale
contre des auto-antigénes (During et al., 2000), ou cellulaire contre des antigenes tumoraux
comme I’oncoprotéine E7 du papillomavirus de type 16 humain (Liu et al., 2000).

Dans une étude récente, Xin et al. ont comparé I'utilisation de différents sérotypes
(AAVrl, 2, 3, 4, 5, 7 et 8) en tant que vaccins contre la protéine gpl60 du virus de
I'immunodéficience humaine chez la souris. Tous les sérotypes testés ont été capables
d’induire une réponse humorale et cellulaire contre le produit du transgéne. Cependant,
I’AAVTS, en comparaison avec les autres sérotypes testés, a permis d’obtenir de plus forts
taux d’anticorps anti-gpl60 ainsi que de nombreux splénocytes sécrétant de I'IFN-y.
L’AAVr5 transduisant les cellules dendritigues CD11+ murines et humaines plus
efficacement in vitro, la capacité d’un sérotype a transduire les CPA serait corrélée a
I’efficacité de la vaccination, et donc a la capacité d’un sérotype donné a engendrer une
réponse immunitaire forte (Xin et al., 2006).

Cependant, quelques études indiquent que I’AAVT ne serait pas un candidat idéal pour la
vaccination (Lin et al.,, 2007a; Lin et al., 2007b; Logan et al., 2007). En effet, si
I’administration de I’AAVr induit bien la production d’anticorps et de cellules T CD8+
spécifiques du transgéne, ces LT, suite a une seconde immunisation de rappel, proliférent
peu, sécretent de faibles taux d’IFN-y en réponse a la stimulation par I’antigéne, et induisent
la production de molécules inhibitrices comme PDL-1 (Progammed Death Ligand-1). Ils

n’induisent donc pas d’immunité protectrice contre ’agent pathogéne.
Une vaccination au moyen de I’AAVr est donc possible dans plusieurs modeles animaux,

mais essentiellement pour des antigénes fortement immunogenes (principalement des

antigenes viraux).
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IV. Transfert de géne dans le muscle squelettique a Paide
d’AAVr

A. Généralités

Le muscle squelettique est bien évidemment le tissu cible de choix pour le traitement par
thérapie génique de toutes les maladies geénétiques neuromusculaires (myopathies,
amyotrophies,...). Mais en plus de ces applications, de nombreuses caractéristiques font de ce
tissu une cible privilégiée pour tenter de corriger les déficiences génétiques en protéines
solubles (comme dans le cas de I’hémophilie A et B (Chao et al., 2001), le déficit en alpha-1-
antitrypsine (Song et al., 1998)) en faisant sécréter par les fibres musculaires des protéines
thérapeutiques dans la circulation sanguine.

En effet, le muscle représente 40% de la masse corporelle totale d’un adulte et est
facilement accessible pour ’administration d’un vecteur, sans geste invasif, par une simple
injection intramusculaire. De plus, les fibres musculaires ont une demi-vie relativement
longue in vivo, avec un faible taux de renouvellement. Ainsi, les genes introduits ne subissent
pas de phénomene de dilution a la suite des mitoses, ce qui permet une production durable de
proteines thérapeutiques par le muscle. Enfin, les fibres musculaires sont fortement
vascularisées et ont la capacité de secréter facilement dans la circulation sanguine une
protéine recombinante, ce qui est nécessaire pour corriger les déficiences protéiques par
thérapie génique a partir du muscle (Ross et al., 2004).

Une telle approche pour traiter des maladies génétiques présente donc un net avantage sur
I'administration directe chez les patients des protéines recombinantes qui ont une demi-vie

relativement courte, et nécessite des injections répétées tout au long de la vie du malade.

Le vecteur idéal pour un transfert de gene dans le muscle doit étre capable de transduire
efficacement les cellules différenciées et post-mitotiques que sont les fibres musculaires, soit
pour y corriger la quasi-totalité des cellules affectées (pour les maladies neuromusculaires),
soit de facon a obtenir une quantité sérique du produit du transgéne considérée comme
thérapeutique (pour les maladies métaboliques).

L’AAVr est vite apparu comme un vecteur regroupant toutes ces qualités. Il transduit
efficacement le muscle squelettique, peut persister pendant plusieurs années dans les cellules

transduites, et permet d’obtenir une expression stable de protéines thérapeutiques solubles
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(Clark et al., 1997; Favre et al., 2002; Fisher et al., 1997; Herzog et al., 1997; Kessler et al.,
1996; Monahan et al., 1998; Snyder et al., 1997; Xiao et al., 1996).

B. L’injection intramusculaire d’un AAVr et ses limites

L’injection intramusculaire est une technique d’administration du vecteur simple et non

invasive pour l’individu. Cependant, un des problémes limitant le plus I’efficacit¢ d’un

transfert de géne par IM au moyen d’un AAVr est le déclenchement d’une réponse

immunitaire, associée a la détection du génome AAVr dans les PBMC et les ganglions

lymphatiques drainants des animaux injectés (Favre et al., 2001).

Au niveau de la présentation des antigenes du produit du transgéne, plusieurs voies sont

possibles aprés une IM (figure 13) :

soit le vecteur transduit les cellules cibles qui sont les cellules musculaires. Les CPA
locales capturent alors les antigeénes exprimes par les cellules transduites et présentent
des peptides de la protéine soit sur le CMH-Il aux LT CD4" par la voie directe de
présentation d'antigénes exogénes, soit sur le CMH-I aux LT CD8" par cross-
présentation (Sarukhan et al., 2001). Lors de ce mécanisme de cross-présentation, la
réponse cytotoxique est plus lente a se mettre en place par rapport a une présentation
directe du peptide antigénique (Wang et al., 2005a).

soit le vecteur AAV transduit directement des CPA, comme les cellules dendritiques
(Favre et al., 2001). L'antigene y est alors synthétisé et est présenté par voie directe
aux LT CD8" sur le CMH-I.

soit les cellules musculaires transduites présenteraient elles-mémes sur des molécules
de CMH-I (sous réserve que leur niveau d’expression soit suffisant) des peptides
endogenes (ceux du produit du transgene) par voie directe ou des peptides exogenes
(ceux de la capside) par cross-présentation, et activeraient directement leur destruction
par des LT CD8" spécifiques de ces antigeénes. Ce dernier point sera discuté dans la

partie 11-C des Résultats.
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Figure 13 : Evénements immunologiques pouvant survenir suite a une injection IM
d’AAVr

D’apres (Herzog, 2007).

La présentation des antigenes (de capside ou du produit du transgene) par la voie classique par les
CPA conduit a I’activation de lymphocytes T CD4+ (LThl ou LTh2 selon I’antigéne) qui vont alors
produire différentes cytokines activant soit une réponse a médiation cellulaire (LTh1) soit une réponse
a médiation humorale (LTh2).

La cross-présentation (pour les antigénes de capside ou du produit du transgéne) ou la transduction
directe des CPA par le vecteur (pour les antigénes du produit du transgéne) peuvent conduire a
I’activation de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques de I’antigéne, capables ensuite de
détruire les myocytes transduits.

Les myocytes eux-mémes pourraient aussi présenter sur le CMH-1 des peptides provenant de la
dégradation du produit de transgéne et/ou des protéines de capsides par le protéasome, ce qui activerait
directement des LT CD8+ responsables de leur élimination.

Deux études indépendantes ont également décrit le développement d’une réponse immune
contre un produit du transgéne codant une protéine du soi (érythropoiétine autologue) apres
injection IM a I’aide d’AAVrl dans le muscle de primate (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al.,

2004a). Les causes de cette rupture de tolérance n’ont pas été établies : soit la surexpression
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d’une protéine, entrainant par exemple des modifications post-traductionnelles différentes de
la protéine endogéne, soit le vecteur en lui-méme ont pu contribuer a I’activation de cette

réponse immune.

C. Autres voies d’administration d’un AAVr ciblant le muscle

Apres une injection intramusculaire, le transgéne est fortement exprimé dans les cellules
situées prés du site d’injection alors que la protéine n’est souvent plus détectable dans les
muscles a distance. Outre le fait que cela augmente le risque d’activation du Systéme
immunitaire de 1’héte, la faible diffusion de la transduction n’est cependant pas génante
lorsque I’objectif du transfert de géne est de faire sécréter une protéine dans la circulation
sanguine, pour traiter des maladies métaboliques par exemple. Il suffit en effet, dans ce cas,
que les cellules transduites expriment assez fortement le transgene pour que la protéine soit
produite en quantité suffisante dans le sang. Cependant, cette voie est inadaptée lorsque le
transfert de gene a pour but le traitement de maladies neuromusculaires. En effet, dans de
telles maladies, une grande majorité voire la totalité des cellules des muscles affectes doivent
étre transduites par le vecteur pour espérer corriger le phénotype. De multiples injections IM
doivent donc étre realisées dans de nombreux muscles pour pallier a ce manque de diffusion.
Une telle procedure est cependant trop contraignante pour le patient, et certains muscles ne

sont pas aisément accessibles par voie intramusculaire directe.

Des études menées chez un modele de chien hémophile ont aussi montré qu’il fallait
limiter la quantité de vecteur AAV injectée par site d’injection IM & moins de 102 particules
totales afin de diminuer les risques de réponse immunitaire (Herzog et al., 2002), et cela pour
plusieurs raisons :

- le risque de formation d'anticorps neutralisants contre le produit du transgéene est
corrélé a la dose d’AAVr au niveau du site d’injection (Herzog et al., 2002)
- les cellules musculaires ont une capacité limitée pour réaliser les modifications
post-traductionnelles des protéines synthétisées (Arruda et al., 2001b)
- la fixation des particules virales a la surface des cellules cibles se fait par des
récepteurs qui peuvent étre saturés (Summerford and Samulski, 1998).
Cette limitation de dose par site d’injection, appliquée a ’homme, demande un nombre

considérable d’injections IM pour administrer la dose de vecteur suffisante pour traiter une
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maladie, méme parfois dans le cas ou le transgéne est sécrété dans la circulation sanguine
(Manno et al., 2003).

D’autres voies d’administration du vecteur AAV ayant pour cible le tissu musculaire
squelettique ont donc été développées, par voie systémique, puisque chaque fibre musculaire
est tres vascularisée. Cependant, ’AAVr2 ne franchissant que trés peu les parois des
vaisseaux, une solution a consisté a perturber 1’intégrité des parois endothéliales au moment
du transfert de géne, de maniére a faciliter le passage du vecteur du compartiment vasculaire
au tissu musculaire. Des vasodilatateurs, comme I’histamine et la papavérine ont permis
d’obtenir cet effet, avec une bonne efficacité chez le rongeur. Ainsi, aprés isolation du
membre postérieur de la circulation sanguine par un garrot, une injection intra-artérielle a
montré une expression du transgéne dans tous les muscles du membre ainsi perfusé (Greelish
et al., 1999). Une autre méthode de perfusion de membre isolé a aussi montre son efficacité
chez le gros animal (chien), en utilisant les mémes vasodilatateurs que Greelich et al., et en
perfusant le membre isolé sous pression par voie artérielle (Arruda et al., 2005). Enfin, une
étude a montré une expression du transgene dans la majorité des muscles squelettiques du
modeéle murin mdx apres injection intraveineuse d’un vecteur AAVr6 en utilisant le VEGF et
I’héparine pour augmenter la perméabilité vasculaire (Gregorevic et al., 2004).

Cependant, bien que toutes ces voies d’administration aient montré leur efficacité pour un
transfert de géne dans les modeéles animaux, I’utilisation de drogues pour augmenter la
perméabilité vasculaire, ainsi que le fait de passer par voie intra-artérielle, limitent
I’application de Ces techniques a ’homme, a cause des risques d’hémorragic et d'instabilité
hémodynamique.

Une équipe a alors mis au point une technique de perfusion de membre isolé chez le rat et
le chien sans utilisation de drogue et en administrant le vecteur par voie intraveineuse sous
pression (Su et al., 2005). Cette technique est bien tolérée et efficace. Elle permet une
expression significative du transgene dans tous les muscles du membre perfusé, sans
utilisation de drogue, avec une dose de vecteur équivalente a celle utilisée pour les injections
IM. Ainsi, cette technique évite des fortes densités de vecteur localisées, et permet une
distribution plus homogéne du vecteur dans tout le membre, ce qui pourrait limiter une
éventuelle activation du systéme immunitaire de I’hote contre le vecteur et/ou le produit du

transgene.
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D. Sérotypes d’AAVr possédant un tropisme musculaire

L’AAVr2, premier serotype utilisé en transfert de géne, n’est pas le sérotype optimal pour
transduire le muscle squelettique : il n’induit que de faibles taux d’expression du transgéne, ce
qui fait que le produit du transgéne n’atteint pas toujours la concentration thérapeutique
espérée.

Les sérotypes 1, 5, 6, et plus récemment les sérotypes 7 et 8 ont montré une meilleure
efficacit¢ que I’AAVr2 pour transduire les cellules musculaires, notamment au niveau des
taux de transduction (Arruda et al., 2004; Blankinship et al., 2004; Chao et al., 2000; Chao et
al., 2001; Duan et al., 2001; Fraites et al., 2002; Gao et al., 2002; Hauck and Xiao, 2003;
Hildinger et al., 2001; Wang et al., 2005c).

L’AAVrl, ’AAVr6 par sa forte homologie avec celui-ci, et I’AAVr7 apparaissent comme
les plus efficaces aprés injection intramusculaire du vecteur, que ce soit dans les modeéles
rongeurs ou grands animaux (Arruda et al., 2004; Chenuaud et al., 2004a; Gao et al., 2002;
Rivera et al., 2005; Xiao et al., 1999). L’AAVr7 a un avantage supplémentaire non
négligeable pour son utilisation chez I’homme : la séroprévalence de ce sérotype (< 6%)
semble trés faible dans la population humaine comparée a celle de ’AAVr2 (> 20%) (Gao et
al., 2002).

L’AAVr8 comparé aux sérotypes 1, 2, 5 et 6 est le plus efficace pour transduire le muscle
strié apres administration du vecteur par voie intravasculaire chez le rongeur, permettant ainsi
de toucher tous les muscles de I’hote (Wang et al., 2005c). L’AAVr8 a en effet une forte
capacité a traverser la barriére capillaire. Contrairement a I’AAVr6, le VEGF (agent
permettant d’augmenter la perméabilité vasculaire) n’a pas d’effet sur son efficacité de

transduction apres injection intra-vasculaire (Gregorevic et al., 2004; Wang et al., 2005c¢).

D’autre part bien que I’AAVrl soit plus efficace que I’AAVr8 apres injection
intramusculaire au niveau des muscles des membres injectés dans des modeles murins, on
retrouve une expression du transgéne a des taux non négligeables dans le cceur et autres
muscles éloignés du site d’injection uniquement avec I’AAVr8 (Nishiyama et al., 2008; Wang
et al., 2005c). L’AAVr8 a donc une forte capacité de dissémination par voie sanguine, avec

pour cible le muscle squelettique.
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E. Biodistribution du vecteur

Le vecteur étant administré directement chez I’individu, il est important, pour la sécurité
du transfert de géne, de connaitre sa biodistribution suite a I’injection. Les études de
biodistribution ont pour objectifs de :

- définir tous les organes et tissus transduits par le vecteur (a court et long terme)
- déterminer les organes atteints par une éventuelle toxicité due au vecteur,
- évaluer le risque de transmission du génome AAVr aux générations futures.
Ces études, indispensables pour déterminer la sécurité biologique d’un transfert de géne,

sont pourtant relativement peu nombreuses.

La biodistribution du vecteur dépend de nombreux paramétres: le sérotype d’AAVr
injecté, le type de vecteur AAV (simple brin ou double brin), la voie d’administration, ainsi
que l’espéce hote. Il est actuellement démontré que le vecteur, quelque soit son mode
d’administration, ne transduit pas uniquement les cellules situées au niveau du site
d’injection. Plusieurs études ont effectivement retrouvé du vecteur a distance, et cela méme
plusieurs années apres une injection unique d’AAVr. Ceci a été observé dans divers modeles
animaux, y compris chez le primate et chez des patients impliqués dans des essais cliniques de
phase I/11. Les sites d'injection pour lesquels on a retrouvé du vecteur a distance sont : la
rétine (Jacobson et al., 2006; Provost et al., 2005), le systeme nerveux central et périphérique
(Burger et al., 2004; Burger et al., 2005), le foie (Manno et al., 2006; Nakai et al., 2005a), et

le muscle squelettique (détaillé ci-apres).

Les études de biodistribution aprés injection intramusculaire ont été réalisées
principalement pour le vecteur AAVr de sérotype 2, que ce soit chez le macaque cynomolgus
(Favre et al., 2001), le babouin (Song et al., 2002), le chien (Arruda et al., 2001a; Herzog et
al., 1999; Monahan et al., 1998), le rat, la souris et le lapin (Arruda et al., 2001a; Flotte et al.,
2007). Par contre trés peu d’études ont analysé la biodistribution du vecteur de maniere
approfondie, en recherchant la présence du génome du vecteur dans tous les organes de
I’animal injecté.

Une des premiéres études de biodistribution a montré la présence du vecteur AAVr2
uniquement dans les ganglions lymphatiques drainants suite & une injection IM de 2 .10 vg
d’AAV2 chez le chien (Monahan et al., 1998). Favre et al. ont démontré la présence d'ADN

de P’AAVr2 dans les ganglions drainants et le foie de macaque au moins 18 mois apres
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I'injection. Le génome du vecteur était également détectable dans les cellules mononucléées

du sang (PBMC) jusqu’a 10 mois post-injection.

Wang et al. ont détecté la présence de la protéine dans le coeur des animaux ayant recu une
injection IM d’un vecteur AAVTr8 dans les 2 membres postérieurs (contrairement aux résultats
obtenus avec I’AAVrl) (Wang et al., 2005c). De méme, Nishiyama et al. ont récemment
obtenus, dans un modele murin de dystrophie des ceintures (LGMD 2D) aprés une unique
injection intramusculaire d’AAVr8 dans le muscle tibial créanial, la restauration de
I’expression de la protéine manquante dans les muscles du membre injecté ainsi que dans le
membre controlatéral et le muscle cardiaque, et cela au moins 7 mois aprés injection, avec en

outre une amelioration des Iésions musculaires (Nishiyama et al., 2008).

D'autres études se sont essentiellement focalisées sur les risques de transmission du vecteur
a la descendance et a I’élimination potentielle du vecteur dans I’environnement par les
difféerents fluides biologiques (sérum, salive, sécréetions nasales et lacrymales, urine, selles).

En ce qui concerne les risques de transmission a la descendance, I’ADN du vecteur AAV a
été recherché par PCR dans les organes génitaux de plusieurs especes. Les résultats différent
énormement selon les études. Bien gu'aucune séquence du vecteur AAV n’ait été détectee
dans la semence ou les testicules des chiens injectés (Arruda et al., 2001a; Monahan et al.,
1998), il en a été retrouve dans les gonades ou I’épididyme chez la souris et le rat (Arruda et
al., 2001a). Une étude a démontré que I’AAVr2 mis en présence in vitro de spermatozoides
matures de souris n’était pas capable de transduire ces cellules germinales (Couto et al.,
2004).

Il a également été mis en évidence une virémie transitoire post-injection IM chez le lapin,
le macaque cynomolgus et I'homme (Arruda et al., 2001a; Favre et al., 2001; Kay et al.,
2000). En ce qui concerne la présence éventuelle du vecteur dans les fluides biologiques,
Herzog et al. en ont détecté par PCR dans les différents fluides (sérum, sécrétions nasales et
lacrymales, salive, urine et selles) uniquement 24 heures aprés une injection IM de 1,3.10™ &
8,5.10" vg/kg d’AAVr2 chez des chiens (Herzog et al., 1999). Chez le macaque cynomolgus
(injecté en IM avec 5.10° & 1.10™ particules infectieuses/kg), du génome AAVT2 a été détecté
dans ces mémes fluides biologiques au plus tard jusqu’a 6 jours post-injection (Favre et al.,
2001).
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Ainsi, aprés I’injection d’un vecteur AAVr par voie intramusculaire, méme si une grande
partie des particules transduisent les cellules musculaires au niveau du site d’injection, une
partie non négligeable de particules infectieuses se retrouve dans la circulation sanguine, et a
donc la possibilité de transduire d’autres tissus que le muscle injecté. Il est actuellement
admis que les études de toxicologie et biodistribution doivent étre réalisées avant tout essai
clinique (Frederickson et al., 2003). De plus, toute modification de la voie d’administration

ou du sérotype nécessite une nouvelle étude toxicologique sur un modeéle pré-clinique.

L expression du produit du transgene dans les cellules autres que les cellules ciblées peut
poser un probléme de « toxicité » :

- les modifications post-traductionnelles du produit du transgéne synthétisé par un tissu
ectopique peuvent parfois étre différentes de celles de la protéine endogene, augmentant ainsi
le risque de déclenchement d’une réponse immune. Ce phénoméne dépend du tissu et de la
proteine (Arruda et al., 2001b; Lasne et al., 2004).

- La transduction des cellules dendritiques du sang ou de ganglions lymphatiques peut
¢galement augmenter les risques d’activation de la réponse immunitaire (Favre et al., 2002;
Favre et al., 2001).

L’utilisation d’un promoteur muscle-spécifique, permettant de limiter I’expression du
transgene aux cellules musculaires, a été utilisé dans plusieurs études afin d’échapper a la
réponse immunitaire observée lorsque le transgéne est sous le contréle d’un promoteur
ubiquitaire (Cordier et al., 2001; Liu et al., 2004; Wang et al., 2000; Yoshimura et al., 2004;
Yuasa et al., 2002). Toutefois, le promoteur MCK (muscle creatine kinase) n’a pas toujours
permis d’éviter la réponse humorale contre le produit du transgéne, méme si son apparition a
été fortement retardée (Yuasa et al., 2002). D’autres promoteurs muscle-spécifiques ont
également permis un transfert de gene efficace sans réponse immunitaire aigue, comme les
promoteurs CK6 et SP6 (Gregorevic et al., 2004; Zhu et al., 2005). Afin d’obtenir une forte
expression du transgéne dans le muscle tout en limitant les risques d’activation du systéme
immunitaire, une équipe a synthétisé un promoteur muscle-spécifique hybride, composé de
I’enhancer du MCK et du promoteur SV40 (Takeshita et al., 2007). L’¢lectrotransfert dans le
muscle de souris du plasmide codant un gene rapporteur sous le contrle de ce promoteur
muscle-spécifique hybride a permis une forte expression du transgéne pendant au moins 6

mois, alors que 1’¢électrotransfert du méme transgéne sous contréle d’un promoteur ubiquitaire
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tel que le CAG ou CMV n’a entrainé une expression que de quelques semaines (Takeshita et
al., 2007).

Dans certaines pathologies telle que la dystrophie, les lésions musculaires sont
responsables de I’exacerbation de la réponse immunitaire suite au transfert du géne. En effet,
cette maladie entraine une nécrose des fibres musculaires libérant leur contenu cellulaire dans
I'environnement, et est associée a des niveaux tres elevés de cellules immunitaires effectrices
dans le muscle (Hartigan-O'Connor et al., 2001). Le déclenchement d’une réponse
immunitaire dans les muscles dystrophiques est principalement di a la cross-présentation
d’antigénes du produit du transgene pas les fibres nécrotiques aux macrophages et cellules
dendritiques, et non pas a la transduction directe de CPA (Sarukhan et al., 2001; Zhang et al.,
2000). Ainsi, I’utilisation de promoteurs muscle-spécifiques ne bloque pas toujours totalement

le systeme immunitaire (Cordier et al., 2000; Yuasa et al., 2002).

F. Régulation de ’expression du transgéne

Dans I’optique d’applications cliniques ultérieures, la sécrétion d’une protéine a partir de
tissus cibles génétiquement modifiés, en comparaison a I’injection de protéine recombinante
ou extraite de tissus animaux, présente des avantages notables (en terme de codt et de
simplicité du traitement principalement). Toutefois, une régulation est nécessaire pour
controler et ajuster I’expression du transgéne a un niveau thérapeutique afin d’éviter
I’apparition d’effets toxiques dus a la surexpression de la protéine. Il faut donc étre en mesure
de réguler finement la quantité de protéine sécrétée, de maniere a maintenir cette quantité
dans une fenétre thérapeutique et a assurer une efficacité biologique optimale. Un systéme de
régulation doit aussi permettre d’arréter a la demande 1’expression du transgene, si I’on veut
mettre un terme provisoire ou définitif au traitement. Ceci est encore plus important pour les
protéines dont la surexpression peut entrainer des effets secondaires préjudiciables tels que les
facteurs neurotrophiques (Johnston et al., 2003; Schlichtenbrede et al., 2003), le VEGF
(vascular endothélial growth factor) (YYancopoulos et al., 2000), ou encore le facteur Vlla
(Thomas et al., 2007). De plus, comme cela a déja été mentionné, deux groupes indépendants
ont observé, suite a I’injection d’un géne codant I’érythropoiétine autologue, 1’apparition
d’une anémie auto-immune chez le primate non-humain (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al.,

2004a). C’est pourquoi le transgéne doit idéalement é&tre exprimé dans une fenétre
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thérapeutique proche de la quantité physiologique, et seulement pendant la durée nécessaire
pour obtenir le phénotype corrigé.
La régulation de I’expression d’un transgéne est donc un critére d’efficacité et surtout de

sécurité.

Différents systémes de régulation d’un transgéne ont été utilisés in vivo. 1l existe 2 grands
types de systemes : le systéme On lorsque la présence d’une drogue active 1’expression du
trasgéne, et le systeme Off lorsque la présence de la drogue inhibe I’expression. Dans la
majorité des cas, le systeme On est préféré : le choix du type de régulation dépend de la
maladie a traiter. Les caractéristiques nécessaires pour une application clinique potentielle
d’un systéme de régulation On sont :

* une expression du transgéne négligeable en I’absence d’inducteur

« une inductibilité forte, modulable et réversible

« une persistance a long terme de la régulation

Quatre systemes de régulation (tétracycline, rapamycine, ecdysone et mifépristone) ont été
développes pour la régulation in vivo de ’expression d’un transgéne. lls sont tous de nature
hétérologue et ont en commun [’utilisation d’un inducteur, qui permet soit la formation d’un
dimere a partir de deux protéines cellulaires (systeme rapamycine), soit se fixe sur un
transactivateur qui permet 1’expression du transgene (systémes ecdysone, mifepristone et
tétracycline). Ces complexes, en se fixant sur des séquences opératrices spécifiques clonées
en amont d’un promoteur eucaryote permettent d’activer 1’expression du transgeéne. (pour
revue : (Clackson, 2000; Toniatti et al., 2004; Vilaboa and Voellmy, 2006; Weber and
Fussenegger, 2006)).

Les systemes ecdysone (No et al., 1996) et mifépristone (Wang et al., 1994) (Serguera et
al., 1999) utilisent un transactivateur constitué du domaine de liaison a I’ADN de I’activateur
transcriptionnel Gal-4 fusionné d’une part au domaine de fixation de I’hormone stéroide
utilisée (ecdysone) ou au RU486 (anti-progestérone = mifépristone) et d’autre part au
domaine de transactivation de la protéine VP16 du virus Herpes Simplex. Ces deux systémes
n’ont été testés que dans des modeéles murins et sont pratiquement abandonnés a I’heure
actuelle. En effet, la nature des inducteurs propres a ces systemes et leurs effets secondaires

possibles (hormone stéroide, anti-progestérone) ont limité leur utilisation.
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Le systeme rapamycine (Rivera et al., 1996) utilise le contr6le de la dimérisation de deux
protéines chimériques (figure 14). L’une est constituée du domaine de liaison FRB a la
rapamycine de la protéine cellulaire humaine FRAP associée au domaine de transactivation
p65 du facteur nucléaire NFkB. L’autre est une protéine de fusion entre le domaine de liaison
a I’ADN de la protéine non eucaryote ZFHD1 et de trois domaines de liaison a la rapamycine
de la protéine humaine FKBP12. En présence de rapamycine, ces deux proteines se lient pour
former un complexe d’activation de la transcription. La fonction immunosuppressive de la
rapamycine a au début limité ’utilisation de ce systeme. Mais il existe désormais des
analogues de la rapamycine efficaces et aux propriétés immunosuppressives moindres (Rivera
et al., 2005).

n6 5 + Rapamycine
- Figure 14 : Représentation schématique du systéme
| de régulation Rapamycine
Lol Expression du transgéne

D’aprés (Le Guiner et al., 2007). Ce systéeme est composé
de 2 protéines chimériques, FKBP12-ZFHD1 et FRB-p65.
ZFHDI | plL2min | Trnsgene [PolyA| | La protéine FKBP12-ZFHDI est capable d’interagir avec la
séquence ADN ZFHDZ1 fusionnée au promoteur minimal de
I’IL-2 (plL2min). La seconde protéine est soluble. La
- Rapamycine présence de rapamycine permet la dimérisation de FKBP12
et FRB, formant un transactivateur fonctionnel, et active
alors le promoteur pIL2min, engendrant 1’expression du
transgene. En absence de rapamycine, les domaines FRB et
FKBP12 n’interagissent pas ensemble et aucune expression
du transgene n’est possible.

ZFHDI]

Pas d’expression

[HIIHI plL2min [ Trinsgene Il'uly.’\l

Le systeme Tétracycline a été le plus largement développé in vivo. Il fait intervenir comme
inducteur la doxycycline (Dox), antibiotique analogue de la tétracycline, dont I’innocuité aux
doses utilisées ne fait aucun doute (doses identiques aux doses thérapeutiques). Ce systeme,
développeé par Hermann Bujard, repose sur I'utilisation d’un transactivateur qui est soit activé
(rtTA pour reverse tetracycline-controlled Trans-Activator, systeme Tet-On) soit inhibé (tTA
pour tetracycline-controlled Trans-Activator, systeme Tet-Off) en présence de doxycycline
(Gossen and Bujard, 1992; Gossen et al., 1995). Le transactivateur est une protéine chimere
d’origine virale et bactérienne. Elle est composée d’un domaine d’activation de la
transcription dérivé de la protéine VP16 du virus Herpes Simplex, fusionné a une fraction

d’une protéine d’Escherichia coli contrélant sa résistance aux tétracyclines (domaine TetR).
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Ce domaine TetR lui permet de se fixer & une séquence opératrice Tet-O clonée en amont
d’un promoteur CMV minimal dérivé du cytomegalovirus (CMVmin).

Dans le systeme Tet-Off (figure 15A) (Folliot et al., 2003; Mizuguchi and Hayakawa,
2002; Rendahl et al., 1998), en I’absence d’inducteur, la protéine tTA se fixe sur la séquence
Tet-O avec une trés grande affinité et une grande spécificité, induisant I’initiation de la
transcription. En présence de doxycycline, le tTA se lie préférentiellement a I’antibiotique, ce
qui induit des changements conformationnels et entraine une baisse de I’affinité du tTA pour

les séquences Tet-O et un arrét de la transcription.

A P’inverse, un systéme inductible par la Dox (systéme Tet-On) a été développé quelques
années plus tard (figure 15B). En opérant une mutagenése chimique sur le domaine Tet-R, le
groupe d’H. Bujard (Gossen et al., 1995) obtient une version rTet-R qui présente des
caractéristiques opposées au Tet-R : elle ne se fixe aux séquences Tet-O avec une forte
affinité qu’en présence de Dox. Ainsi, en présence de doxycycline, I’expression du transgene

est activée, alors qu’en absence de Dox, il n’y a pas d’expression.

Un troisieme systeme de régulation par les tétracyclines mettant en jeu une autre protéine
chimérique composée du domaine TetR d’E. coli fusionné au domaine répresseur KRAB du
gene humain Koxl a été documenté in vitro (figure 15C) (Deuschle et al., 1995;
Herchenroder et al., 1999; Rittner et al., 1997). Comme le systéeme Tet-Off, c’est en 1’absence
d’inducteur que la protéine chimére se fixe aux séquences opératrices Tet-O, ce qui inhibe
I’activité du promoteur grace au domaine répresseur KRAB. En présence d’inducteur, la
proteine TetR-KRAB ne peut plus se fixer a Tet-O ce qui leve la répression du promoteur et
active donc la transcription du transgene. Une autre étude a montré que ce systeme permet de
réguler I’expression d’un transgene apporté dans les cellules par un vecteur lentiviral, avec
une bonne inductibilité de I’expression du transgéne en présence de doxycycline, et sans
aucun bruit de fond détectable en son absence (Wiznerowicz and Trono, 2003). Ce systéme a
aussi été utilisé en association avec le systeme Tet-On pour limiter la fuite d’expression du
transgene en absence de Dox (Freundlieb et al., 1999). Il a également été validé chez les
rongeurs pour réguler I'expression de petits ARN inhibiteurs (ShRNA) (Szulc et al., 2006).
Cependant, I’efficacité et I'immunogénicité de ce systéme doivent étre évalués dans les

modeéles grands animaux.
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A. TetOfT (tTA = TetR-VP16)

Zoo Expression du transgéne

ITRE[pCM\"min] Transgene Il’ulyf‘\]

B. TetOn (rtTA = rTetR-VP16)

- Dox 5
Pas d’expression

[T RE E»( ‘MVm |;[ Transgene ll’nlyAJ

C. TetR-KRAB

- Dox
Pas d’expression
.

[TRF[ promaoter l Transgene LPnlyAI

+ Dox @
— Pas d’expression it c ond . + Dox
—— . .8 Xpression du transgene|  aw Expression du transgéne
[TRE[pCMVmin| Trnsgene [PolyA| =
lTRI:Ip('M\"min] Transgene [Pulyr\J ITRI:I promoter I Trasgene ]PolyA]
Figure 15: Représentation schématique des différents systémes de régulation

Tétracycline

D’aprés (Le Guiner et al., 2007)
A. Dans le systéeme Tet-Off, la protéine chimérique tTA est composée du domaine de liaison a Tet-O
de la protéine bactérienne TetR et du domaine d’activation de la transcription VP16 d’origine virale.
En absence de Dox, le tTA se fixe a la séquence Tet-O fusionnée au promoteur CMV minimal,
activant ainsi ’expression du transgéne. En absence de Dox, le tTA ne peut plus se lier a Tet-O, et
aucune expression du transgéne n’est observée.
B. Dans le systeme Tet-On, le transactivateur rtTA est une protéine chimérique, également composée
des domaines TetR et VP16, mais 4 mutations dans le TetR font qu’il se lie au Tet-O uniquement en
présence de Dox, activant ainsi I’expression du transgéne. En absence de Dox, le rtTA ne se lie plus au
Tet-O et aucune expression n’est abservée.
C. Le transrépresseur chimérique TetR-KRAB est composé du domaine TetR d’E. coli (version
originale non mutée) fusionné au domaine répresseur KRAB du géne humain Kox1. En absence de
Dox, TetR-KRAB se lie au Tet-O et réprime le promoteur empéchant ainsi 1’expression du transgene.
En présence de Dox, TetR-KRAB n’est plus fixé a Tet-O, et I’expression du transgene cloné sous le
contrdle d’un promoteur normal a lieu.
Dox : Doxycycline ; TRE (tetracycline responsive element) : séquence opératrice Tet-O ; pPCMVmin :

promoteur CMV minimal

Les systemes rapamycine et Tet-On sont les plus pertinents pour des applications cliniques

futures, et ce sont les seuls a avoir été testés dans des modeles grands animaux (Chenuaud et
al., 2004b; Favre et al., 2002; Latta-Mahieu et al., 2002; Rivera et al., 2005; Stieger et al.,
2006; Stieger et al., 2007; Ye et al., 1999).

Alors que dans les modeles rongeurs le systeme Tet-On a prouvé son efficacité avec

différents vecteurs viraux en terme de régulation et de persistance (Bohl et al., 2000; Bohl et
al., 1998; Dejneka et al., 2001; Folliot et al., 2003; Harding et al., 1998; Koponen et al.,

2003; Rendahl et al., 1998; Szulc et al., 2006), il a été observé une réponse immunitaire

dirigée contre les protéines hétérologues du systeme de régulation dans le modele préclinique
macaque (Chenuaud et al., 2004b; Favre et al., 2002; Latta-Mahieu et al., 2002). Cette

réponse immunitaire, dirigée uniquement contre le transactivateur, et non contre le produit du
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transgéne, a entrainé la perte totale d’expression du transgeéne quelques mois seulement aprés
le transfert de géne dans le muscle. Ceci est d0 au développement d’une réponse humorale et
cellulaire contre le rtTA, aboutissant a la destruction des fibres musculaires transduites (Favre
et al., 2002; Latta-Mahieu et al., 2002). De telles réponses immunes ont également été
observées avec I’utilisation des variants S2 et M2 du rtTA (Chenuaud et al., données non
publiées). Ces variants sont caractérises par de larges délétions dans le domaine d'activation
d'origine viral VP16 : celles-ci les rendent potentiellement moins immunogénes, et leur
conferent une activité transcriptionnelle in vitro plus réduite en absence d'inducteur due a une
affinité moindre du transactivateur pour la séquence opératrice TetO en absence de
doxycycline (Urlinger et al., 2000). De plus, les auteurs avaient émis comme hypothése que le
fait d’éviter I’expression du transactivateur dans les cellules immunitaires telles que les CPA
gréace a un promoteur muscle-spécifque empécherait I’activation du systéme immunitaire
contre le rtTA. Malheureusement, I’utilisation du promoteur Desmine n’a pas non plus inhibé

le développement de la réponse immune anti-rtTA (Chenuaud et al., données non publiées).

G. Devenir du génome viral dans les cellules musculaires

Apres la conversion du génome simple brin de ’AAVr en ADN double brin, le génome du
vecteur est concatémérise (Fisher et al., 1997; Snyder et al., 1997; Xiao et al., 1996) et
circularisé (Choi et al., 2006; Duan et al., 1999b; Duan et al., 1998; Snyder et al., 1997;
Vincent-Lacaze et al., 1999). Ces processus ont été bien décrits in vivo. Dans le muscle
squelettique de rongeurs, le génome des vecteurs AAV est principalement sous forme
extrachromosomique (Schnepp et al., 2003; Schnepp et al., 2005) : ces formes seraient
responsables de l'expression du transgene dans ce tissu. De nombreuses équipes font état de
concatémeres d’orientation téte-queue prédominante (Herzog et al., 1999; Snyder et al., 1997;
Song et al., 2001; Vincent-Lacaze et al., 1999). Le génome AAVTr a également été détecté
sous forme circulaire chez I'nomme ayant recu un vecteur AAVr codant la protéine FIX par
voie intramusculaire (Manno et al., 2003). Une récente étude chez le macaque a montré que le
génome de vecteurs AAVrl et AAVr8, comme pour I’AAVr2, persiste sous forme de
monomeéres et concatémeres circulaires épisomiques. De plus, la majorité des génomes
persistants sont maintenus dans une configuration proche de celle de la chromatine, ce qui
contribue a I'expression a long terme du transgene (Penaud-Budloo et al., 2008).
L’association d’histones aux genomes AAVr pourrait expliquer la persistance a long terme

des épisomes et I’expression du transgéne dans les tissus quiescents.
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Il n’y a a I’heure actuelle aucune évidence d’intégration de I’AAVr apres transfert dans le
muscle squelettique. Tout du moins, le rendement d’intégration serait en dessous du niveau de
sensibilité de la méthode utilisée (Penaud-Budloo et al., 2008; Schnepp et al., 2003; Vincent-
Lacaze et al., 1999). Ceci est différent de ce qui est retrouvé dans le foie in vivo, ou le vecteur
rAAV peut s’intégrer au génome des cellules-hotes (Donsante et al., 2007; Miao et al., 1998;
Nakai et al., 1999; Nakai et al., 2003b; Nakai et al., 2005b), méme si le génome du vecteur se
retrouve tres majoritairement sous forme extrachromosomique (0,05% de cellules hépatiques
transduites présentent un événement d’intégration), forme qui est principalement responsable
de la stabilité de transduction du foie (Nakai et al., 2001; Inagaki et al., 2008)

Plusieurs études ont observé que, plusieurs semaines apres transfert de géne dans le muscle
squelettique, la quantité de génomes AAVr diminue (Penaud-Budloo et al., 2008; Rivera et
al., 2005; Vincent-Lacaze et al., 1999; Wang et al., 2003b). Les mécanismes responsables de
cette baisse d’expression n’ont pas encore été précisément déterminés. Un certain nombre
d’hypothéses ont été émises : extinction du promoteur, dégradation du virion par le
proteasome apres leur entrée dans la cellule-hdte (Douar et al., 2001), renouvellement des
fibres musculaires transduites, et réaction immunitaire contre le vecteur ou le transgéne. Une
réadministration du vecteur pourrait étre nécessaire dans des intervalles de plusieurs années
afin que la protéine thérapeutique soit produite en quantité suffisante pour corriger le

phénotype malade.

H. Essais clinigues en cours dans le muscle

Actuellement, les essais cliniques en cours de phase I/Il ayant pour cible le tissu
musculaire utilisent la voie intramusculaire pour administrer le vecteur AAV chez les patients

malades.

1. Les maladies métaboligues

a. L’hémophilie B

L'hémophilie B est une maladie récessive liée au chromosome X causée par des mutations
dans le géne codant le facteur de coagulation IX. La fréquence de cette maladie a la naissance
est 1/30 000 garcons. Les formes séveres de la maladie (moins de 1% de FIX circulant) sont

associées a des hémorragies spontanées et des saignements prolongés suite a un traumatisme
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ou une chirurgie. Une augmentation de la concentration sérique en facteur IX correspondant a
5% du taux normal permet une nette amélioration des symptdémes (Ljung, 1998; Lofqvist et
al., 1997). Le traitement actuel repose sur des injections intraveineuses répétées de protéines
FIX recombinantes tout au long de la vie du patient. Les inconvénients majeurs d’un tel
traitement sont la géne occasionnée au patient, le risque non négligeable d’infection au niveau
du cathéter nécessaire a chaque administration de la protéine, ainsi que le co0t.

Le transfert de géne au moyen d’un AAVr codant le FIX a permis une correction a long
terme du phénotype dans un modele de chien hémophile aprés injection intramusculaire
(Herzog et al., 1999). Bien que le FIX soit physiologiquement synthétisé par les hépatocytes,
les fibres musculaires sont également capables de produire une protéine FIX biologiquement
active apreés transfert de géne (Arruda et al., 2001b; Herzog et al., 1999). La stratégie de
transfert de gene dans le muscle semble plus sdre et moins invasive par rapport a la voie
hépatique, méme si la voie intramusculaire augmente les risques de déclenchement d’une

réponse immunitaire contre le produit du transgene (Herzog and Dobrzynski, 2004).

Un essai clinique de phase | a éte publié (ADNc sous le contrdle du promoteur CMV dans
un contexte AAVr2, par voie intramusculaire) (Kay et al., 2000; Manno et al., 2003). Des
adultes atteints d’hémophilic B sévére présentant une mutation faux sens ont recu de
multiples injections intramusculaires d’AAVr2-FIX. Chaque patient a recu des doses
différentes de vecteur AAV?2 variant entre 2.10 particules /kg & 1,8.10" particules par kg. Le
transfert de géene a éteé efficace chez tous les patients, avec une persistance a long terme de
I’expression du transgene (Jiang et al., 2006¢; Manno et al., 2003). Cependant, quelle que soit
la dose de vecteur, la concentration en FIX était inférieure au seuil thérapeutique (< 1%). Seul
un patient a présenté des taux de FIX supeérieurs a 1% (1,4%) 12 semaines post-injection,
mais ce taux est redescendu sous la barre des 1% par la suite. 1l faut noter qu’aucun des
patients n’a développé de réponse immunitaire contre le FIX.

Ainsi, les résultats obtenus chez I’animal ne sont pas reproduits chez 1’homme.
L’utilisation de sérotypes alternatifs (comme I’AAVrl) (Arruda et al., 2004; Chao et al.,
2000), une augmentation de la dose de vecteur injectée (mais ceci entrainerait un nombre
considérable d’injections IM pour un méme patient), 1’utilisation d’un promoteur plus
puissant dans les cellules musculaires, ou encore une administration vasculaire du vecteur
sont étudiées afin d’améliorer cette stratégie de traitement (Arruda et al., 2005; Manno et al.,
2006; Warrington and Herzog, 2006).
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b. Déficit en alphal-antitrypsine (AAT)

Le déficit en alphal-antitrypsine (AAT) est une maladie génétique récessive rare,
chronique et progressive qui provoque des problémes pulmonaires et/ou hépatiques. L’AAT
est une protéine sanguine synthétisée par le foie. Elle est présente en grande quantité dans
I’organisme et son taux dans le sang peut étre multiplié par 3 ou 4 au cours des infections et
agressions pulmonaires diverses. Son role est de protéger I'organisme contre des enzymes
(protéases) libérées par certaines cellules immunitaires (polynucléaires neutrophiles,
macrophages) au cours des processus inflammatoires. Lorsqu'il y a un déficit en AAT, les
taux de protéases, et particulicrement 1’¢lastase, augmentent et entrainent la destruction du
support de I'élasticité du tissu pulmonaire conduisant a I’apparition de I’emphyseme génétique
(Crystal, 1991).

Il n'existe pour le moment aucun traitement curatif. Seuls des traitements permettant une

meilleure fonction respiratoire permettent de retarder la greffe pulmonaire.

Les expérimentations chez la souris ont montré que la production d’AAT par le muscle a
I’aide d’un AAVr2 était possible et efficace chez la souris (Song et al., 1998) : ce transfert de
gene a permis une expression stable et a long terme d’AAT a des taux thérapeutiques chez la

souris, apres une unique injection intramusculaire.

Un essai clinique de phase | concernant ces déficits en alphal-antitrypsine a alors été
réalisé chez 12 patients (ADNc sous le contréle du promoteur CAG dans un contexte AAV-2,
par voie intramusculaire) (Brantly et al., 2006; Flotte et al., 2004).

Quatre groupes de 3 individus ont recu en 3 injections intramusculaires différentes doses
de vecteur, allant de 2,1. 10* vg a 6,9.10% vg. Il n’y a eu aucun effet indésirable observé en
relation avec le vecteur. Aucune réponse immunitaire n’a été rapportée suite a I’injection du
vecteur, excepté ’augmentation des anticorps anti-AAV2 pre-existants. Cependant, aucune
expression d’AAT n’a été détectée chez ces patients, sauf chez un des individus qui a présenté
une expression transitoire du transgéne a des taux de 80nM (inférieur au seuil thérapeutique).
Le génome du vecteur a été retrouve entre 1 et 3 jours post-injection dans le sérum de tous les
patients ayant recu au moins 6,9.10" particules totales.

Cet essai aura tout de méme permis de demontrer que I’injection d’AAVr2-AAT est non
toxique pour les patients (Brantly et al., 2006). Une étude chez la souris utilisant le sérotype 1

ont permis d’atteindre des forts taux d’expression d’AAT avec des quantités moindres de
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vecteur (Lu et al., 2006). Une étude de biodistribution et de toxicité de ce transfert de gene a
I’aide d’AAVr1-AAT chez la souris et la lapin a également été réalisée (Flotte et al., 2007).
Un nouvel essai clinique chez des patients atteints de déficit en AAT est en cours, avec cette
fois-ci un AAVr de sérotype 1, plus efficace pour transduire les cellules musculaires que
I’AAVT2.

c. Déficit en lipoprotéine lipase (LPL)

Le déficit en lipoprotéine lipase (LPL) est responsable d'une maladie génétique récessive
rare (incidence de 1/10°) du métabolisme des triglycérides. Elle est caractérisée par une
hyperchylomicronémie dont la complication majeure - et souvent fatale - est représentée par
les pancréatites aigués récidivantes ou subaigués a rechutes (Brunzell and Deeb, 2001).

Le traitement actuel est uniquement diétetique et repose sur un régime tres pauvre en
lipides, afin que le taux de triglycerides dans le sang reste inférieur a 210mmol/L (taux élevé
par rapport a la normal, mais non dangereux). Le but étant d’éviter toute crise de pancréatite

aigué (Brunzell and Deeb, 2001).

Le transfert d’un AAVrl codant le LPL®**"* dans un modéle murin de déficit en LPL
(souris LPL -/-) a permis une expression a long terme de taux thérapeutiques de LPL apres
une unique injection IM, avec une correction pratiquement complete de la dyslipidémie (Ross
et al., 2004). Ce méme vecteur a ensuite été évalué dans un mofele de chat LPL -/-. Ces chats
ont une absence totale de protéine LPL et aucune activité enzymatique n’est détectée. Les
symptdmes sont équivalents a ceux observes dans la maladie humaine. Ce transfert de gene a
également permis la correction du phénotype des chats aprés une unique administration par
IM du vecteur AAVr1-LPL3*** (Ross et al., 2006).

Suite a ces résultats encourageant, un essai clinique de phase /11 concernant ces déficits en
lipoprotéine lipase est actuellement en cours (ADNCc sous le contrdle du promoteur CMV dans
un contexte AAVr1, par voie intramusculaire)

Des premiers résultats de cet essai ont été présentés aux congres ASGT et ESGCT de 2007
et 2008 (Mingozzi et al., 2007¢; Mingozzi et al., 2007d; Mingozzi et al., 2008; Nierman et
al., 2007).

Huit patients atteints de déficit en LPL ont recu 1.10"" ou 3.10* vg/kg du vecteur AAVr1-

LPL, par voie intramusculaire. L’injection du vecteur a été tres bien tolérée a ces doses et n’a
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montré aucune toxicité aigué. Chez la plupart des patients, il a été observé une baisse du taux
de triglycérides sériques en dessous de la valeur espérée de 10mmol/L, corrélée a I’expression
de LPL fonctionnelle dans le muscle injecté a 26-32 semaines post-injection. Ceci montre une
expression a long terme de la protéine thérapeutique chez ces patients.

Cependant, un des patients ayant recu la plus forte dose et répondant bien au départ au
traitement, a présenté une élévation transitoire des enzymes CPK entre 4 et 10 semaines post-
injection associée a la perte de I’efficacité thérapeutique. Il a ét¢ montré la présence d’une
réponse cellulaire développée contre la capside AAV1 entre 4 et 12 semaines post-injection,
Aucune réponse humorale contre la protéine LPL n‘a été rapportée, ce qui était attendu
puisque les patients recrutés étaient tous porteurs d’une mutation non-sens. Parmi tous les
patients de cet essai clinique, un autre ayant recu la forte dose de vecteur, ainsi que deux
patients du groupe ayant recu la faible dose ont montré une réponse positive in vitro (par
ELISPOT) aux peptides de la capside du vecteur AAV1.

Ainsi, I'immunité cellulaire (LT CD8") dirigée contre la capside des vecteurs AAV
observée chez 'nomme peut étre activee par differents sérotypes (AAVr2 et AAVrl) et dans

plusieurs tissus cibles (foie et muscle) (Mingozzi et al., 2007b).

Un second essai clinique de phase 11 est également en cours. Le vecteur utilisé est le méme
que D’essai précédent (produit en systeme baculovirus au lieu d’une transfection de cellules
HEK?293). De plus, pour tenter d’inhiber la réponse T cytotoxique contre la capside AAVrl
observée dans 1’essai clinique précédent, 12 patients sur les 14 de cet essai ont recu un
traitement immunosuppresseur court au moment de I’injection IM du vecteur AAVrl-LPL
(Gaudet et al., 2008).

2. Les dystrophies musculaires

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD, Duchenne muscular dystrophy) est une
maladie récessive liée a I’X, due a une mutation dans la séquence codante de la dystrophine.
Le geéne de la dystrophine fait partie des geénes les plus grands connus a I’heure actuelle, avec
2,4 millions de paires de bases (Ahn and Kunkel, 1993). La DMD touche un garcon nouveau-
ne sur 3500. L’absence de dystrophine entraine ’installation progressive de 1a dégenérescence
et de la faiblesse de I’ensemble des muscles de I’organisme, y compris les muscles
respiratoires et cardiaques. La dystrophie musculaire de Becker (BMD) est une forme

atténuée. L’atteinte est plus ou moins sévere selon que le cadre de lecture de la dystrophine
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est maintenu (BMD) ou interrompu (DMD). Actuellement, aucun traitement ne permet de
guerir la myopathie de Duchenne. On peut uniquement ralentir son 1’évolution grace a une
prise en charge pluridisciplinaire (orthopédique, respiratoire, cardiaque, nutritionnelle, etc.).
Ainsi, les enfants atteints ont une espérance de vie de 20 a 30 ans (Evans and Goyne, 1991).

La myopathie des ceintures (LGMD pour Limb-girdle muscular dystrophy) est quant a elle
une atteinte des sous-unités sarcoglycan a, B, y ou & (LGMD 2D, 2E, 2C et 2F
respectivement) (Guglieri et al., 2008).

L’utilisation de modeles murins de dystrophie de Duchenne ou de myopathie des ceintures
montre qu’il est possible d’obtenir une correction phénotypique aprés injection d’AAVr2 dans
les stades précoces de la maladie. Les animaux utilisés sont des animaux transgéniques
présentant une mutation dans la séquence codante de la dystrophine (souris mdx (Fabb et al.,
2002; Ferrer et al., 2004; Wang et al., 2000; Watchko et al., 2002; Yuasa et al., 2002) ou
d’une ou plusieurs sous-unités sarcoglycan (souris gsg -/- (Cordier et al., 2000), souris KO
pour I’a- ou le B-sarcoglycan (Dressman et al., 2002).

La dystrophine étant une protéine de grande taille, codée par un ADN complémentaire de
14 kb, cet ADNCc ne peut pas étre utilise tel quel dans un vecteur de type AAV puisque sa
capacité d’encapsidation est limitée a 4,8 kb. Plusieurs groupes ont donc évalué I’efficacité de
séquences codantes réduites (Fabb et al., 2002; Wang et al., 2000; Watchko et al., 2002;
Yuasa et al.,, 2002). Ces mini- ou micro-dystrophines sont fonctionnelles in vivo.
Administrées a des souris de 10 a 12 jours (avant I’apparition de la maladie a 3 semaines), CeS
constructions permettent une restauration de la dystrophine et des a, B et y-sarcoglycans 3 a 5
mois apres injection.

Des essais cliniques de phase | concernant la DMD ou la LGMD sont en cours, par
injections intramusculaires d’AAVr (AAVr5-mini-dystrophin pour la DMD ; AAVrl-alpha-
sarcoglycan pour la LGMD 2D — Mendell et a ; AAVrl-gamma-sarcoglycan pour la LGMD
2C — Herson et al.).
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Le laboratoire de thérapie génique de Nantes travaille depuis plusieurs années sur 1’Adeno-
Associated Virus en tant que vecteur de thérapie génique. L’AAV recombinant est un vecteur
particulierement attractif pour le transfert de géne : il est non pathogéne, capable de transduire
des cellules quiescentes, et peut permettre une expression stable et a long terme d’un
transgeéne.

Dans le muscle, de nombreuses études réalisées dans différents modeles animaux ont
montré qu’un transfert de géne au moyen d’un AAVr permettait de traiter des maladies
génétiques monogéniques (Herzog et al., 1999; Le Meur et al., 2007; Ross et al., 2006).
Actuellement, de plus en plus d’essais cliniques de thérapie génique utilisant I’AAVr voient le
jour. Malheureusement, encore certains problémes émergent suite a un transfert de gene que
ce soit dans les modeles précliniques ou chez I’homme, limitant ’efficacité du transfert de
gene a long terme (Favre et al., 2002; Mingozzi et al., 2007d).

Il est donc encore nécessaire de chercher a optimiser dans les modeles animaux le transfert
de géne au moyen d’'un AAV recombinant, et cela dans le but d’obtenir I’expression du
transgene thérapeutique a long terme, en limitant au maximum les effets indésirables chez
I’individu traité. D’autre part, pour certaines applications cliniques, il est également
nécessaire de pouvoir réguler finement I’expression du transgéne apporté chez I’individu
malade au moyen d’un AAV recombinant, de mani¢re a maintenir la quantit¢ de protéine
produite dans une fenétre thérapeutique. Le laboratoire de thérapie génique de Nantes étudie
chez le primate depuis plusieurs années le systeme de régulation Tet-On, apreés transfert d’un

gene rapporteur dans le muscle squelettique au moyen d’un AAV recombinant.

|. Utilisation d’un gene rapporteur

Par mesure de securité, I’optimisation de la technique du transfert de géne est réalisée dans
des modéles animaux. Pour plus de facilité, le transgene utilisé peut coder une protéine dont
la présence est facilement détectable et quantifiable au cours du temps dans les tissus
transduits : il est alors appelé «géne rapporteur ». Le géne rapporteur remplace le géne

thérapeutique dans les étapes de mises au point et d’optimisation du transfert de gene.
Un géne rapporteur doit réunir les caractéristiques suivantes :

- Il doit étre étranger au génome de I’hote, ou du moins le produit du transgéne doit

pourvoir étre facilement différenciable des protéines endogénes de I’individu-h6te
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- Le produit du transgéne doit étre facilement et précisément détectable afin de
déterminer dans quels tissus il est présent
- Le produit du transgéne doit étre quantifiable afin de mesurer ’efficacité de

transduction selon les tissus cibles

Les principaux génes rapporteurs utilisés en transfert de géne a ’aide d’AAVr in vitro ou
chez les rongeurs sont la béta-galactosidase (enzyme capable d’hydrolyser le X-gal en un
composé formant des précipités bleus) et la GFP (protéine naturellement fluorescente sous les
UV). L’expression de ces 2 protéines est facilement détectable et quantifiable dans les tissus
ou elles sont exprimées. Cependant, dans les expérimentations in vivo, les animaux doivent
étre sacrifiés pour observer et quantifier le produit du transgéne dans les différents tissus.
L’utilisation de ces genes n’est donc que peu applicable aux modeles grands animaux
puisqu’ils ne permettent pas de réaliser un suivi a long terme de 1’expression du transgéne, en
se cantonnant a un nombre restreint d’animaux.

Pour les expérimentations in vivo a I’aide d’AAVr, le géne de ’AAT (Chirmule et al.,
2000; Song et al., 2001) ou de I’érythropoiétine (Epo) (Bohl et al., 1998; Chenuaud et al.,
2004b; Favre et al., 2001; Kessler et al., 1996; McCarty et al., 2001; Snyder et al., 1997;
Vincent-Lacaze et al., 1999) ont été particulierement utilisés en tant que géenes rapporteurs
dans divers modéles animaux.

L’Epo est une protéine soluble et sécrétée dans la circulation sanguine. La taille de son
ADNCc (600 pb) est compatible avec son encapsidation dans un vecteur AAVr. Sa détection et
sa quantification en périphérie sont facilement réalisables par dosage ELISA dans le sérum
des animaux, apres un simple préléevement de sang. De plus, une augmentation d’Epo sérique
a des conséquences visibles sur la numération-formule sanguine : augmentation de
I’hématocrite et du taux d’hémoglobine, réticulocytose. L’expression du transgéne peut donc
étre suivie régulierement et a long terme chez le méme animal apres une simple prise de sang,

geste non invasif (Favre et al., 2002).

Ainsi, I'utilisation des genes rapporteurs permet d’étudier facilement la persistance a long
terme, la cinétique d’expression, 1’efficacité de transduction et la biodistribution du transgéne
dans le contexte de vecteurs AAVr. Ces genes rapporteurs sont également utilisés dans
I’amélioration des vecteurs AAVrcomme par exemple ['utilisation de divers sérotypes,
I’introduction dans la construction d’éléments favorisant la transduction (promoteur, séquence

activatrice) ou encore la régulation de I’expression du transgene.
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I1. Le systéme de réqulation Tet-On

Le laboratoire de thérapie génique de Nantes évalue depuis plusieurs années la possibilité
de réguler I’expression du géne de I’érythropoiétine introduit dans I’organisme a I’aide d’un
vecteur AAV. Le gene de I’Epo a été utilisé comme géne rapporteur. Les premieres études sur
ce sujet menées en collaboration avec 1’équipe de Jean-Michel Heard a I’Institut Pasteur en
1998 ont montré que la régulation a long terme du transgéne avec le systéeme Tet-On était
possible chez la souris (Bohl et al., 1998). Le laboratoire a donc voulu reproduire ces résultats
encourageants dans un modeéle pré-clinique : le macaque cynomolgus (Macaca fascicularis).
Les primates ont requ par IM un vecteur AAVr codant I’Epo de macaque et pour le
transactivateur rtTA (figure 16A). L’évaluation de ce systéeme Tet-On chez le macaque a
soulevé plusieurs problémes qui n’avaient pas été observés dans le modéle murin. En effet, il
a été noté une expression a bas bruit du transgéne en absence d’inducteur et une perte
progressive de la sécrétion d’Epo au cours des inductions successives a la Dox chez 90% des
macaques (Favre et al., 2002). Chez tous les animaux, la premiere induction a entrainé un pic
d’expression d’Epo, associé¢ a une réticulocytose et une augmentation de I’hématocrite. Mais,
chez 7 animaux sur 8, les inductions suivantes ont montré une diminution progressive de
I’expression du transgene (plus de réponse dés la troisiéme ou quatriéme induction) (figure
16B). L’analyse de I’apparition d’anticorps dirigés contre les deux protéines codées par le
vecteur (Epo de macaque et rtTA) a mis en évidence une réponse humorale dirigée contre le
rTA (figure 16C). Aucun anticorps anti-Epo n’a été détecté. Des tests ELISPOT IFN-y
utilisant des lymphocytes prélevés dans les ganglions inguinaux drainant les muscles injectés,
stimulés par des cellules dendritiques autologues exprimant la partie Tet-R, puis mis en
présence de lymphocytes B immortalisés par le virus Herpes papio exprimant ce méme
épitope ont mis en évidence une réaction spécifique des lymphocytes T face a I’antigéne Tet-
R. Cette réponse était de plus corrélée a des infiltrats inflammatoires lymphocytaires (CD4 et
CD8) et macrophagiques (CD 68) et a une réduction du nombre de copies du vecteur dans le
muscle injecté (Favre et al., 2002). Ces résultats ont donc mis en évidence I’induction d’une

réponse cellulaire cytotoxique dirigée contre les fibres musculaires transduites.
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Figure 16 : Modéle de régulation Tet-On développé au laboratoire

D’apres (Favre et al., 2002).

A. Plasmide vecteur comportant les 2 cassettes d’expression : la premiére codant le géne rapporteur
Epo sous le contrdle du promoteur CMVmin cloné en aval de la séquence opératrice TetO, la seconde
codant le transactivateur rtTA sous le contrle du promoteur CAG. Le rtTA est donc exprimé
constitutivement par les cellules transduites, alors que I’Epo n’est exprimé qu’en présence de Dox.

B. Suivi de I’expression d’Epo (dosage ELISA) chez un macaque ayant recu 1.10™° particules
infectieuses d’AAVr-2 en IM au cours d’inductions successives a la Dox (fléches noires).

C. La recherche d’anticorps anti-rtTA dans le sérum des animaux a été réalisée par werstern-blot tous
les mois post-injection.

Les études de Pierre Chenuaud (Chenuaud et al., 2004b) qui ont suivi ont utilisé un
promoteur muscle-spécifique (celui de la Desmine humaine) pour I’expression du
transactivateur afin de limiter la transduction des CPA (particulierement des cellules
dendritiques). Des variants du rtTA potentiellement moins immunogénes et ayant une activité
transcriptionnelle in vitro plus réduite en absence d’inducteur ont également été testes
(Urlinger et al., 2000). Ces modifications ont permis d’éliminer tout bruit de fond lié a une
expression d’Epo en absence de doxycycline chez le macaque. Cependant, le probléme de la
perte de ’expression du transgene au cours du temps n’a pas été résolu. Des anticorps dirigés

contre le rtTA ont de nouveau été retrouvés chez les 8 primates injectés.

Afin d’obtenir une régulation de I’expression d’un transgene efficace et durable dans le
temps, un des objectifs de ma thése a été d’évaluer chez le macaque un autre systeme de
régulation par les tétracyclines (systéme TetR-KRAB : voir figure 15C p.70), ainsi qu’un

protocole d’immunosupression par la protéine LEA29Y.
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I11. Objectifs de la thése

Le systéme de régulation Tet-on exposé plus haut a montré son efficacité chez la souris.
Cependant, chez le macaque, les études menées au laboratoire par David Favre (Favre et al.,
2002) et Pierre Chenuaud (Chenuaud et al., 2004b; Le Guiner et al., 2007) ont montré une
perte progressive de la sécrétion du transgéne (I’Epo de macaque) aux cours des inductions
successives a la doxycycline, conséquence d’une réponse humorale et cellulaire dirigée contre

le transactivateur rtTA, protéine chimérique intervenant dans le systeme de régulation.

Un premier objectif de ma these a été d’évaluer un autre systéme de régulation par les
tétracyclines dont la protéine chimérique pourrait étre moins immunogene que le rtTA. Nous
avons donc testé in vivo le systeme de régulation TetR-KRAB (Deuschle et al., 1995) pour la

régulation d’un géne rapporteur administré a I’hote au moyen d’un AAVr.

De plus, comme observé avec le systeme Tet-On, de nombreuses autres études ont soulevé
un probléme majeur : un transfert de géne au moyen d’un AAVr, particulicrement dans les
mod¢les grands animaux ainsi que chez I’homme, induit fréquemment le développement
d’une réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire, dirigée contre la capside du vecteur
et/ou le produit du transgéne. Ces réponses immunitaires ont souvent pour consequence la

perte d’expression de la protéine thérapeutique quelques temps apres 1’injection.

Nous avons donc également évalué un protocole expérimental d’immunosuppression pour
tenter de bloquer la réponse immunitaire développée contre un produit du transgene connu au
laboratoire pour étre immunogene apres transfert de géne dans le muscle a 1’aide d’AAVr sur
la méme cohorte de macaques : le modéle rtTA/Epo (2°™ article).

Le dernier objectif de ce travail de thése a été d’étudier chez le primate, mod¢le préclinique
pertinent, les facteurs impliqués dans I’activation du systéme immunitaire aprés transfert de
géne a I’aide d’AAVr. Nous nous sommes particuliérement intéressés a deux d’entre eux : la
nature de la capside du vecteur AAVr (sérotype) et la voie d’administration du vecteur. Nous
avons ainsi étudi¢ I'impact de ces deux paramétres au niveau efficacité de transduction,

sécurité du transfert de géne par 1’analyse de la biodistribution du vecteur (1% article), et

relation avec le systéme immunitaire de I’hote (2°™ article).
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I. Evaluation in vivo du systeme de régulation TetR-KRAB

Le systeme TetR-KRAB a €té décrit in vitro par Deuschle et al. en 1995 (Deuschle et al.,
1995). Il met en jeu une protéine chimérique composée du domaine TetR d’E. coli fusionné
au domaine répresseur KRAB du géne humain Kox1 (voir chapitre 1V-F de I’introduction).

A ce jour, ce systéeme a montré qu’il était efficace, tout comme le systeme Tet-On, chez le
rongeur (Szulc et al., 2006). Cependant, son efficacité, et son immunogénicité chez le gros
animal en particulier, restent a évaluer aprés transfert de géne au moyen d’un AAV
recombinant.

Nous avons donc testé ce systéme in vivo, dans un contexte AAVr, tout d’abord chez la
souris, pour évaluer s’il présente les caractéristiques nécessaires pour une application clinique
potentielle : i) une inductibilité forte en présence de doxycycline, modulable et réversible, ii)
une expression du transgene négligeable en absence de doxycycline et iii) une persistance a

long terme de la régulation, le tout dans un contexte AAVTr.

A. Matériels et méthodes

1. Constructions plasmidigues

Les constructions comportent deux cassettes d’expression clonées entre les deux ITR de
I’AAV2 : TetO-promoteur-Epo-pA et CAG-TetR-KRAB-pA. La premiere cassette code
I’érythropoiétine murine. Ce transgéne a été placé sous le contréle d’un promoteur ubiquitaire
cloné en aval de la séquence opératrice TetO. Trois promoteurs différents ont été testés pour
le contréle du transgene: le promoteur CMV (589 pb), un promoteur CMV plus court (335 pb)
contenant la fin de I’enhancer et la boite TATA, et le promoteur humain PGK
(phosphoglycérate kinase). La seconde cassette code le transrépresseur TetR-KRAB sous le
contr6le du promoteur CAG (promoteur de la 3-actine de poulet fusionné a 1’enhancer du
promoteur précoce du Cytomégalovirus). Les 2 cassettes ont été clonées soit en orientation
« forward » lorsque I’extrémité 5° de la cassette d’expression de I’Epo est clonée en 3’ de la
cassette d’expression du TetR-KRAB, soit en orientation « opposite » lorsque ’extrémité 3’
de I’Epo est clonée en 3’ du TetR-KRAB. Le signal de polyadénylation utilisé pour les
constructions « opposite » est le pA SV40 qui est bidirectionnel. Le plasmide de départ utilisé

pour les constructions provient de P. Chenuaud, Inserm U649, CHU Nantes. Le plasmide
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portant la séquence codant le transrépresseur TetR-KRAB nous a été fourni par D. Trono,
Université de Geneve, Suisse.

Le plasmide rtTA-M2/Epo nous servant de témoin positif a été décrit précédemment
(Chenuaud et al., 2004b).

Ces constructions sont schématisees figure 17.

2. Production des AAV recombinants

Les vecteurs AAV1 ont été produits comme décrit précédemment (Chenuaud et al.,
2004b), et purifiés par double gradient de chlorure de césium, suivi d’une dialyse. Les
différents stocks de vecteurs ont été titrés par dot-blot (Salvetti et al., 1998).

3. Tests de fonctionnalité in vitro

Chaque vecteur a été testé in vitro par transduction de cellules HelLa en présence ou
absence de doxycycline (2ug/mL). Différentes dilutions des surnageants récoltés 48h post-
infection, ainsi qu’une gamme d’Epo recombinante ont €té mises en présence de cellules
DAE7 dont la croissance, dépendante de la présence d’Epo dans le milieu de culture, a été
quantifiée par un test de toxicité au MTT apres 48h de culture.

L’analyse par western-blot des culots cellulaires des cellules infectées a été réalisée pour
évaluer I’expression des protéines TetR-KRAB ou rtTA par les différents vecteurs. Apres
dépdt de 25 pL de lysat cellulaire dans chaque puits, puis migration sur gel SDS-Page 12% de
polyacrylamide, les protéines ont été transférées sur membrane de nitrocellulose. Aprés
saturation, la membrane a été incubée avec un anticorps anti-TetR (donné par H. Bujard) dilué
au 1/1000 pendant 1 heure a température ambiante. Apres plusieurs lavages, la membrane a
été incubée avec ’anticorps secondaire anti-lgG de lapin marqué a la péroxydase dilué au
1/5000 pendant 30 minutes a température ambiante. La révélation a été effectuée a 1’aide du
kit ECL (Amersham).

4. Expérimentation animale

70 souris males C57BL/6 de 10 semaines ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale
de xylazine et kétamine (7 et 70 mg/kg respectivement). 30 uL de vecteur AAV1 dilués dans

du PBS (Phosphate buffered saline) ont été injectés dans le muscle tibial cranial droit de
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chaque souris (10 souris par vecteur). Chaque animal a recu 3.10° particules d’AAV1. Dix
souris supplémentaires n’ont recu aucune injection et ont servi de témoins négatifs.

La doxycycline (Ronaxan PS 5%, Meérial) a été dissoute dans 1’eau de boisson a une
concentration finale de 250 pg/mL avec 5% de sucrose (Sigma) pendant les périodes

d’induction.

5. Mesure de I’Ht et dosage de ’Epo sérique

Les prélevements de sang ont été réalisés par ponction au sinus rétro-orbital des animaux
sous anesthésie gazeuse a l'isoflurane. Dix puL on été prélevés toutes les semaines pour mesure
de I’hématocrite, a ’aide de micro-capillaires héparinés. Des échantillons de 300 pL de sang
ont éte prélevés sur tube sec au début et a la fin de chaque cycle d’induction a la Dox pour
déterminer la concentration d’Epo dans le sérum des animaux. L’Epo sérique a été dosée par
ELISA (kit R&D Systems) selon les recommandations du fabricant. La courbe standard a été
réalisée avec différentes dilutions d’Epo murine allant de 3000 pg/mL a 47 pg/mL. Les
échantillons de sérum des animaux étant dilués au 1/2, le seuil de sensibilité d’Epo dans les

échantillons était donc de 100 pg/mL.

B. Résultats

1. Construction du vecteur AAVr

Nous avons construit des vecteurs AAVr comportant deux cassettes d’expression : la
premiére codant I’érythropoiétine murine sous le contréle d’un promoteur ubiquitaire, et la
seconde codant le transrépresseur TetR-KRAB sous le contrble du promoteur ubiquitaire fort
CAG. Le gene de ’Epo a été choisi en tant que géne rapporteur car son expression est
facilement quantifiable in vivo par mesure de I’hématocrite ou dosage de I’Epo sérique par
ELISA.

Ne sachant pas si I’efficacité de la répression par le domaine KRAB pouvait étre
dépendante de la puissance du promoteur a réprimer, trois promoteurs ont été testés pour le
contréle du transgéne Epo : le promoteur CMV dérivé du Cytomégalovirus avec son enhancer
et sa boite TATA, un CMV plus court comportant la fin de I’enhancer et la boite TATA
(CMV court), et le promoteur humain PGK.
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Il a également été décrit que le KRAB est capable de réprimer tout promoteur situé jusqu’a
3 kb de son site de fixation (TetO) (Deuschle et al., 1995). C’est pourquoi deux orientations
par construction ont été clonées : I’orientation « forward » (FOR) lorsque I’extrémité 5’ de la
cassette d’expression de I’Epo est clonée en 3” de la cassette d’expression du TetR-KRAB, et
I’orientation « opposite » (OPP) lorsque I’extrémité 3’ de I’Epo est clonée en 3° du TetR-
KRAB (figure 17A et 17B).

Les 6 plasmides vecteurs TetR-KRAB ont ensuite été encapsidés dans des AAVr de
sérotype 1 (pseudotype 2/1), puisque c’est un des sérotypes qui permet d’obtenir les plus
hauts taux d’expression dans le muscle de souris, de chien et de primate (Arruda et al., 2004;
Chenuaud et al., 2004b; Gao et al., 2002). La construction optimale d’expression du transgéne
Epo sous la régulation Tet-On (rtTA-M2) décrite par Chenuaud et al. (Chenuaud et al.,
2004b) chez la souris a également été encapsidée dans un vecteur de sérotype 1 et a servi de

témoin positif pour nos expérimentations in vivo (figure 17C).

[_V [_V
(A) mw pA |—|TetO|Promoteur|—| EPOm H pA |—m

Orientation FORWARD

C 1
(B) w pA H EPOm HPromoteur|TetO|—m

Orientation OPPOSITE

'_> |_>
©) B cre H rramz H pa F{reo[cmvminH  erom  [werel pa HIEER

Orientation FORWARD

Figure 17 : Structure des plasmides AAV-Epo/TetR-KRAB et AAV-Epo/rtTA

(A) et (B) : Plasmides vecteurs codant I’Epo murine sous le controle de différents promoteurs (CMV,
CMV court et PGK humain clonés en aval des séquences opératrices TetO) et pour la protéine TetR-
KRAB sous le contrdle du promoteur CAG. Deux orientations par promoteur ont été testées : (A)
orientation « forward » lorsque I’extrémité 5° de la cassette d’expression de I’Epo est clonée en 3° de
la cassette d’expression du TetR-KRAB — (B) orientation « opposite » lorsque 1’extrémité 3’ de I’Epo
est clonée en 3° du TetR-KRAB.

(C) Plasmide vecteur codant I’Epo murine sous le contrdle du promoteur CMVmin cloné en aval de
TetO, et pour le transactivateur rtTA-M2 sous le contréle du promoteur CAG, en orientation froward
(plasmide décrit dans (Chenuaud et al., 2004b)).

ITR, inverted terminal repeat. pA, signal de polyadénylation. WPRE, woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element
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Figure 18 : Test de fonctionalité in vitro des vecteurs AAVrl-TetR-KRAB

A. Apres infection de cellules Hela avec les différents vecteurs AAVrl, la présence d’Epo a été
recherchée dans les surnageants par un test de toxicité au MTT sur cellules DEA7 Epo-dépendantes.
NI : surnageant de cellules non infectées ; + DOX : infection en présence de Dox dans le milieu de
culture ; - DOX : infection en absence de Dox dans le milieu de culture.

B. Détection de protéines TetR-KRAB dans le culot cellulaire de HeLa infectées avec les différents
vecteurs AAVrl par WB (anticorps primaire anti-TetR). NI : cellules non infectées (témoin négatif) ;
T+ : cellules transfectées avec un plasmide exprimant le TetR-KRAB

2. Validation in vitro

Chaque préparation de vecteur AAV a été validée in vitro avant injection aux souris. Des
cellules HelLa ont été transduites avec les différents vecteurs en présence ou absence de
doxycycline pendant 48h. La présence et la fonctionnalité de I’Epo produite a partir de ces 7
vecteurs a été vérifiée par un test de toxicité sur des cellules DAE7 dont la croissance est

dépendante de la quantité d’Epo présente dans leur milieu de culture (figure 18A). Les
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protéines TetR-KRAB et rtTA ont également été recherchées dans le surnageant par western-
blot avec un anticorps anti-TetR (figure 18B).

Tous les vecteurs AAVr-1 ont permis ’expression d’Epo fonctionnelle et des protéines
TetR-KRAB ou rtTA par les cellules transduites en présence de doxycycline (figure 18). En
absence d’inducteur, une expression d’Epo est également détectée, pour tous les vecteurs.

Ces vecteurs sont fonctionnels et ont été administrés aux animaux.

3. Suivi de Pexpression du transgéne in vivo

Chacun des 6 vecteurs AAVrl-Epo/TetR-KRAB a été injecté par IM chez 10 souris & la
dose de 3.10° vg/animal. Un 7éme groupe de 10 souris a recu par le méme protocole 3.10° vg
de la construction AAVr1-Epo/rtTA (témoin positif), et un 8™ groupe n’a recu aucune
injection (témoin négatif).

L’hématocrite (Ht) de chaque souris a été mesurée toutes les semaines afin de suivre la
cinétique d’expression du transgéne Epo. Un mois post-injection, la moitié des souris de
chaque groupe a recu un traitement a la doxycycline dans I’eau de boisson, jusqu’a
stabilisation de leur Ht (4 a 10 semaines selon les groupes). Une fois I’Ht stabilisée, le taux
d’Epo sérique a été dosé par ELISA avant ’arrét du traitement a la doxycycline, et les 5

autres souris du groupe ont, a leur tour, été induites a la Dox.
Tous les groupes ont été suivis sur au moins une induction (12 semaines minimum). Le

dosage d’Epo sérique a été réalisé pour les 10 souris de chaque groupe avant transfert de gene,

et a la fin des inductions de chaque sous-groupe (figure 19).
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Figure 19 : Suivi de I’hématocrite et de I’Epo sérique des souris injectées

Chaque souris a regu en IM 3.10° particules d’AAVr1.

Tet-On FOR : souris ayant regu I’AAV1-CMVmin-EPO/rtTA en orientation forward.

CMV court - FOR : souris ayant regu I’AAVr1-CMVcourt-EPO/TetR-KRAB en orientation forward.
CMV court - OPP : souris ayant regu I’AAVr1l-CMVcourt-EPO/TetR-KRAB en orientation opposite.
CMV - FOR : souris ayant regu I’AAVr1-CMV-EPO/TetR-KRAB en orientation forward.

CMV - OPP : souris ayant recu I’AAVr1-CMV-EPO/TetR-KRAB en orientation opposite.

PGK - FOR : souris ayant regu I’AAVr1-PGK-EPO/TetR-KRAB en orientation forward.

PGK - OPP : souris ayant recu I’AAVr1-PGK-EPO/TetR-KRAB en orientation opposite.

Chague courbe représente la moyenne des hématocrites (Ht) de chaque demi-groupe (n=5). L’Ht a été
mesurée toutes les semaines, et la doxycycline (250 pg/mL) était présente (en rouge) ou non (en bleu)
dans leur eau de boisson. La moyenne des concentrations d’Epo sérique (en pg/mL) de chaque demi-
groupe est représentée dans un cercle (rouge si les souris étaient sous Dox, bleu sinon) au temps post-
injection ou elles ont été déterminées. Les concentrations d’Epo avant injection étaient toutes
inférieures & 100 pg/mL (seuil de détection de I’ELISA).
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Apres une premiere induction & la Dox, nous avons observé une fuite significative
d’expression d’Epo en absence d’inducteur pour les groupes CMV et CMV court, quelle que
soit I’orientation des 2 cassettes, caractérisée par une forte augmentation de 1’Ht. Cette fuite a
également été observée pour le groupe témoin positif ayant recu le vecteur AAV1-Epo/tTA
contrairement aux résultats obtenus par le laboratoire avec la méme cassette d’expression
encapsidée dans un AAVr2 (Chenuaud et al., 2004b). Le suivi de I’Ht seul ne nous permet
donc pas de dire s’il y a eu régulation du transgene ou pas : que les souris soient sous Dox ou
non, leur Ht est au plus haut (90%). Les souris du groupe PGK-OPP n’ont montré aucune
augmentation significative de leur Ht ou d’Epo, en présence ou non d’inducteur. Et le groupe
PGK-FOR a montré une augmentation d’Ht uniquement en présence de Dox.

Pour les souris ayant regu la construction FOR, la concentration d’Epo sous doxycycline
est 3 a 10 fois superieure comparee a celle des souris non induites. De plus, apres arrét de
I’induction, le taux d’Epo sérique redescend au niveau de celui des souris non induites. Le
dosage d’Epo sérique nous a donc permis de valider la fonctionnalité de la régulation TetR-
KRAB. Cependant, pour les souris ayant recu une construction OPP, la présence d’une réelle

régulation n’est pas nette a la vue des résultats du dosage EPO.

Contrairement aux autres groupes, aucune fuite d’Epo n’est visible en absence d’inducteur
chez les souris ayant recu la construction PGK-FOR. En présence de Dox, une augmentation
d’Ht et d’Epo est clairement observée. Ce groupe de souris PGK-FOR a donc été suivi a plus
long terme (42 semaines - 2 inductions completes pour chacun des 2 demi-groupes : figure
20). Apres induction a la Dox, 1 a 2 semaines sont nécessaires pour voir l’effet de
I’expression d’Epo sur I’Ht. Au bout de 6 & 7 semaines, I’Ht se stabilise (entre 70 et 80%
selon les souris). Aprés arrét de la Dox, 8 a 10 semaines sont nécessaires pour que I’Ht
retrouve son taux basal. Une seconde induction a la Dox entraine une nouvelle augmentation
de I’Ht.

Le systeme de régulation TetR-KRAB est donc fonctionnel chez la souris aprées transfert de
géne au moyen d’AAVr lorsque le transgene est sous le contrdle du promoteur PGK : il est
réversible, présente une fuite d’expression négligeable en absence d’inducteur, et induit de
grandes quantités de produit de transgéne (6 a 8 fois la valeur physiologique d’Epo chez la

souris).
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Figure 20 : Suivi de I’Ht et de ’Epo sérique du groupe PGK-FOR

Le groupe ayant recu le vecteur AAV1-PGK-EPO/TetR-KRAB en orientation forward a été suivi sur 2
inductions complétes a la Dox (42 semaines). L’Ht a été mesurée toutes les semaines, et la
doxycycline (250 pg/mL) était présente (en rouge) ou non (en bleu) dans leur eau de boisson (chaque
courbe représente la moyenne d’Ht des 5 souris). La moyenne des concentrations d’Epo sérique (en
pg/mL) de chaque demi-groupe est représentée dans un cercle au dessous de leur courbe d’Ht, au
temps post-injection ou elle a été déterminée. Les concentrations d’Epo avant injection étaient toutes
inférieures a 100pg/mL (seuil de détection de ’ELISA). La courbe en noir représente la moyenne d’Ht
des 10 souris non injectées (témoin négatif).

C. Discussion et perspectives

1. TetR-KRAB est fonctionnel dans un contexte AAVr

L’ensemble des résultats présentés montre une expression d’Epo inductible a la
doxycycline et réversible grace au systeme de régulation TetR-KRAB apreés une unique
administration d’AAVr par voie intramusculaire chez la souris. L’Epo secrétée par le muscle
est Dbiologiquement active et stimule fortement 1’érythropoiese comme [Datteste

I’augmentation du taux d’hématocrite chez les souris injectées.

Le mécanisme par lequel KRAB inhibe I'expression des génes n'est aujourd’hui pas
entierement connu. 1l a été montré que KRAB pouvait inhiber I’expression des ARN
polymérases Il et Ill par activation de la formation d’hétérochromatine. Une fois liée a
I’ADN, la protéine KRAB recruterait un complexe multimoléculaire qui conduirait a la

methylation de I’ADN et a la déacétylation des histones, ainsi qu’a la fixation de la protéine

93



HP-1 (heterochromatin protein 1) aux histones, favorisant ainsi sur environ 3 kb en amont et
en aval la condensation de la chromatine vers 1’hétérochromatine, forme
transcriptionnellement inactive (Deuschle et al., 1995; Moosmann et al., 1997; Senatore et al.,
1999; Urrutia, 2003). C’est pourquoi il était admis que la répression par KRAB ne pouvait
fonctionner qu’en systéme intégratif (Szulc et al., 2006; Wiznerowicz and Trono, 2003). Ce
systeme de régulation par la protéine TetR-KRAB a en effet déja prouvé son efficacité et sa
stabilité in vitro et chez le rongeur aprées intégration au génome des cellules hétes (vecteur
lentiviral) (Szulc et al., 2006; Wiznerowicz and Trono, 2003).

Il était légitime de se demander si ce systeme pouvait étre fonctionnel apres transfert de
géne dans le muscle au moyen d’'un AAVr. D’aprés de nombreuses études, le génome de
PAAVr persiste dans le noyau des cellules hote sous forme de concatémeres
extrachromosomiques d’orientations majoritairement épisomiques, avec a I’heure actuelle
aucune preuve d’intégration du génome du vecteur apres transfert dans le muscle squelettique
(Penaud-Budloo et al., 2008; Schnepp et al., 2003; Vincent-Lacaze et al., 1999).
L’environnement de ces concatémeres dans le noyau est cependant sensiblement le méme que
celui des génes intégrés : le génome AAVr se retrouve sous une forme ressemblant a la
chromatine avec association a des histones (Penaud-Budloo et al., 2008). Ceci pourrait
expliquer le fait que KRAB est capable d’exercer Sa répression sur des promoteurs portés par

une structure épisomale.

2. Fuite d’expression du transgéne Epo

Dans cette étude, une forte fuite d’expression d’Epo en absence d’inducteur a été observée
avec la construction Tet-On contrairement a ce qui avait été decrit par Chenuaud et al. au
laboratoire apres injection IM de cette méme construction encapsidée dans un vecteur de
sérotype 2 (Chenuaud et al., 2004b). Dans cette étude antérieure, les souris avaient regu 2.10°
particules infecticuses d’AAVr2 correspondant & 4,2.10™ vg. Dans la littérature, les études ne
s’accordent pas sur la différence d’efficacité entre ’AAVTrI et ’AAVr2. La premiere étude du
groupe de Jim Wilson (Xiao et al., 1999) a montré une augmentation de 1’expression du
transgéne d’un facteur 2 & 10 chez la souris (injection de 2.10* vg/kg) alors que les études du
groupe de Jude Samulski (Chao et al., 2000; Chao et al., 2001) ont montré une augmentation
d’un facteur 100 a 1000 aprés injection chez la souris de 10" vg/kg d’AAVr-FIX. Des
résultats plus récents du groupe de K.High (Arruda et al., 2004) se rapprochent de ceux du

groupe de J.Wilson : aprés injection de 2.10 & 4.10% vg/kg d’AAVr-FIX chez la souris, ils
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observent une augmentation du taux FIX d’un facteur 10 a 20. Nous avions choisi d’injecter
a nos souris 10 fois moins de vecteur AAVrl dans le but d’obtenir des taux d’expression
similaires a ceux obtenus dans 1’étude de Chenuaud et al.. Cependant, cette dose de vecteur a
permis une transduction bien plus forte que dans 1’étude de Chenuaud et al.. En effet, méme si
cela n’est pas visible avec le suivi d’hématocrite, les niveaux d’Epo obtenus sont
significativement différents. Aprés injection IM de 4,2.10"° vg d’AAVr2, le pic d’Epo en
présence de Dox atteint en moyenne 86 mU/mL, soit environ 860 pg/mL, alors qu’avec 3.10°
vg d’AAVrl, la concentration sérique d’Epo est supérieure a 5000 pg/mL. Nous avons donc
observé un facteur 50 entre les taux d’expression obtenus avec ’AAVTrl, et ceux observés
avec I’AAVr2 chez la souris. Le fait que le taux de transduction soit si important dans notre

étude peut expliquer la présence d’une forte fuite d’Epo en absence de Dox.

Pour les constructions CMV-FOR et CMVcourt-FOR, nous observons comme pour le
groupe Tet-On une tres forte expression du transgene dans le sérum (plus de 3000 pg
d’Epo/mL). Comme pour la construction Tet- On, cette surexpression d’Epo peut expliquer
pourquoi une fuite d’expression est présente en absence d’inducteur, méme si la régulation est
fonctionnelle chez ces souris comme I’atteste la nette baisse d’Epo seérique aprés arrét du

traitement a la Dox.

3. Probléme rencontré avec certaines constructions

I semblerait cependant que la régulation avec les constructions en orientation Opposite ne
soit pas fonctionnelle. En effet, 1’expression d’Epo, que ce soit en présence ou en absence
d’inducteur, reste identique, et est du méme ordre de grandeur que celle observée dans les
groupes FOR en absence de Dox. Cette expression d’Epo peut donc étre attribuée a la fuite
d’Epo, et signifierait que la présence de Dox ne permet pas de lever la répression du KRAB
sur le promoteur contrélant I’expression d’Epo.

Actuellement, nous ne connaissons pas les raisons qui font que systeme TetR-KRAB ne
fonctionne pas lorsqu’il est porté par des vecteurs dont les 2 cassettes d’expression sont en

orientation opposite.

Pour les constructions avec le promoteur PGK, I’expression du transgene est plus faible.
En effet, le promoteur PGK est connu pour étre plus faible que le CMV. Comme pour les

autres constructions en orientation Opposite, le groupe PGK-OPP ne montre aucune

95



régulation de I’expression d’Epo au cours des inductions a la Dox. L’expression observée est
donc celle obtenue en 1’absence de Dox dans le groupe PGK-FOR : c¢’est probablement la
raison pour laquelle aucune expression d’Epo n’est détectable. Afin de tout de méme vérifier

que le transfert de géne a bien eu lieu dans ce groupe, une Q-PCR spécifique de la cassette
transférée pourra étre envisagee.

4. Comparaison des systemes TetR-KRAB et Tet-On chez la souris

Pour le groupe PGK-FOR, les taux d’Epo sérique apres induction a la Dox sont équivalents
a ceux observés avec la construction Tet-On de I’étude de Chenuaud et al.. On peut donc
comparer ’efficacité des deux systemes de régulation entre les groupes Tet-On-FOR de
I’étude de Chenuaud et al., et le groupe PGK-FOR de ce travail de these (figure 21).
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Figure 21 : Comparaison du systeme Tet-On et TetR-KRAB chez la souris

Les courbes représentent la moyenne de 1’hématocrite des souris ayant recu soit 1,3.10"° vg &’ AAVr-
2-Epo/rtTA (Chenuaud et al., données non publiées) (courbe rouge), soit 3.10° vg d’AAVr-1-
Epo/TetR-KRAB (courbe jaune). Les souris étaient sous doxycycline dans leur eau de boisson (trait en

pointillé) ou pas (trait plein). L’induction a la doxycycline a débuté 4 semaines post-injection et a duré
7 ou 8 semaines selon le groupe.
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L’inductibilité¢ suite a I’induction a la Dox est semblable avec les deux systemes de
régulation : dés 1 semaine aprés induction, une augmentation de I’Ht des souris injectées est
observée, consécutive a I’expression du transgene Epo. Pour les deux systemes de régulation,
I’Ht se stabilise 7 semaines post-induction, et aprés arrét de la Dox, le taux d’Ht redescend

progressivement de maniére équivalente.

Ainsi, nous avons montré que le systéme de régulation TetR-KRAB (associé au promoteur
PGK) est aussi efficace que le systétme Tet-On chez la souris aprés transfert d’un géne
rapporteur dans le muscle a I’aide d’AAVr :

- inductibilité forte en présence de doxycycline, modulable et réversible
- expression du transgene négligeable en absence d’inducteur

- persistance sur au moins 42 semaines de la régulation.

5. Perspectives

La suite de ce travail est d’évaluer chez le macaque ce systeme de régulation, afin de voir
si, contrairement au transactivateur rtTA, le transrépresseur TetR-KRAB permet une
régulation et expression a long terme du transgene Epo, sans activation du systéeme
immunitaire de 1’héte.

La construction PGK-FOR (figure 17A) ayant donné les meilleurs résultats chez la souris,
elle a été choisie pour étre évaluée chez le macaque. La séquence Epo de souris de cette
construction a donc été remplacée par ’ADNc de ’Epo de macaque cynomolgus (cmEpo).
Trois macaques ont recu par voie IM le vecteur AAVr-1-cmEpo/TetR-KRAB. Deux mois
post-injection, la premiere induction des macaques a la doxycycline par voie 1V pendant 3
jours (10 mg/kg) a été réalisée. Le suivi de ’expression du transgéne au cours des inductions
successives a la Dox se fera par mesure réguliére de I’Ht, taux de réticulocytes, et dosage
d’Epo sérique, comme cela a été fait dans 1’étude de Chenuaud et al. pour les macaques ayant
recu un vecteur AAV-Epo/rtTA en IM (Chenuaud et al., 2004b). Cette étude est actuellement

en cours, et nous attendons prochainement les résultats de la premiere induction a la Dox.
Dans le systéme Tet-On, le rtTA est composé d’une partie d’origine bactérienne (TetR) et

d’une partie d’origine virale (VP16). Le VP16 a été remplacé par le domaine de répression

KRAB afin d’obtenir le transrépresseur TetR-KRAB. Le domaine KRAB étant d’origine
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humaine (géne humain Koxl), TetR-KRAB est, de par sa nature, théoriquement moins
immunogene chez le macaque que le domaine VP16.

De plus, en orientation « forward » le promoteur CAG controlant I’expression du
transrépresseur est a une distance inférieure a 3 kb de la séquence TetO. La répression du
CAG, promoteur contrélant I’expression du TetR-KRAB, est donc possible, ce qui
pourrait aboutir a un équilibre : une fois fixé a TetO, le TetR-KRAB vy reste lié tant qu’il n’y a
pas de doxycycline. Ainsi, en absence d’inducteur, tout promoteur serait réprimé, et aucune
synthese d’Epo ou de TetR-KRAB n’aurait lieu. Ceci pourrait €tre un avantage dans la
mesure ou le transrépresseur ne serait pas produit continuellement dans la cellule transduite :

le risque de provoquer une réponse immunitaire contre le TetR-KRAB serait alors diminué.

Il. Relation entre voie d’administration, sérotype,

biodistribution et systeme immunitaire apres transfert de

gene dans le muscle squelettigue de primate a I’aide d’AAVr

98



Premier article

Safety and efficacy of regional intravenous (R1) versus
intramuscular (IM) delivery of rAAV1 and rAAVS

to nonhuman primate skeletal muscle.

Alice _Toromanoff, Yan Chérel, Mickaél Guilbaud, Magalie
Penaud-Budloo, Richard Snyder, Mark Haskins, Jack-Yves

Deschamps, Lydie Guigand, Guillaume Podevin, Valder Arruda,

Katherine High, Hansell Stedman, Fabienne Rolling, Ignacio
Anegon, Philippe Moullier, Caroline Le Guiner. 2008. Molecular
Therapy, 16(7):1291-1299.

99



L’injection intramusculaire de vecteurs AAV est une technique d’administration
fréquemment utilisée dans les modeles précliniques pour faire sécréter par le tissu musculaire
une protéine thérapeutique soluble (Arruda et al., 2005; Chao et al., 2001; Favre et al., 2002;
Flotte et al., 2007; Herzog et al., 2001; Kessler et al., 1996; Rivera et al., 2005; Ross et al.,
2006; Snyder et al., 1997; Wang et al., 2005a; Wang et al., 2005b). Ces différentes approches
de thérapie génique ont été appliquées a I’homme dans plusieurs essais cliniques de phase I,
pour traiter des patients atteints d’hémophilie B (Jiang et al., 2006¢; Kay et al., 2000; Manno
et al., 2003), de déficits en alpha-antitrypsine (Brantly et al., 2006) ou en lipoprotéine lipase
(Nierman et al., 2007).

Cependant, la voie IM est souvent associée a 2 inconvénients majeurs :

e [’activation du systéme immunitaire de 1’hote (Arruda et al., 2004; Chenuaud et al.,
2004a; Favre et al., 2002; Gao et al., 2004a; Herzog et al., 2002; Le Guiner et al.,
2007; Ross et al., 2006; Vandenberghe et al., 2006; Wang et al., 2005b; Wang et al.,
2007b; Yuasa et al., 2007),

e [I’impossibilité d’utiliser cette voie d’administration dans le but de traiter les
maladies neuromusculaires qui nécessitent une transduction homogene et

généralisée de tous les muscles affectés.

Nous avons donc mis au point dans le modele macaque une administration par voie
intraveineuse d’un vecteur AAVr dans un membre postérieur entier (Rl pour regional
intravenous), sans utilisation de drogue, pour tenter de transduire tous les muscles d’un
membre de primate en une seule administration d’un vecteur AAV.

L’AAVrl et PAAVrS sont deux des sérotypes qui transduisent le plus efficacement le
muscle squelettique, c’est pourquoi nous avons restreint notre étude a la comparaison de
I’efficacité de transduction et de la biodistribution de ces 2 sérotypes apres transfert d’un gene
rapporteur par voie IM ou RI.

Le gene rapporteur utilisé code la protéine soluble LEA29Y, un mutant de
I’immunosuppresseur CTLA4-l1g (Larsen et al., 2005). Son expression est facilement

quantifiable par dosage ELISA dans le sérum des animaux.

Dans cette étude, nous avons comparé 1’administration d’AAVrl ou AAVr8 chez 8
macaque cynomolgus, administrés soit par voie IM soit par Rl a la méme dose de vecteur/kg.

Nous nous sommes concentres sur :
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- les parametres cliniques et biochimiques des animaux (toxicité de I’administration)

- la répartition de la transduction au niveau des tissus-cibles (muscles du membre
postérieur)

- la présence du vecteur (particules infectieuses et génome) dans la circulation
sanguine au cours de temps

- la biodistribution générale du génome AAVr dans tous les tissus au moment du
sacrifice des animaux

- le profil d’expression du transgéne au cours du temps

- les formes moléculaires du génome AAVT retrouvées dans le muscle a long terme.

Les résultats de cette étude sont présentés dans 1’article qui suit, publi€¢ en juillet 2008 dans

le journal Molecular Therapy.
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original article

Safety and Efficacy of Regional Intravenous (RI)
Versus Intramuscular (IM) Delivery of rAAV1 and
rAAV8 to Nonhuman Primate Skeletal Muscle

Alice Toromanoff!, Yan Chérel?, Mickaél Guilbaud'?, Magalie Penaud-Budloo’, Richard O Snyder'#,
Mark E Haskins®, Jack-Yves Deschamps?®, Lydie Guigand?, Guillaume Podevin’, Valder R Arruda®,
Katherine A High®®, Hansell H Stedman'®, Fabienne Rolling’, Ignacio Anegon'', Philippe Moullier'3#

and Caroline Le Guiner?

"INSERM UMR 649, CHU Nantes, Faculté de Médecine, Université de Nantes, Nantes, France; 2INRA UMR 703, Ecole Nationale Vétérinaire, Nantes,
France; 3EFS Pays de la Loire, Nantes, France; *Department of Molecular Genetics and Microbiology, University of Florida, Gainesville, Forida, USA;
3School of Veterinary Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA; ¢Service des Urgences, Ecole Nationale Vétérinaire,
Nantes, France; "Service de Chirurgie Pédiatrique, CHU Hétel-Dieu, Nantes, France; ®The Children’s Hospital of Philadelphia, Department of Pediatrics,
University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA; *Howard Hughes Medical Institute, The Children’s Hospital of Philadelphia, Philadelphia,
Pennsylvania, USA; "®Department of Surgery, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA; "INSERM UMR 643, CHU Nantes,

Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, Faculté de Médecine, Université de Nantes, Nantes, France

We developed a drug-free regional intravenous (RI)
delivery protocol of recombinant adeno-associated virus
(rAAV) T and 8 to an entire limb in the nonhuman primate
(NHP), and compared the results with those produced by
intramuscular (IM) delivery of the same dose of vector.
We show that Rl delivery of both serotypes was remark-
ably well tolerated with no adverse side-effects. After IM,
muscle transduction was restricted to the site of injection
with a high number of vector copies per cell for rAAV1.
In contrast, although RI delivery resulted in a lower vec-
tor copy per cell, it was detectable in the vast majority
of muscles of the injected limb. The amounts of circulat-
ing infectious rAAV were similar for both serotypes and
modes of delivery. At autopsy at up to 34 months after
vector administration, similar biodistribution patterns
were found for both vectors and for both modes of deliv-
ery, with numerous organs found to be positive for vec-
tor sequence when assayed using PCR and Southern blot.
Altogether, we demonstrated that Rl is a simple and effi-
cient transduction protocol in NHPs, resulting in higher
expression of the transgene with a lower number of vec-
tor genomes per cell. However, regardless of the mode of
delivery, concerns continue to be raised by the presence
of vector sequences detected at distant sites.

Received 31 January 2008; accepted 2 April 2008; published online
6 May 2008. doi:10.1038/mt.2008.87

INTRODUCTION

Intramuscular (IM) injection of recombinant adeno-associated
virus (rAAV) vectors was investigated in preclinical models as a
potential means to deliver secreted gene products to the serum.'-"
Clinical translation of this approach was reported in the cases of

hemophilia B,'*'* a-antitrypsin-deficient,'® and lipoprotein lipase-
deficient patients."”

However, two major drawbacks associated with IM rAAV
delivery are: (i) the high risk of immune responses because of the
large amounts of vector and/or high levels of transgene expression
in a restricted area;>*!>1%-2% (jj) the need for widespread transduc-
tion of most muscles when addressing the treatment of muscular
dystrophies.

Early studies of gene transfer to total striated muscle were
initiated almost two decades ago. Instead of multiple IM injec-
tions, invasive high-pressure arterial infusion protocols were
developed and used in dogs! and nonhuman primates (NHPs)* to
achieve expression of foreign genes throughout the muscles of the
hindlimb. These approaches also often included vascular permea-
bility factors such as histamine or papaverine to achieve acute per-
meabilization of the peripheral microvasculature so as to enhance
tissue transduction. Since then, significant improvements have
been made, including a tourniquet placed at the level of the proxi-
mal thigh followed by a high-pressure infusion through a periph-
eral distal vein in the absence of vascular pharmaceutical agents.*”
Using this simple and drug-free afferent transvenular retrograde
extravasation (also called “regional intravenous” or RI) procedure
in rats and dogs, delivery of 10" vector genome (vg)/kg of rAAV1
led to uniform gene transfer to muscle fibers of the entire limb
with no clinical evidence of postprocedural peripheral valvular
incompetence.”

Another aspect of rA AV-mediated muscle transduction is that
certain rAAV serotypes emerged as superior at transducing skel-
etal muscle after either systemic or IM delivery. In mice, rAAVT,
rAAV6, and (more recently) rAAV7 and rAAVS, were shown to be
far moreefficient in this respect than r AAV2,2#1825-3 In hemaophilic
dogs, higher levels of transgene expression were achieved with
rAAVI than with rAAV2."® IM delivery of rAAV1 was also

Correspondence: Caroline Le Guiner, INSERM UMR 649, Batiment Jean Monnet, CHU Hétel-Dieu, 30 Boulevard Jean Monnet, 44035 Nantes Cedex 07,
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rAAV Delivery in Nonhuman Primate Skeletal Muscle

successful in the lipoprotein lipase-deficient cat model.” Finally,
in NHPs, rAAV1 had an enhanced ability for skeletal muscle
transduction.”! However, side-by-side comparative studies and
evaluation of rAAVS in skeletal muscles of large animal models
are essentially lacking.

At this point of time, when: (i) rAAV vectors in clinical tri-
als targeting the skeletal muscle are exclusively administered IM
for which, however, dose-dependent immune toxicity data were
established experimentally in preclinical models; (ii) the recent
development of a simple and drug-free RI rAAV delivery method
to muscle in dogs has been described; and (iii) alternative rAAV
serotypes with higher muscle tropism are available, a better under-
standing of the factors that can influence safety and optimize skel-
etal muscle transduction is still warranted.

In this study, the safety profiles of rAAV1 versus rAAVS vec-
tors were established from a cohort of eight NHPs. Vectors were
administered either by IM or RI at an identical vector genome per
kilogram dosage. Immediate and long-term monitoring (up to
34 months) of the animals included: (i) clinical and biochemical
parameters; (ii) in sifu transduction patterns; (iii) leakage in the
circulation; (iv) complete biodistribution spectrum of the rAAV
genome in all organs at the time of Killing the animal; (v) trans-
gene expression profiles; and (vi) molecular status of the rAAV
genome in the muscle.

RESULTS

Clinical and biological tolerance of the

injection protocols

Our first four NHPs (Mac 1 through Mac 4) received rAAV1 while
the next four NHPs (Mac 5 through Mac 8) received rAAVS vec-
tor. Within each group, the first two animals had the rAAV vector
administered by IM (Mac 1, Mac 2 and Mac 5, Mac 6), whereas
the last two received it by RI (Mac 3, Mac 4 and Mac 7, Mac 8). The
vector encoded for a functional mutated form of the immunosup-
pressor CTLA4Ig, known as LEA29Y."

Neither of the rAAV serotypes and neither mode of delivery
exhibited detectable immediate or delayed adverse outcomes. RI,
which lasted 30-40 minutes from the installation of the tourniquet
to the removal of the venous catheter, was consistently well toler-
ated. Clinical laboratory parameters including creatine kinase,
electrolytes, kidney and liver function tests, and complete blood
count remained normal in the hours, days, and weeks after injec-
tion (data not shown). The innate immune system was also moni-
tored from 30 minutes until 1 week after injection by measuring
the inflammatory cytokines interleukin-6 and tumor necrosis
factor-a in the sera of all eight animals. We found no significant
elevation in any of them (data not shown).

Muscle transduction pattern after IM versus RI
administration of rAAV

In order to establish a short-term transduction assessment, mus-
cle biopsies were obtained 5 weeks after the injection. In the IM
group, one biopsy was carried out at one of the pretattooed sites
of rAAV injection and another one ~1 cm away. In the RI group,
biopsies were obtained from two muscles in the transduced
leg (gastrocnemius and tibialis anterior) and two others in the
homolateral thigh (biceps femoris and sartorius). Vector copy
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Table 1 Vector genome copy numbers per diploid genome in injected
muscle biopsies obtained after surgical biopsies 5 weeks after rAAV
delivery

rAAV1 rAAVS
IM group
Mac 1 Mac 2 Mac 5 Mac 6
Injection site 189 50 3.6 6.5
=1 cm away 24 7 29 3.6
RI group
Mac 3 Mac 4 Mac 7 Mac 8
Gastrocnemius 15 28.9 1 4.4
Tibialis anterior 1.6 09 0.5 0.9
Biceps femoris 13.7 14 0.7 34
Sartorius L.1 0.1 0.04 0.1

Abbreviation: Mac, macaque.

In the intramuscular (IM) group, one biopsy was done precisely at one of the
injection site (pretattoed) and another biopsy =1cm away. In the regional
intravenous (RI) group, biopsies were obtained from two muscles in the infused
leg (gastrocnemius and tibialis anterior) and two others in the homolateral thigh
(biceps, femoris, and sartorius). Vector copy numbers per diploid genome were
determined by quantitative PCR.

a b =

Figure 1 CTLA4 staining of rAAV-LEA29Y-injected muscles 5 weeks
after rAAV delivery. Samples obtained from muscle biopsies. Scale
bar = 250pm. (a) Mack-injected muscle. (b) rAAV1-IM-injected muscle.
Cryosection obtained at the injection site (tibialis anterior from Mac 1).
(c) rAAV1-Rl-injected muscle (gastrocnemius from Mac 3). IM, intra-
muscular; Mac, macaque; rAAV, recombinant adeno-associated virus. RI,
regional intravenous.

numbers were determined by quantitative PCR using the LEA29Y
sequence present in the rAAV genome. The endogenous g-globin
gene served as the infernal reference and the sensitivity was 0.01
LEA29Y copy/diploid genome. As shown in Table 1, IM injection
of rAAV1 resulted in a steep gradient with vector copy numbers
being high at the site of the injection and 7 to 8 times lower ~1 cm
away. In contrast, rAAVS administered by IM resulted in reduced
vector copy numbers at the injection site but these numbers were
maintained within a radius of ~1cm. This suggests that rAAVS
has the ability to diffuse more effectively than rAAV1 within the
skeletal muscle after IM delivery. The RI delivery route resulted
in a diffuse transduction pattern in all the muscles of the injected
limb, with ~5 to 6 times more vg/diploid of genome seen with the
use of rAAV1 than with rAAVS.

We correlated the quantitative PCR findings with immu-
nohistochemical analysis using an anti-CTLA4 antibody. We
showed the presence of LEA29Y-positive myofibers arranged
in clusters only at the IM injection site of the rAAV1 vector
(Figure 1b), whereas RI delivery of the same serotype showed
more evenly distributed staining (Figure 1¢). The average vector
copy numbers were too low in the rAAVS groups to allow the
immunohistochemical detection of LEA29Y-positive fibers.
Altogether, both assays were consistent and indicated that, at
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Table 2 Muscle transduction pattern at euthanasia

rAAV Delivery in Nonhuman Primate Skeletal Muscle

rAAV1 rAAVS
M RI M RI
Mac 1 Mac 2 Mac 3 Mac 4 Mac 5 Mac 6 Mac 7 Mac 8
Pelvis
Rectus abdominis nd nd nd nd nd nd nd nd
Coccygeal nd nd nd 0.06 nd nd 0.1 nd
Gluteus medius nd nd nd nd nd nd nd nd
Gluteus maximus nd nd 0.08 0.1 nd nd nd nd
Thigh
Tensor of fascia lata nd nd 0.01 nd nd nd nd nd
Rectus femoris nd nd 0.6 0.03 nd nd nd nd
Vastus lateralis nd nd nd nd 0.02 0.1
Vastus intermedius nd nd nd nd 0.1 0.8
Biceps femoris nd nd nd nd 0.3 nd
Semitendinosus nd nd nd nd 0.2 0.07
Semimembranosus nd nd nd nd 0.3 0.06
Sartorius nd nd 0.08 nd 0.4 0.7
Gracilis nd nd nd nd 0.5 0.3
Adductor magnus nd nd 0.03 0.8 nd nd 0.02 0.02
Leg
Tibialis anterior 0.1 0.1 0.05
Abductor digitorum longus nd nd 1 nd 0.2 0.4
Peroneus longus _ NA NA L5 0.05 0.3
Gastrocnemius lateralis nd nd nd nd 1.1 0.3
Gastrocnemius medialis nd nd nd nd 1.3 0.6
Soleus nd nd nd nd 1 0.3
Flexor digitorum lateralis nd nd 0.3 3.1 nd nd 1.5 0.5
Flexor digitorum medialis nd nd 0.8 4.7 nd nd 0.7 0.3
Flexor digitorum brevis nd nd nd 2.5 nd 0.01 0.03 0.09
Quadratus plantae nd nd nd 0.9 nd nd nd 0.1
Noninjected limb
Biceps femoris nd nd nd 0.01 nd nd 0.06 nd
Sartorius nd nd 0.06 0.02 nd nd nd nd
Tibialis anterior nd nd nd nd nd nd nd nd
Gastrocnemius lateralis nd nd nd nd nd nd nd nd

Abbreviations: IM, intramuscular; Mac, macaque; NA, not available; rAAV, recombinant adeno-associated virus; Rl, regional intravenous.
Vector genome copy numbers per diploid genome were determined by quantitative PCR and are represented by a color code: white indicates not detected (nd) or
values <0.01 copy per diploid genome; light gray indicates values =0.01 and <5 copies/diploid genome; dark gray indicates values =5 vector genome copies/diploid

gename.

5 weeks after the direct IM administration of rAAV1, the particles
associated with high local vector genome copy numbers showed
little diffusion info the muscle.

Between 14 and 34 months after the injection, the animals
were killed and each muscle of the injected limb was carefully
dissected. The quantitative PCR analysis described earlier was
performed on total DNA extracted from a biopsy taken from
the middle of each muscle. IM delivery of rAAV1 and rAAVS
resulted in transduction that was essentially confined to the
injected muscle. In contrast, after RI delivery vector genome was
detected throughout the muscle groups supplied by the injected

Molecular Therapy vol. 16 no. 7 july 2008

vessel, with significantly more vector genomes in the entire limb
when injected with rAAV1 than with rAAVS (4.1 +5.1and 0.3 £
0.4 vg/diploid genome, respectively; P < 0.05, analysis of variance)
(Table 2, Figure 2).

Vector biodistribution
Because vector doses were identical among all the groups, a com-
parative analysis of rAAV spreading was possible, both in the sera
and in several distant organs.

In the sera, obtained immediately after the injection and in
the following days, the circulating infectious rAAV particles were
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Thigh

Leg

Figure 2 Spatial representation of the presence of the vector genome
in the muscles of the infected limbs. (a,c) Representation at mid-thigh
and (b,d) mid-leg for (a,b) rAAV1- and (c,d) rAAV8-infused limbs. Color
code: (i) white muscles, <0.01 vector genome (vg)/diploid genome;
(ii) light gray muscles, 0.01-5vg/diploid genome; (iii) dark gray muscles,
=5vg/diploid genome. rAAY, recombinant adeno-associated virus.
monitored using a replication centre assay,® with a sensitivity of
5 % 10* infectious particles/ml of serum (ip/ml). For both sero-
types, the number of infectious particles/milliliter was maximal at
30 minutes when delivered by the RI route and at 6 hours when
delivered IM (data not shown). Interestingly, at the maximal num-
ber of infectious particles per milliliter and assuming that the total
serum volume of a macaque is 4% of its weight, the percentages
of infectious virions found in the serum with reference to the total
dose injected were not significantly different (P > 0.05, analysis of
variance) between the IM and RI groups (5.2 £3.2% and 114+
4.6%, respectively). The replication centre assay became negative for
all the animals within 7 days after the injection irrespective of the
rAAV serotype and the mode of delivery used (data not shown).

Using PCR, we also investigated the presence of rAAV in the
serum, after DNAse treatment, looking for the physical presence of
particles. The sensitivity of the test was 350 vg/ml of serum. Serum
samples from day 2 to 3 months atter the injection were found to
be positive for several weeks for the rAAV1 vector, whereas the
rAAV genome was no longer detectable at 1week after the injec-
tion of of rAAVS (Table 3).

In order to enhance the sensitivity of vector genome detec-
tion in solid tissues, PCR amplicons were further processed
using Southern blot. With this combined approach, a thresh-
old of 0.1 vector genomes could be detected in 75ng of total
DNA (~3 x 10~°copy/diploid genome). It was applied to total
DNA extracted from biopsy samples (liver, draining and dis-
tant lymph nodes, and one of the two gonads) taken between
5 and 26 months after the injection. All samples except the one
gonad from Mac 8 were positive for vector sequence (Table 4).
Further, at the time-points at which the animals were killed
(14-34 months after the injection), vector sequence was found
in all samples of liver, draining and distant lymph nodes, spleen,
and kidney, regardless of the serotype and the mode of delivery.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were all positive
for vector sequences within the first 3 months after injection.
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Table 3 Detection of rAAV vector sequences by PCR in serum
Time after injection of rAAV-LEA29Y

Before 2 4 7 14 1 2 3
Injection days days days days month months months

rAAVl
IM
Mac 1 - + + + + + - -
Mac 2 - + + + + - - -
RI
Mac 3 - + + + + + + -
Mac 4 - + + + + - - -
rAAVS
IM
Mac 5 - + + + - - - -
Mac 6 - + + - - - - -
RI
Mac 7 - + + - - - - -
Mac 8 - + - - - - - -

Abbreviations: IM, intramuscular; Mac, macaque; rAAV, recombinant adeno-
associated virus; Rl, regional intravenous.

Sera obtained from each individual at the indicated time points were DMase
treated, and encapsidated vector DMA was extracted. Detection on agarose gel
of the vector genome after PCR is indicated as (+), lack of signal as (-).

Surprisingly, at the time-points at which the animals were killed,
PBMCs from the rAAV1 group were still positive for the vector,
whereas PBMC from 3 of the 4 animals injected with rAAVS
were negafive (Table 4).

Figure 3 is a representative example of an animal (Mac 1) in
which vector sequence was detected in major organs 34 months
after the injection of rAAV 1. A striking finding was the persistence
of the transgene in all the lymphoid territories investigated.

Finally, a comprehensive PCR/Southern blot analysis was per-
formed on all the organs collected from each of the animals at the
time they were killed (Supplementary Table §1). All the animals,
including Mac 5, Mac 7, and Mac 8 which had PBMCs negative
for vector genome for several months before they were killed
(Table 4), exhibited transduction in a variety of organs.

Transgene expression pattern

Even though Mac 1 to 4 received identical doses of rAAV1, the
average serum levels of LEA29Y were =5-8 times higher after
RI delivery than after IM delivery (Figure 4a). In contrast, both
IM and RI administration of rAAVS and RI delivery of rAAV1
resulted in identical levels of LEA29Y serum levels (Figure 4b).
However, Mac 5 developed a transient humoral response against
the transgene product, characterized by the generation of anti-
LEA29Y antibodies (data not shown).

In order to investigate whether, after IM delivery, the
transduced muscles were solely responsible for LEA29Y secre-
tion, both the tibialis anterior and the peroneus longus from Mac
1, 2, 5, and 6 were surgically removed and the transgene expres-
sion was monitored. Interestingly, although transgene secretion
dropped after the expected half-life of =2 weeks, (http://bms.
com/products/data/index.html, Orencia; Bristol-Meyers Squibb,
Princetown, NJ), LEA29Y persisted even thereafter at about
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Table 4 Detection of rAAV vector sequences by PCR and Southern blot in major organs

Tissues
Biopsies Euthanasia
Liver Draining LN Distant LN Gonad Liver  Draining LN DistantLN Gonad Kidney Spleen  PBMC (a/b)
rAAV1
In
Mac 1 + + + + + + + + + + 34/34
Mac 2 + + + + + + + - + + 34/34
RI
Mac 3 + + + + + + + + + + 27/27
Mac 4 + + + + + + + - + + 14/14
rAAVE
In
Mac 5 + + + + + + + - + + 15/19
Mac 6 + + + + + + + - + + 20/20
RI
Mac 7 + + + + + + + + + + 3/20
Mac 8 + + + - + + + - + + 13/19

Abbreviations: IM, intramuscular; LN, lymph node; Mac, macaque; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; rAAY, recombinant adeno-associated virus; RI, regional

intravenous.

Total DMA was extracted and PCR/Southern blot analysis were carried out as described in Material and Methods. Biopsies were carried out 5-26 months after the
rAAV injection (p.i.) for liver, 3 months after the injection for LN, 2-10 months p.i. for gonads. Positive (+) and negative (—) signals with appropriate controls. (a/b),
{a) latest month p.i. when PBMC were found positive for vector genome; (b), euthanasia (months p.i.).

one-third to one-half of the presurgery levels, indicating the pres-
ence of additional ectopic sites of transgene secretion (Figure 4a
and b, inserts). Because of the presence of low titers of anti-
LEA29Y antibodies, Mac 5 showed a dramatic decline in LEA29Y
levels immediately after the surgery. Yet, at the time-point when
the animal was killed, the antibodies were still detectable (data not
shown), but serum LEA29Y levels were stable at a value similar to
that in Mac 6 (Figure 4b, insert).

In order to document the presence of ectopic secretion sites
of LEA29Y, reverse transcriptase-PCR analyses were performed.
At the time-points when the animals were killed, the PBMCs and
spleen had no detectable LEA29Y transcripts, but all the livers
and most of the draining lymph nodes displayed an amplifica-
tion product, whereas none was detected in the absence of reverse
transcriptase (data not shown).

In situ vector structure

Finally, we asked the question whether the mode of delivery, IM
versus RI, would result in different rAAV molecular structures.
The rAAV sequences were analyzed using Southern blotting after
electrophoresis of total DNA from IM- and RI-injected muscles
21-27 months after the injections. Using the Woodchuck hepatitis
post-transcriptional regulatory element and polyA sequences to
probe the rAAV molecules, we found, in both IM and RI groups,
an identical pattern irrespective of the serotype (Supplementary
Figure S1 and Supplementary Materials and Methods). When
total DNA was digested by Xbal, an enzyme that does not cut
within the rAAV genome, the status of the input vector DNA was
more easily detectable. For both IM and RI delivery, no single-
stranded rAAV genome was observed, but a signal correspond-
ing to the expected size for the double-stranded monomer was
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present, as well as high-molecular-weight forms. Using EcoRI,
a single-cufter enzyme, vector genomes were resolved either as
head-to-head or head-to-tail repeats.

DISCUSSION

In this study, using NHPs, we carried out side-by-side testing of
RI versus IM delivery of rAAV1 and rAAVS vectors, which are
among the most efficient serotypes for transduction of skeletal
muscle. At a time when studies have raised concerns about the
potential for rAAV-mediated insertional mutagenesis in mouse
liver,*** and the host immune response against the transgene'*"
or the AAV capsid®® in large animals, determining the presence
of the transgene within and outside the target tissue was thought
to be pertinent.

Consistent with the results of a study involving RI adminis-
tration of rAAV2 in dogs,” our first observation was that the RI
delivery procedure in primates was particularly well-tolerated,
with no detectable side-effects during and after the proce-
dure. Quantification of the recombinant genome indicated that,
at 5weeks after RI administration and at the time of killing
(14-20 months after the injection), both rAAV1 and rAAVS had
transduced the vast majority of the muscles in the entire limb. It
is difficult to compare these results with those of earlier studies
involving RI administration in large animal models, because none
of those studies had quantified the number of vector copies in the
perfused limb."* However, even though the dose we administered
was 20 times less than the one used in the Su ef al. study,” we
were able to detect significant amounts of vector genomes in most
muscles of the leg and thigh.

Our data also indicate that rAAV1 diffuses poorly after IM
injection, as shown by the fact that the transduction gradient
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Figure 3 PCR detection of rAAV-LEA29Y vector in major organs. Total
DNA was extracted from each tissue at the time of killing the animals.
(a) Representative example obtained from Mac 1 injected intramuscu-
larly (IM) with recombinant adeno-associated virus-1 (rAAV1) in its right
tibialis anterior muscle. The 668-base pair (bp) fragment corresponds to
the vector amplicons detected 34 months after rAAV delivery: PCR prod-
ucts were separated on an agarose gel (open arrow), then transferred to
a nylon membrane and hybridized to a LEA29Y probe (solid arrow). Each
sample was also subjected to amplification of a 219-bp glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase DNA fragment (gray arrow). Also shown
are the DNA marker (M), a positive control from the vector plasmid (C+),
and a negative control obtained from peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) DNA before rAAV injection (C-). (b) Schematic drawing of the
detection of vector sequence in selected organs (gray color) 34 months
after IM delivery of rAAV1. L, liver, G, gonads, K, kidneys, S, spleen, and
grey circles, lymph nodes. Mac, macaque.

expressed as vg/diploid genome between the site of injection and
the surrounding area was seven- to eightfold whereas this gra-
dient was absent for rAAVS. A similar finding was made with
rAAV?2 vector encoding for factor IX after IM administration in
normal dogs.' Eight weeks after the injection, factor IX expression
was found confined to the sites of injection, with a radius of diffu-
sion of =0.5mm. This shows that rAAV1 and rAAV2 seem to be
unable to cross the physical and biological barriers that limit gene
vector dissemination within the skeletal muscle. In contrast, it
was recently shown that after intravenous or IM delivery in adult
mice and hamsters, rAAV8 could cross the capillary blood ves-
sel barriers in the skeletal muscle more efficiently than rAAV1.%
This may partly explain the dramatic difference in the LEA29Y
secretion pattern found in our IM cohorts, with identical vector
doses resulting in a =5-8 times higher secretion of LEA29Y with
rAAVS than with rAAV1.
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Figure 4 Kinetic of circulating levels of LEA29Y after rAAV-mediated
gene transfer in the eight macaques. (a) rAAV1-injected animals
(closed diamonds, Mac 1, closed circles, Mac 2, closed triangles, Mac 3,
closed squares Mac 4) and (b) rAAV8-injected animals (closed diamonds,
Mac 5, closed circles, Mac 6, closed triangles, Mac 7, closed squares,
Mac 8) injected animals. Open symbols represent serum LEA29Y levels
after the entire injected muscle was surgically removed in all intramuscu-
larly (IM)-injected animal. Inserts represent zooms of the LEA29Y secre-
tion profiles obtained in the animals of the IM group after remove of the
injected muscles. Mac, macacue.

However, even though the secretion levels of LEA29Y after IM
and RI delivery of rAAV8 were higher than or similar to those
obtained with the use of rAAV1, the numbers of vector copies
detected in rAAV8-transduced muscles were significantly lower
than when rAAV1 was used. These data suggest that there could
be differences in some early steps of the transduction processes
of rAAV1 and rAAVS, as has been shown when comparing the
action of rAAV?2 versus rAAVS8 in mouse liver.* Although we
showed that the extrachromosomal molecular status of both vec-
tors was identical several months after the injection, the release of
single-stranded rAAV1 genomes within the nucleus at early time-
points may be less efficient than with rAAVS. This is a possible
explanation for the fact that rAAVS is finally biologically more
active than rAAV1.

rAAV1 and rAAV2 on the one hand and rAAVS on the other
could be viewed as extreme serotypes in terms of intramuscu-
lar diffusion ability, leading to high versus low concentrations
of transgene product at the IM injection site. This, in turn, may
activate cytotoxic T-lymphocyte (CTL) responses and/or antibody
formation against the transgene and/or the capsid.*'*-**4-# High
local transgene product may also promote misfolding and/or
aberrant post-translation modifications,** which may favor host
immune recognition.

Our data also indicate that both rAAV1 and rAAVS, as well
as IM and RI protocols, led to delayed but similar levels of infec-
tious particle leakages from the target organ within hours after the
injection. This may favor the transduction of other organs, includ-
ing the lymphoid organs, which are critically involved in antigen
presentation and in initiation of the immune response. In fact,
using a sensitive detection assay, vector genomes were found in
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the vast majority of the tissues regardless of the serotype and the
route of administration. Regarding the PBMCs, although vector
genomes were easily detectable by PCR in the first few days after
injection in all the macaques, the amplicons had to be further
processed by Southern blot in order to be detectable for several
months and up to the killing of the animals 34 months after the
injection. The genome was transcriptionally active in the liver and
in the draining lymph nodes, a finding that may provide an expla-
nation for the persistent presence of LEA29Y in the serum after
the transduced muscles were surgically removed.

The finding that vector genome was cleared from the sera was
surprising, because rAAV1 vector remained detectable by PCR
for 1-2 months after the injection (Mac 1, Mac 3). However, these
results were consistent with similar findings obtained from blood
samples of mice and rabbits that were given, through the IM route,
rAAV1 encoding for the a-1-antitrypsin cDNA.* In that study, it
was unclear whether the recombinant genome was detected in the
serum, in the PBMCs or in both. In contrast, rAAVS could be cleared
from the serum within a week. What we detected in sera could not
have been a contamination of vector genome originating from
transduced PBMC DNA, because a housekeeping gene (glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase) could not be amplified (data not
shown). Therefore rAAV1 remains detectable as DNase-resistant
particles for an unusually long period of time after the injection.
Although this could be an intrinsic feature of this serotype, in cer-
tain tissues such as the skeletal muscle, virions may be trapped as
intact particles in “protective” locations such as the transverse (T)
tubules, which are unique to skeletal and cardiac muscle. rA AV vec-
tors would then be slowly released over time into the systemic com-
partment, a hypothesis that had already been proposed for rAAV2
particles.* This explanation supports the common observation that
rAAV vectors elicit delayed and robust immune infiltrates after IM
delivery regardless of the transgene expressed, the promoter, the
viral purification methods, or the injection of empty versus full
rAAV particles.* %% Sych a slow-release mechanism from remote
“protective” sites could also help to explain why it has not been pos-
sible to model the elimination of in vivo transduced target cells by a
capsid-specific CTL response >4

In summary, we showed, in NHPs, that IM delivery of a clini-
cally relevant dose of either rAAV1 or rAAVS was followed by
significant leakage, which, in turn, resulted in widespread trans-
duction of most of the organs. Among them, all the lymphoid
organs tested and all the livers were transduced, which raises con-
cerns in the light of the recently described rA AV-related liver geno-
toxicity in mice™ and immunotoxicity in hemophilia B patients.™
Further, we demonstrated the existence of an efficient limiting
factor during rAAV1 transduction when delivered by IM in NHP
muscle. The lack of IM diffusion of rAAV1 as opposed to rAAVS
from the IM site is a possible explanation. Finally, regardless of
the serotype used, RI delivery was well tolerated and remarkably
efficient, with transduction events being reproducibly detected in
the 20 hindlimb muscles.

MATERIALS AND METHODS

Vector production. The vector plasmid was generated by cloning the
LEA29Y sequence in the pZA backbone (kindly provided by J.M. Wilson,
Philadelphia, PA) between the rous sarcoma virus (RSV) promoter and
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the Woodchuck hepatitis post-transcriptional regulatory element. The
LEA29Y sequence was obtained by oligonucleotide-directed mutagenesis
leading to the substitution of two amino acids, i.e., LI04E and A29Y,* in
the CTLA4-Ig sequence (kindly provided by B. Vanhove, INSERM UMR
643-Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation,
Nantes, France). Recombinant AAVs were manufactured as described
elsewhere and purified by cesium chloride density gradients followed by
extensive dialysis against phosphate-buffered saline (PBS). Given that the
aim of our study was to compare two different rAAV serotypes and two
different modes of delivery, all the animals had to receive the same dose of
vector. For this, each vector stock was titered repeatedly using dot blot and
quantitative PCR by different individuals, in our laboratory as well as in
Genethon (Evry, France).

Animals. Experiments were conducted on 3-5kg male captive-bred
cynomolgus macaques purchased from BioPrim (Baziége, France). The
Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Nantes
(France) approved the protocol. We selected primates that had no detect-
able neutralizing antibody against AAV serotypes 1 and 8 in the serum.
All blood samples were collected under ketamine-induced anesthesia
(10 mg/kg). Surgical biopsies (muscle, lymph nodes, liver, and gonad) were
performed under ketamine (8 mg/kg)/metedomidine (20 pg/kg)-induced
anesthesia, and marbofloxacin and meloxicam were administered for
the following 3-5 days so as to avoid discomfort for the animal. The ani-
mals were killed at different time-points after the injection (Footnote b in
Table 4) and tissues were collected (Supplementary Table S1).

Vector administration. Eight macaques were distributed between two
groups. The first four animals (Mac 1 through Mac 4) received the
rAAV1 serotype whereas the next four (Mac 5 through Mac 8) received
the rAAVS vector serotype. Within each of the two serotype groups,
the first two animals had the rAAV vector administered by IM (Mac 1
and Mac 2; Mac 5 and Mac &), whereas the last two received the vector
by RI (Mac 3 and Mac 4; Mac 7 and Mac 8). In order to prevent an even-
tual immune response against the human LEA29Y, each macaque was
immunosupressed with 40 mg/kg/j of mycophenolate mofetil and 5 mgy/j
of prednisone, both orally administered, during the first 3 weeks after
rAAV administration.

IM delivery: Anesthesia was induced with medetomidine in
combination with ketamine and maintained with isoflurane. The total
vector dose was 5 x 10" vg/kg split over three pretattooed injection sites
along the tibialis anterior muscle in a total volume, per injection site, of
170-300pul depending on the weight of the animal.

RIdelivery: The procedure for RIdelivery has been published elsewhere,
and this was adapted to the NHP model with no medification.”” Briefly,
anesthetized macaques underwent cannulation of the small saphenous
vein with a 22-gauge catheter. A tourniquet was placed transmuscularly at
the level of the coxo-femoral articulation. Standard intravenous tubing and
pressure bag were used for administering rAAV-LEA29Y (5 x 10%vg/kg)
diluted in 50 ml/kg of sterile Ringer-lactate solution, at a delivery pressure
of 350mmHg for 5minutes. Once the vector was infused, the limb
appeared dramatically swollen. Transvenular extravasation of the vector
was allowed for 15 minutes, after which the tourniquet was released and
the venous cannula removed.

DNA analysis
Extraction of rAAV DNA from serum: Using the Qiamp Viral RNA minikit
(Qiagen SA, Courtaboeuf, France), rAAV DNA was extracted from 140 pl
of serum that had been incubated with 30U of DNase I {(Roche Applied
Science, Meylan, France) for 1 hours at 37 °C. One tenth of the extraction
(8 ul) was then analyzed using PCR.

Extraction of genomic DNA from PBMCs and other tissues:
Mononuclear cells were isolated by density-gradient centrifugation on
Ficoll-Hypaque (Eurobio, Courtaboeuf, France). Total DNA was extracted
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from PBMCs using the Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega,
Charbonniéres-les-Bains, France). Total DNA from other tissues was
extracted as described earlier.?

PCR analyses: PCR analyses were performed using 75 and 750 ng of
DNA. The 5 primer (5'-GGAGGCACTGGGCAGGTAA) was located
in the chimeric intron after the rous sarcoma virus promoter, and the
¥-primer (5-GTCCAGGCAGGATCGACCT) encompassing the extra
cellular domain of CTLA4 and the Fc fragment of IgG1 DNA sequences.
We used GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, Charbonniéres-les-
Bains, France) and a GeneAmp PCR System 9700 thermocycler
(Applied Biosystems, Foster City, California). The PCR cycle was: initial
denaturation at 94°C for 5 minutes followed by 35 cycles at 94°C for
30 seconds, 68°C for 30 seconds, and 72 °C for 30 seconds, and extension
at 72°C for 10 minutes. Amplified products were analyzed using agarose
gel electrophoresis followed by transfer under alkaline conditions to
Hybond N* membrane (GE Healthcare Life Science, Buckingamshire,
UK). The membrane was hybridized to a 651-base pair LEA29Y
fluorescein-labeled probe ( Gene Images Random Prime Labeling Module;
GE Healthcare Life Science). A control reaction was performed to detect
the cynomolgus glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase sequence
(3'-CGGATTTGGTCGTATTGGG-3'/5'-GGGATCTCGCTC
CTGGAAG-3"). The PCR cycle was: initial denaturation at 94°C for
5 minutes followed by 35 cycles at 94°C for 30 seconds, 56 °C for 30 seconds,
and 72°C for 30 seconds, and extension at 72 °C for 10 minutes.

Quantitative PCR analysis: Quantitative PCR were conducted on a
LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Meylan, France) using 10 and
30ng of genomic DNA in duplicates. All reactions were performed in a
20l final volume containing 5yl of template DNA, 10pl of Premix Ex
Taq (TaKaRa, Shiga, Japan), 0.4 ul of ROX Reference Dye (TaKaRa, Shiga,
Japan), 0.2 umel/l of each primer, and 0.1 pmol/l of probe. Transgene
copy numbers were determined using primers designed to specifically
amplify the transgene sequence, and genomic DNA copy numbers were
determined using primers designed to amplity the macaque e-globin
gene. For each sample, C, values were compared with those obtained
with plasmid (containing either the LEA29Y sequence or the macaque
e-globin sequence) standard dilutions. The thermal profile was (identical
for all reactions): 5 minutes at 95°C, followed by 45 cycles at 95°C
for 15 seconds and 60°C for 1 minutes. The primers for the transgene
sequence were: forward 5-AAGGTTACAAGACAGGTTTAAGG-3,
reverse 5-ATGCTTGGAAACAGGAGTGC-3; the probe in this
system was 5-CATCCACTTTGCCTTTCTCTCCA-3. The primers for
e-globin were: forward 5-TGGCAAGGAGTTCACCCCT-3', reverse
5-AATGGCGACAGCAGACACC-3" the probe was 5-FAM-TGCAGG
CTGCCTGGCAGAAGC-3-TAMRA.

Immunohistochemical analysis. The detection of LEA29Y was carried
out in accordance with classical immunohistochemical procedures. Six-
micrometer-thick cryostat sections from muscle samples were collected on
poly-1-lysine-coated slides, fixed in acetone, and incubated. The sections
were then pretreated with PBS containing 2% of normal goat serum (Dako,
Trappes, France) so as to block nonspecific binding sites. Incubation was
carried out for 1 hour at 37°C in a moist chamber with a polyclonal
antibody directed against human CTLA4 (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany) diluted 1/200 in PES containing 2% bovine serum
albumin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). After three washes in
PBS, the sections were incubated with a biotinylated secondary goat anti-
rabbit IgG antibody (Dako) diluted 1:300 in PBS containing 2% normal rat
serum (Dako). Immunoreactivity was detected using a streptavidin-biotin-
peroxidase (Dako) technique, and diaminobenzidine tetrahydrochloride
(Dako) was used as the chromogen.

Transgene detection. Circulating LEA29Y was detected using sand-
wich enzyme-linked immunosorbent assay. Plates (Maxisorp; Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) were coated overnight at 4°C with 50 ul at 2.5 pg/ml
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of a mouse anti-human CTLA4 antibody (BNI3; Immunotech, Marseille,
France). The plates were then incubated with a blocking solution (PBS,
0.1% Tween, 1% bovine serum albumin) and further incubated for 2 hours
at 37°C with serial dilution of macaques sera in PBS, 0.1% Tween. After
extensive washing, a biotin-conjugated goat anti-human IgG (Jackson
Immunoresearch Laboratories, Suffolk, UK) at 55ng/ml was added and
the plates were incubated for 1 hour at 37°C. After washing the plates,
horseradish peroxidase-conjugated streptavidin (Vector Laboratories,
Burligame, California) at 1 pg/ml was added for 1 hour at 37°C. The reac-
tion was developed using 2.2-azino-di-3-ethylbenthiazolinsulfunat-6
(Roche Applied Science) and the absorbance of duplicate samples was read
at 405nm (MRX; Dynatech, Chantilly, Virginia). Recombinant LEA29Y
were used to set up a standard curve showing linearity between 1 and
100ng/ml of LEA29Y.
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Table S1: Detection or rAAV vector sequences by PCR and Southern-Blot in organs at the time of

euthanasia.
Mac 1 Mac 2 Mac 3 Mac 4 Mac 5 Mac 6 Mac 7 Mac 8

Axillary lymph node R + + + + + + +
Axillary lymph node L + + + + - +
Deep inguinal lymph node R + + NA +
Deep inguinal lymph node L + + + + +
Lomboaortic lymph node R NA + NA
Lomboaortic lymph node L NA + NA + + +
Mesenteric lymph node + + + +
Popliteal lymph node R NA NA NA +
Popliteal lymph node L NA NA + NA + +
Retropharyngeal lymph node R NA NA NA + + + +
Retropharyngeal lymph node L NA NA - + +
Submandibular lymph node R + + + + + + +
Submandibular lymph node L + + + + + +
Bronchiotracheal lymph node + + + + __
Prescapular lymph node R - + NA NA - + +
Prescapular lymph node L + + NA NA + + +
Superficial inguinal lymph node R + NA NA +
Superficial inguinal lymph node L + + NA NA + + +
Third eyelid R + - + NA R + + ¥
Third eyelid L + NA + NA - + I I
Bone marrow + + R ¥
PBMC + + + R -
Frontal cortex R + + . ¥ N ¥ +
Frontal cortex L + + + + - +
Thalamus R + - + N + + +
Thalamus L - - + + + I
Caudate nucleus R + + + + -
Caudate nucleus L + + + * + R + ¥
Bulbe R + + ¥ ¥ -
Bulbe L ¥ - ¥ NA 5 : ;
Dorsal cervical spinal chord R + + + + +
Ventral cervical spinal chord R + + + + - + -
Dorsal cervical spinal chord L + + + + - + +
Ventral cervical spinal chord L + + + + - +
Dorsal thoracic spinal chord R + - + - - +
Ventral thoracic spinal chord R + + + + - +
Dorsal thoracic spinal chord L - + + NA + R +
Ventral thoracic spinal chord L + + + - - +
Dorsal lumbar spinal chord R + + + + R + +
Ventral lumbar spinal chord R + + + - + +
Dorsal lumbar spinal chord L + + + - + +
Ventral lumbar spinal chord L + + + + + +
Brachial plexus R + + + + + + + +
Brachial plexus L + + + + + - +
Sciatic nerve R + + B R ¥
Sciatic nerve L + + + + R R
Diaphragm + + + ¥ ¥
Heart + + + T +
Testis L + - + R I
Seminal vesicle +
Prostate
Thymus

Adrenal gland R

Adrenal gland L

Thyroid gland R

Thyroid gland L

Parotid gland R

Parotid gland L

Tonsil R

Tonsil L

Liver

Spleen

Lung

Aorta

Kidney R

Kidney L

Oesophagus
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ength (kbp)

Colon + + + + -

Duodenum - + + NA -

Stomach - + -

lleum + + - + +
Jejunum i i NA -

Pancreas - + + - + +
Rectum i i i i i - -
Bladder + + NA + - + +
Tongue + - + + .
Trachea - + - + +
Skin + R R

Bone + ¥

Articular capsule i NA - -
Meniscus + NA + +

Total DNA was extracted and PCR/Southern-blot analysis were carried out as described in Material &

Methods. L: left, R: right. NA: not available. ( - ) negative signal. ( + ) positive signal after PCR + Southern-blot

analysis. ( ++ ) positive signal after PCR analysis.

Mock IM rAAV1 RITAAV1
1 23 4 1 2 3 4 1 2 34
L L
. cong
122 _
—
8 -
i
4 — rman
|
3
—  SC-mon

SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Figure S1: In situ vector structure. Twenty
micrograms of total DNA purified from primate muscle
were incubated either (1) in the absence of any
restriction enzyme or (2) with Xbal (no cutting site
within the vector), (3) EcoRI (one site within the
vector), or (4) BamHI/Clal (two cuts in the vector).
Southern-blot realized from a non-injected (Mock) and
injected (IM rAAV1 and RI rAAV1) muscles after
hybridizated with the 32P-labeled WPRE-pA probe that
is specific of the rAAV. H-H and H-T indicate
respectively head-to-head or head-to-tail junctions. ds

monomer: double-stranded monomer.

In situ vector structure analysis: Twenty micrograms of total cellular DNA extracted from primate muscles were
digested twice for 3h at 37°C with 2.5U/g of each restriction enzyme: Xbal; EcoRI; BamHI/Clal engendering 0-, 1- or 2- cuts
respectively in the vector. The samples were runned on a 0.8% agarose gel in TAE for 16h at 35V at room temperature. Gels
were then stained with ethidium bromide and photographed. After depurination in HCI 0.25N, DNA was transferred on
membrane under denaturing conditions. Southern-blotting was performed by using the WPRE-pA probe, which is an 867-bp

fragment labeled with [a-32P]dCTP.
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Comme présenté précédemment, les études menées au laboratoire sur la régulation Tet-On
chez le primate aprés injection IM d’un AAVr codant le géne rapporteur cmEpo a montré que
90% des animaux développaient une réponse humorale et cellulaire dirigée contre le
transactivateur rtTA, responsable de la perte d’expression d’Epo suite a la destruction des
fibres musculaires transduites (Favre et al., 2002; Le Guiner et al., 2007). La persistance a
long terme de la régulation avec le systeme Tet-On est toutefois possible chez les primates ne
présentant pas de réponse immunitaire apres le transfert de géne. Aprés une unique injection
de vecteur, la régulation de I’expression du transgeéne Epo est en effet possible pendant au
moins 5 ans (Favre et al., 2002; Penaud-Budloo et al., 2008).

Nous avons émis 1’hypotheése que la mise en place d’'une immunosuppression des animaux
pourrait prévenir le développement de la réponse immune contre le rtTA. La molécule choisie
est le LEA29Y décrit auparavant. Cette molécule humaine est active chez le macaque. Elle
permet d’inhiber la réponse humorale suite a une immunisation par des globules rouges de
mouton (SRBC) et augmente le délai de rejet d’allogreffe de rein (Larsen et al., 2005). Il est
donc pertinent de penser que cette molécule immunosuppressive puisse bloquer une réponse

immunitaire anti-transgéne (humorale et cellulaire).

Pour des raisons pratiques et financieres, nous avons apporté la molécule LEA29Y par
transfert de géne a I’aide d’AAVr. Ainsi, les animaux ont exprimé stablement
I’immunosuppresseur tout au long de 1’étude, aprés une unique injection. Afin d’obtenir
différents taux d’expression du LEA29Y dans la circulation, les animaux ont recu le vecteur
soit par IM, soit par RI, a I’aide d’un AAVTr de sérotype 1 ou d’un sérotype 8 (ces sérotypes
transduisant efficacement le tissu musculaire (Chenuaud et al., 2004b; Gao et al., 2002; Wang
et al., 2005c)). Une fois la concentration sérique en LEA29Y stabilisée, les animaux ont recu
par voie IM un second vecteur AAVr d’un sérotype différent du premier : le vecteur AAVr-
cmEpo/rtTA décrit par Chenuaud et al. (Chenuaud et al., 2004b). L’expression du transgéne
Epo a ensuite été suivie sur plusieurs mois aux cours d’inductions successives a la Dox par
mesure du taux de reticulocytes et dosage de I’Epo sérique par ELISA selon le protocole

décrit auparavant (Chenuaud et al., 2004b).

Les résultats de cette étude font actuellement 1’objet de la rédaction d’un article qui sera
soumis trés prochainement pour publication. La partie « Résultats » de cet article est présenté

ci-apres.
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RESULTS

First challenge with a rAAV-LEA29Y.

Our first aim was to achieve immunosuppressive levels of LEA29Y in the serum of our 8-
macaques cohort. Therefore two different AAV serotypes (AAV1 and AAV8) and two
different mode of delivery (IM and RI) were used to determine the optimal protocol. The first
four NHP (Mac 1, Mac 2, Mac 3 and Mac 4) received rAAV1 while the next four NHP (Mac
5, Mac 6, Mac 7 and Mac 8) received rAAV8 vector. Within each of the two-serotype groups,
two individuals had the rAAV vector administered either by IM (Mac 1, Mac 2, Mac 5 and
Mac 6) or Rl (Mac 3, Mac 4, Mac 7 and Mac 8) (Table 1 and (Toromanoff et al., 2008)).
Transgene expression was monitored in the serum of each animal at different time points.
More than a year following the injection, the two macaques that received the rAAV1 vector
by IM had an average of 15 pg/ml of LEA29Y per mL of serum, whereas all the other
animals expressed between 50 and 100 pg of LEA29Y per mL of serum (Toromanoff et al.,
2008). These LEA29Y levels are considered as being well within the therapeutically range of
the molecule (Larsen et al., 2005).
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We, then, assessed the immune status of each individual. First, we confirmed that the
LEA29Y encoded by the rAAV vector was able to inhibit a mixed lymphocyte reaction of
human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (data not shown). Next, to assess the in
vivo efficacy of the secreted LEA29Y, mock and rAAV-injected macaques (except Mac 5, for
which the immunization have not been done) were immunized with sheep red blood cells
(SRBC). Few weeks later, antibodies against SRBC were detected in the serum of the control
animals (n=2), whereas none or low levels were detected in serum of rAAV-LEA29Y
transduced animals (Supplementary figure 1). To explore the cellular immune status of the
cohort, all mock and rAAV-injected macaques received a skin allograft after major
histocompatibility genotyping (data not shown) to evaluate the cellular immune response
status. We found that all injected macaques rejected the graft, however with a small but
significant delay (P=0,03, analysis of variance) (Supplementary figure 2). Altogether, these
results confirmed that LEA29Y produced after vector delivery was able to suppress the
humoral response and to a much lesser extend the cellular immune reaction.

To characterize the transduction pattern of each group and subgroup, muscle biopsies
were obtained 5 weeks after the injection. One biopsy was carried out at one of the pre-
tattooed sites of rAAV IM injection. Because transduction was expected to be more dispersed
after RI delivery, biopsies were obtained from the gastrocnemius, the tibialis anterior, the
biceps femoris and the sartorius. The transgene DNA was confirmed by quantitative PCR in
all biopsies from all rAAV1- and rAAVS injected animals (Toromanoff et al., 2008).
Surprisingly and despite the lack of detection of an innate immune response at early time
points post vector injection (Toromanoff et al., 2008), we found that, regardless of the rAAV
serotype, all animals in the IM group exhibited focal inflammatory infiltrates frequently but
not exclusively around transgene-expressing myofibers (Figure 1A). Conversely, in the RI
group, none of the biopsies showed inflammatory infiltrates even in areas where LEA29Y
could be detected by immunofluorescence (Figure 1B). The same observations were made at
11 and 22 months post rAAV delivery (data not shown). Using CD3, CD4, CD8 (T cells) and
CD79a (B cells) markers, we found that the muscle infiltrates were primarily made of CD8 T
lymphocytes (Figure 1C to F).

To further characterize the muscle pathology 5 weeks post IM delivery of rAAV, we
performed RNA in situ hybridization (ISH) using an antisens probe specific for the WPRE
sequence. Fig.2A shows strong accumulations of WPRE messengers in transduced myofibers
after IM delivery (see also Supplementary figure 3). As a control, no signal was found with
the sens probe (Fig.2A inlet). Accordingly, immunohistochemical staining using an anti-
CTLA4 antibody showed LEA29Y expression co-localizing with the ISH-positive cells
(compare Figure 2A and 2C). Interestingly, the same fibers expressed on the cell surface,
high levels of Major-Histo-Compatibility (MHC) class | molecules (Figure 2E) and the
complement-derived membrane attack complex (MAC) (Figure 2G). Conversely, in the RI
was the delivery method, the signal for the WPRE messengers was significantly weaker using
the antisens probe, but was detected in all fibers on the biopsy samples (Figure 2B and
Supplementary figure 3). No signal was found after incubation with the sens probe (Fig.2B
inlet). However, this expression level was not sufficient to allow the immunohistochemical
detection of LEA29Y-positive fibers (Figure 2D). This was also correlated to the lack of
detection of class | MHC and MAC expression on the surface of the myofibers (Figure 2F
and 2H). Overall this ISH pattern is consistent with the low and high number of vector
genome copies per cell found after vector delivery by respectively Rl and IM (Toromanoff et
al., 2008). Altogether, these results indicate that after IM, not RI, delivery of rAAV1 or
rAAV8 vector results in: (i) high local concentration of the transgene product, (ii) over-
expression of class | MHC molecules at the genetically-modified myofiber cell surface, and
(iii) co localization of the MAC with transgene and class-1 MHC over expressing myofibers.
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Because muscle pathology with respect to the host immune reaction was so impressively
different between the RI and the IM groups, we further looked by ELISA for the presence of
anti AAV capsid 1gG antibodies in the serum of all eight NHP. Three months post-rAAV
administration, we found that the IM-injected animals produced high titers of anti-capsid
antibodies, and this, regardless of the serotype administered. In contrast, the Rl group showed
an insignificant humoral response (Figure 3). These results, both in the Rl and IM groups,
were independent of the LEA29Y levels found in the serum. Furthermore the same difference
in humoral response was obtained when we looked for the presence of neutralizing antibodies
against the AAV capsid,; i.e. high levels of neutralizing antibodies were found in the IM group
sera and low to undetectable levels in the Rl ones (data not shown). These results are
consistent with the pathology findings and strengthen the idea that IM, as opposed to RI, is an
efficient route of delivery to trigger the host immune system despite immunosuppression.

Second challenge with a rAAV-rtTA/EPO.

To test if the levels of LEA29Y achieved could impact on our rtTA/Epo antigenic model
in which 90% of the animals develop a humoral and cellular immune response against the
doxycycline sensitive rtTA transactivator along with loss of Epo induction after Dox
administration (Chenuaud et al., 2004b; Favre et al., 2002), and unpublished data), we used
the same administration protocol that we previously described (Chenuaud et al., 2004b; Favre
et al., 2002). Briefly, all eight individuals received the rAAV-rtTA/EPO vector (Chenuaud et
al., 2004b). This vector contains two expression cassettes cloned in the same direction
(forward orientation): i) the first one encodes for Epo followed by the WPRE sequence driven
by the minimal CMV promoter; ii) the second one encodes for the transactivator rtTA-M2
driven by the desmin promoter. When LEA29Y serum levels stabilized between 3 to 9
months post injection, the serotype 1 or alternatively -8 rAAV vector (depending on the
presence of neutralizing antibodies) was administered by IM at doses ranging from 2x10™* to
1x10% vg/kg (Table 1).

Two months after rAAV-rtTA/EPO administration, Dox induction cycles where initiated
for 3 days every month and Epo secretion monitored by ELISA (Stieger et al., 2006). As
shown in Table 1 and Figure 4, and consistent with our previous studies, Mac 1, Mac 2, Mac
5, and Mac 6 had lost Epo secretion ability after only 1 to 5 Dox induction cycles, whereas
Mac 7 remained inducible until the 8" Dox-induction cycle and the remaining primates, Mac
3, Mac 4 and Mac 8 showed persisting Epo-induction capacity. Based on our experience in
this model, these declining ability to induce Epo secretion upon Dox administration is
correlated with the establishment of a humoral and cellular immune response against the rtTA
(Favre et al., JVI 2002). Indeed, anti-rtTA antibodies were detectable by Western-blot in Mac
1, Mac 2, Mac 5, Mac 6 and Mac 7 sera, 1 month prior the decline of Epo expression became
significant. Interestingly, the lack of detectable anti-rtTA antibodies is a persisting feature in
Mac 3, Mac 4 and Mac 8 (Table 1 an Figure 4). Furthermore, all eight NHP were subjected a
muscle biopsy at the site of rAAV-rtTA/Epo vector injection (the opposite leg where the
rAAV-LEA29Y vector was injected), and we found lymphomonocytic infiltrates with
destructions of myofibers and significant architectural tissue rearrangements(Favre et al.,
2002) only in the non-responsive individuals (Table 1).

In conclusion, despite therapeutic levels of circulating LEA29Y, an immune response
against the rtTA transactivator was observed in several animals independent of the LEA29Y
level and the rAAV-rtTA/EPO vector dose administered (Table 1). However, there is an
obvious correlation between the IM route of delivery when the primates received the first
rAAV vector and the systematic occurrence of an immune response against the rtTA
expressed from the second rAAV vector. Conversely, when the first vector was administered
by RI, the anti rtTA response was either delayed in one case or absent in the remaining three
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cases. Altogether, these IM results indicate this delivery route of rAAV vector in NHP
promotes a vaccination-type of reaction whereas the Rl data suggest the induction of some
form of tolerance/ignorance since the second administration of rAAV by IM resulted in
permanent transgene expression in 3/4 animals.

R1 delivery of a rAAV-rtTA/EPO, without immunosuppression.

To confirm that RI route of AAV delivery promotes a non-responding status of the host
immune system to the rtTA transgene, three naive macaques (Mac 19, Mac 20, Mac 21)
received the rAAV1 rtTA-EPO vector by RI, in the absence of any immunosuppressive
regiment.

As in the first 8-individual cohort, the protocol consisted in measuring Epo concentration
after repeated Dox inductions every month. Interestingly, 100% of animals (n=3) showed a
persistent ability to induce Epo secretion after Dox exposure for at least 7 months following
vector administration. Accordingly, none of the NHP showed detectable anti-rtTA antibodies
(Figure 5 and Table 2). In contrast, when the same rAAV1 vector was administered via the
IM route in a previous study (Chenuaud et al., 2004b) using the same protocol and without
immunosuppression, only one individual out four showed a persisting Epo-induction capacity.
Indeed, the other three macaques had lost Epo expression following the first or the second
induction cycle. Here too, this decline was concomitant with the presence of anti-rtTA
antibodies in serum and the presence of muscle infiltrates at the site of vector injection (Table
2).

Finally, we also performed several muscle biopsies on Mac 19, mac 20 and Mac 21 7
months following vector infusion. In four different muscle biopsies taken randomly, no sign
of neither inflammation nor myofiber destruction could be seen (Table 2).

Altogether, these results confirm that RI delivery is able to avoid the host immune
reaction at least in our rtTA antigenic model whereas IM results most of the time in antigen
recognition and loss of transgene expression.
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Figure 1: Immunostaining of rAAV-LEA29Y-injected muscles 5 weeks after rAAV delivery.
Samples obtained from muscle biopsies. CTLA4 staining of (A) rAAV1-IM-injected muscle
(cryosection obtained at the injection site from Mac 1) and of (B) rAAV1-RI-injected muscle
(cryosection obtained in the gastrocnemius from Mac 3). Phenotypic characterization of the cellular
infiltrates of the rAAV1-IM-injected muscle: (C) anti-CD3; (D) anti-CD4; (E) anti-CD8; (F) anti-

CD79a. Scale bar = 100pm.
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Figure 2:

In situ hybridization and immunostaining of
rAAV-LEA29Y-injected muscles 5 weeks
after rAAV delivery. (A), (C), (E) and (G):
rAAV1-IM-injected muscle (cryosection
obtained at the injection site from Mac 1.
(B), (D), (F) and (H): rAAV1-Rl-injected
muscle  (cryosection obtained in the
gastrocnemius from Mac 3). (A) and (B) In
situ hybridization with an antisens WPRE
probe. Inserts = In situ hybridization of the
same section with a sens WPRE probe. (C)
and (D): CTLA4 staining. (E) and (F): CMH-
| staining. Insert in (F) = CMH-I staining of a
non-injected muscle. (G) and (H): Membrane
attack complex (MAC) staining. Scale bar =
100pm.
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Figure 3:

Serum antibody titers for
AAV1 or AAVS8 capsid 3
months after gene transfer.
1:6000 Serum samples are obtained
from mock-injected or rAAV-
LEA29Y-injected macaques.
1:4000 Serum LEA29Y concentration
values (ug/mL) at this time-
point are shown within circles
1:2000 for each animal.
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Figure 4: Serum Epo level in representative animals Mac 3 (a) and Mac 5 (b). Solid arrows
represent Doxycycline administration. Ab(rtTA): detection of anti-rtTA antibodies in successive
serum samples by Western-blot analysis; c+: positive control consisting in a commercial specific MADb
against rtTA; c-: negative control obtained from sera prior to rAAV administration.
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Figure 5: Serum Epo level in Mac 19 throught 21, injected via Rl with a rAAV-rtTA/Epo vector.
Solid arrows represent Doxycycline administration. Ab(rtTA): detection of anti-rtTA antibodies in
successive serum samples by Western-blot analysis; c+: positive control consisting in a commercial
specific MAb against rtTA,; c-: negative control obtained from sera prior to rAAV administration.
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Table 1: Characteristic of the rAAV doses injected, muscle infiltrates and Epo regulation outputs in our first cohort of macaques (Mac 1 through 8).

1st CHALLENGE 2nd CHALLENGE
rAAV-LEA29Y rAAV-rtTA/EPO
Animal Serotype  Injected dose Mode of Muscle Serotype  Injected dose Mode of Anti-rtTA Muscle Number of EPO successful
(valkg) delivery infiltrates (vglkg) delivery  antibodies infiltrates induction cycles

Mac 1 rAAV1 5x1012 M + rAAV8 7x10M IM + + 4
Mac 2 rAAV1 5x1012 M + rAAV8 7x10M IM + + 5
Mac 5 rAAV8 5x1012 M + rAAV1 2x101" M + + 1
Mac 6 rAAV8 5x1012 M + rAAV1 2x101" M + + 3
Mac 3 rAAV1 5x1012 RI = rAAV8 7x10M M = = Persisting
Mac 4 rAAV1 5x1012 RI = rAAV8 2x1012 M = = Persisting
Mac 7 rAAV8 5x1012 RI = rAAV1 1x10M M + + 7
Mac 8 rAAV8 5x1012 RI = rAAV8 1x1012 M = = Persisting




determined.
Animal Mode of  Injected dose Anti-rtTA Muscle Number of EPO
delivery (valkg) antibodies infiltrates successful induction
cycles

Mac 13 IM 6,7x10" + nd Persisting
Mac 14 M 6,7x101" + + 1

Mac 15 IM 2,4x1010 + + 3

Mac 16 IM 2,4x1010 + + 2

Mac 19 RI 1x10™ = = Persisting
Mac 20 RI 1x10™ = = Persisting
Mac 21 RI 1x10™ = = Persisting

Table 2: Characteristic of the rAAV doses injected and Epo regulation outputs in the macaques
injected with the rAAV-rtTA/EPO vector, without immunosuppression (Mac 13 through 21). nd = non
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Figure S1: Effect of LEA29Y on T
cell-dependent  humoral immune
response in cynomolgus monkeys.
SRBC-specific IgG antibody
response analyzed by flow cytometry
2 weeks after IV immunization. The
fold change in titer was calculated
using the mean of serum obtained 2
weeks pi divided by the mean of
serum  obtained  just  before
immunization. Mac 1-8: rAAV-
LEA29Y-injected macaques. Control
1-2: healthy immunized macaques.

Figure S2:
Effect of LEA29Y on cellular immune
response in cynomolgus monkeys: Kaplan-

Meier graft survival control versus rAAV-
LEA29Y injected macaques. Macl-8 and 4
healthy macaques received skin allo-graft

incompatible healthy donors. MHC

genotyping confirmed the mismatch among
the cohort.
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Figure S3: In situ hybridization of rAAV-LEA29Y-injected muscles 5 weeks after rAAV delivery. In
situ hybridization with an antisens WPRE probe of (A) rAAV1-IM-injected muscle (cryosection
obtained at the injection site from Mac 1) and of (B) rAAV1-RI-injected muscle (cryosection obtained
in the gastrocnemius from Mac 3). Inserts = In situ hybridization of the same section with a sens
WPRE probe. Scale bar = 100pm.
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Figure S4: Kinetic of serum levels of LEA29Y and anti-LEA29Y antibodies in rAAV8-IM-injected
Mac 5. Black curve represent LEA29Y levels. Anti-LEA29Y antibodies are shown with grey bar chart
at the time-point they were determined.
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MATERIALS AND METHODS

Vector production. The LEA29Y vector plasmid was generated as describe recently (Toromanoff et al., 2008).
The rtTA/Epo vector plasmid contained (i) the cynomolgus macaque Epo cDNA under the control of the TetO-
CMV promoter, and in the forward orientation (ii) an expression cassette encoding the reverse transactivator
protein (rtTA) M2 under the control of the human desmine promoter. The two cassettes are cloned in the same
direction (forward orientation)(Chenuaud et al., 2004b). Recombinant AAV were manufactured as described
elsewhere (Chenuaud et al., 2004b) and purified by cesium chloride density gradients followed by extensive
dialysis against phosphate-buffered saline (PBS).

Animals. Experiments were conducted on 3-5 kg male captive-bred cynomolgus macaques purchased from
BioPrim (Baziege, France). The Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Nantes
(France) approved the protocol. We selected primates that had no detectable neutralizing antibody against AAV
serotypes 1 and 8 in the serum. All blood samples were collected under ketamine-induced anesthesia (10mg/kg).
Surgical biopsies were performed under ketamine (8mg/kg)/metedomidine (20pug/kg)-induced anesthesia, and
marbofloxacin and meloxicam were administered for the following 3-5 days so as to avoid discomfort for the
animal.

Vectors administration. IM and RI delivery of rAAV were conducted as described previously (Toromanoff et
al., 2008). Eight animals, corresponding to Mac 1 through Mac 8 (described in (Toromanoff et al., 2008), were
firstly studied. They received either the rAAV1-LEA29Y vector, either the rAAV8-LEA29Y vector,
administered by IM or RI (Table 1). In order to prevent an eventual immune response against the human
LEA29Y, each macaque was immunosuppressed with 40mg/kg/j of mycophenolate mofetil and 5mg/j of
prednisone, both orally administered, during the first 3 weeks after rAAV administration. 9 months (Mac 1 and
2), 4 months (Mac 3, 4, 5, 6, and 8) or 3 months (Mac 7) after the injection of the rAAV-LEA29Y, these 8
macaques received a rAAV-rtTA/Epo vector by IM (Table 1). In the last part of the study, seven animals,
corresponding to Mac 13 through Mac 16 (described in (Chenuaud et al., 2004b), and to Mac 19 through Mac 21
were studied. They received the rAAV1-rtTA/Epo vector administered either by IM or either by RI (Table 2).

Detection of circulating LEA29Y. Serum LEA29Y levels were measured using sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay, as recently describe (Toromanoff et al., 2008).

Immunohistochemical analysis. The detection of LEA29Y was carried out in accordance as described recently
(Toromanoff et al., 2008).

In situ hybridization procedure. The 480bp WPRE sequence was subcloned in pSPT-18 vector (Roche Applied
Science, Meylan, France). Antisense and sense riboprobes were obtained respectively after plasmid linearization
with either Hind III or Eco RI (New England Biolab’s, Saint Quentin Yvelines, France) and labelled according to
the manufacturer's instructions after in vitro transcription with either T7 or SP6 polymerase using digoxigenin
labelling kit (DIG RNA Labelling Kit, Roche Applied Science, Meylan, France). All steps prior to and during
hybridization were conducted under RNase-free conditions. Muscles samples were frozen in isopentane cooled
with liquid nitrogen and 12 um thick serially sectioned. After drying, sections were post-fixed in 4% PFA,
pretreated at 98°C for 10 min in a 1X sodium citrate buffer (Dako, Glostrup, Denmark). Following
prehybridization for 60 min at 42°C in an hybridization buffer containing 50% deioned formamide, 10% (w/v)
dextran sulfate, 4X SSC, 1X Denhardt's solution, 10X Blocking solution (Roche Applied Science, Meylan,
France) and 425 pg/ml salmon fish DNA, sections were hybridized overnight at 42°C with 1ug/ml of antisense
probes diluted in hybridization buffer. Negative controls were conducted by the substitution of sense for anti-
sense probes or by the omission of anti-sense probes in the hybridization solution. Then slides were washed with
2X SSC, treated 20 min at 37°C with 5 pg/ml RNaseA in NTE buffer (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8.0). After stringent wash for 30 min with 50% (v/v) formamide/0.2X SSC at 37°C, sequential
washes were performed with 2X SSC (10min X 2 times), buffer 1 (0.1 M Tris, 0.15 NaCl, pH 7.5) containing
5% blocking reagent (Roche Applied Science, Meylan, France) for 30 min and buffer 1 containing 1% BSA and
0.3% Triton X-100 for 30 min. Following incubation during 2 hours at room temperature with sheep anti-DIG
antibody conjugated with alkaline phosphatase (Roche Applied Science, Meylan, France) diluted to 1:1000 in
buffer 1, slides were sequentially washed with buffer 1 (5 min X 3 times) and buffer 2 (0.1 mM Tris-HCI, 0.1 M
NaCl, 50 mM MgCI2, pH 9.5) for 10 min. Alkaline phosphatase substrate (NBT/BCIP, Roche Applied Science,
Meylan, France) was then applied for 2 hours. Finally, after washing, slides were counterstained with fast green
for 10 sec, dehydrated and mounted.
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Anti-AAV lgG-specific antibody detection by ELISA. Circulating 1gG antibodies against rAAV capsid were
detected using enzyme-linked immunosorbent assay. Plates were coated overnight at 4°C with purified particles
of rAAV1 or 8 (10°vg/well); blocked 2h at 37°C with PBS containing 0.1% Tween and 1% Gelatin; incubated
2h at 37°C with 6 serial threefold dilutions of thawed macaque sera (a positive control serum known to contain
anti-AAV-neutralizing antibodies was assayed); incubated 1h at 37°C with biotin-conjugated anti-human 1gG;
incubated 1h at 37°C with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin (Vector Laboratories, Burligame,
California) at 1 pg/ml. The reaction was developed using 2.2-azino-di-3-ethylbenthiazolinsulfunat-6 (ABTS,
Roche Applied Science, Meylan, France) and absorbance of duplicate samples was read at 405 nm (MRX,
Dynatech, Chantilly, Virginia).

In vivo Epo regulation analysis. Doxycycline (Ratiopharm, Ulm, Germany) was given intravenously (20 mg/kg
the first day, then 10 mg/kg). The induction protocol started 2 months after rAAV-rtTA/Epo delivery and
consisted in 3-days Dox administration repeated once every month, as described in (Stieger et al., 2006). Serum
cynomolgus macaque Epo levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (Quantikine VD Kit,
R&D Systems). Detection of anti-rtTA-M2 antibodies was conducted as previously described (Favre et al.,
2002) by Western-Blot analysis.

SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

SRBC immunization: 5 to 10 months after LEA29Y-gene transfer, seven macaques (Mac 1, 2, 3, 4, 6, 7 and 8)
were immunized by i.v. with 1.7mL/kg of a 10% solution SRBCs (Eurobio, Les Ulis, France). Two uninjected
macaques were also immunized as controls. 1gG formation against SRBCs was analyzed by flow cytometry
(FACSCalibur; BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) from serum samples obtained just before
immunization and weekly thereafter, by incubating serially diluted heat-inactivated serum with SRBC for 2h,
following by incubation with goat FITC-conjugated F(ab’)2 anti-human 1gG ({gamma}-chain specific)
(Beckman Coulter, Villepinte, France). Results were reported as mean channel fluorescence of serum at each
time point / mean channel fluorescence of serum before immunization.

Skin allografts: 5 to 16 months after LEA29Y-gene transfer, Mac 1 through 8, and 6 uninjected macaques,
received mismatched (DRB genotyping by DGGE technique, (Knapp et al., 1997) full-thickness and sharply
defatted allografts (1.5 x 1.5cm squares) in tandem with autografts (as a technical control) under
ketamine/metedomidine-induced anesthesia. Skin graft recipients were placed in the prone position. Skin squares
were removed from the back of each animal (donor and recipient) and were then transplanted with simple
interrupted 4-0 sutures. Sterile gauze with vaseline were placed on top of the grafts and a dressing was applied.
The animals were then placed in jackets to protect the grafts. Dressings were changed every 2 days, and sutures
were removed on post-transplant day 10.

Anti-LEA29Y antibody detection by ELISA. Circulating antibodies against LEA29Y protein were detected
using enzyme-linked immunosorbent assay. Plates (Maxisorp; Nunc A/S, Roskilde, Denmark) were coated
overnight at 4°C with purified recombinant LEA29Y protein (500 ng/well); blocked 2h at 37°C with PBS
containing 0.1%Tween and 1%Gelatin; incubated 2h at 37°C with 3 serial dilutions of thawed macaque sera (a
positive control serum from macaque immunized with LEA29Y and negative controls with sera before injection
were assayed); incubated 1h at 37°C with peroxydase-conjugated goat anti-human IgG (Fab specific) (Sigma-
Aldrich, Lyon, France). The reaction was developed using 2.2-azino-di-3-ethylbenthiazolinsulfunat-6 (Roche
Applied Science) and absorbance of duplicate sample was read at 405 nm (MRX; Dynatech, Chantilly, Virginia).
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C. Discussion générale des deux articles

Le muscle est un tissu cible attractif pour la thérapie génique puisqu’il est facilement
accessible par une simple injection intramusculaire du vecteur, geste non invasif pour
I’individu. Des essais cliniques de phase I ou II chez des patients atteints de maladies
métaboliques génétiques comme 1’hémophilie B (Kay et al., 2000; Manno et al., 2003), le
déficit en al-antitrypsine (Brantly et al., 2006) et le déficit en LPL (Gaudet et al., 2008;
Mingozzi et al., 2008) ont choisi cette voie IM pour administrer le vecteur AAVr2 (FIX,
AAT) ou AAVrl (AAT, LPL). Le muscle est dans ce cas-la utilisé comme site ectopique pour
faire exprimer la protéine thérapeutique.

Une quantité¢ maximale d’AAVTr a injecter par site IM a été déterminée pour des raisons de
sécurité et d’efficacité du transfert de géne, a cause de 1) la faible diffusion de I’ AAVr2 apres
une IM (Arruda et al., 2005), 2) la capacité limitée des myocytes a réaliser les modifications
post-traductionnelles, particulierement dans le cas de fortes MOI (Arruda et al., 2001b; Lasne
et al., 2004), 3) la saturation des récepteurs permettant ’entrée de ’AAVr dans les cellules
cibles (Summerford and Samulski, 1998). Cette limitation de la quantité d’AAVr a injecter
par site est telle qu’il faudrait avoir recours a de multiples injections IM pour un seul patient
afin de lui injecter la dose nécessaire, ce qui est problématique principalement pour le confort
du patient. De plus, cette voie d’injection n’est pas applicable pour traiter des maladies
neuromusculaires telles que les dystrophies musculaires, maladies pour lesquelles tous les
muscles doivent étre transduits. Dans notre étude, nous avons validé la technique d’infusion
de membre isolée (RI) sous pression et sans drogue chez le macaque, modele préclinique
pertinent, et nous avons analysé le profil de transduction et les effets secondaires obervés
aprés une telle injection d’un vecteur AAV, en comparaison avec une injection par voie IM.

Aujourd’hui, plusieurs études ont soulevé des problémes suite au transfert de gene a ’aide
d’AAVr. 11 a été observé un induction potentielle de tumeurs hépatiques apres transfert au
moyen d’AAVr chez la souris (Donsante et al., 2007; Donsante et al., 2001; Nakai et al.,
2003b; Nakai et al., 2005b; Russell, 2007), des réponses immunitaires dirigées contre le
produit du transgene (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al., 2004a) ou la capside AAVr (Manno
et al., 2006; Mingozzi and High, 2007; Wang et al., 2007a). Il était donc pertinent d’étudier
également de maniére approfondie le devenir des particules virales injectées a court et long

terme, au niveau du tissu cible ainsi que dans les organes a distance.
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1. Mise au point de I’administration RI d’un AAVr chez le macaque

L’administration par RI, sous pression, en coupant la circulation sanguine du membre
postérieur entier par un garrot positionné sous la hanche pendant environ 30 min, est trés bien
tolérée par le macaque. Physiquement, les animaux n’ont présenté aucune géne pour se
déplacer et leur comportement n’a pas été altéré les jours qui ont suivi I’administration du
vecteur. De méme aucune anomalie n’a été rapportée a I’examen clinique général des
animaux.

Nos observations confirment ce qui avait été observé aprés une administration d’AAVrl-

LacZ par cette voie chez le rongeur et le chien (Su et al., 2005).

Des biopsies musculaires ont été réalisées a 5 (figure 22A et B) et 8 jours post-RI chez un
animal témoin qui a regu uniquement du Ringer-Lactate afin de rechercher des éventuelles
lIésions au niveau de I’architecture des muscles du membre infusé. Aucune lésion n’a été
observée (pas d’cedéme, ni de distension ou déchirure de fibre). Une biopsie du muscle vaste
latéral de Mac 3 (animal ayant regu le vecteur AAVrl-LEA29Y par RI) a également éte
réalisée 8 jours post-RI. Comme chez I’animal témoin, aucune Iésion n’a été détectée (figure

22C).

Muscle infusé (5j) Muscle controlatéral (5j) Muscle infusé (8j)
A B o

500um

i

Figure 22 : Histologie d’un muscle 5 ou 8 jours post-RI

Coloration Hémalin-Eosine-Safran.

A. Biopsie du muscle vaste latéral d’un macaque ayant regu du Ringer-lactate par voie RI 5 jour
auparavant.

B. Biopsie du muscle vaste latéral controlatéral du méme animal.

C. Biopsie du muscle vaste latéral de Mac 3 ayant recu I’AAVI-LEA29Y par voie Rl 10 jours
auparavant.
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Apres arrét du flux artériel d'un membre, l'absence d'oxygénation des tissus entraine
rapidement une souffrance cellulaire avec un métabolisme en anaérobiose, réversible. Les
muscles squelettiques résistent environ 6 heures a I’ischémie. Les cellules musculaires
produisent de l'acide lactique et relarguent des produits de lyse, dont les ions K+, les CPK
(créatine phosphokinase) et la myoglobine, témoins d’une souffrance musculaire. Tant que le
flux artériel n'est pas rétabli, on observe une faible diffusion de ces métabolites dans
I’organisme. En revanche, la reperfusion d’une extrémité ischémique est une phase
extrémement critique qui menace non seulement le membre ischémié, mais aussi le reste de
I’organisme. La libération de potassium en exces dans la circulation peut entrainer de graves
troubles de la fonction cardiaque et la myoglobine libérée peut étre responsable d’insuffisance

rénale aigué (Mills and Porter, 1991).

La technique d’infusion de membre isolé (RI) nécessite une ischémie du membre
posterieur de seulement 20 a 45 minutes. Les paramétres sanguins suivis (ionogramme, CPK,
urée, créatinine, PAL, ALAT, yGT, bilirubine, numération-formule complete) se sont
maintenus dans la norme les heures et jours suivant I’injection. Cette voie d’administration est
donc dépourvue de toxicité, que ce soit musculaire, rénale ou hépatique. Le suivi des
parametres sanguins CPK et potassium, éléments responsables de graves troubles apres
reperfusion d’un membre ischémique, est représenté figure 23. La voie RI, comme la voie
IM, n’induit pas d’augmentation des CPK ou de la kaliémie dans les jours suivant
I’administration du vecteur. Nos résultats sont concordants avec 1’étude de Song et al. qui
n’avait rapporté aucune augmentation des CPK 2 semaines aprés une IM d’AAVrl chez le
babouin (Song et al., 2002). L’infusion de membre isolé n’entraine donc pas de Iésions

musculaires déléteres chez le macaque.
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Figure 23 : CPK et kaliémie en fonction du mode d’administration de ’AAVr

Suivi des paramétres sanguins CPK (A) et potassium (B) chez les animaux ayant recu le vecteur
AAVr-LEA29Y soit par IM, soit par RI. Chaque courbe représente un animal. Rond gris : groupe IM
(Mac 5 et 6), carré noir : groupe RI (Mac 3, 4, 7 et 8), triangle pointillé gris : macaque ayant recu du
PBS par RI. Dosages réalisés dans le sérum prélevé avant injection, 30 min, 4 jours et 14 jours post-
injection. La ligne de référence (en pointillé) est la limite supérieure de la valeur normale du parametre
sanguin (moyenne + 2 écart-type, d’aprés Schuurman and Smith, 2005).

2. Profils de transduction obtenus

a. Expression du transgene

Tous les macaques ont recu la méme dose de vecteur AAVr-LEA29Y (rapportee au poids
de I’animal). Afin de s’en assurer, chaque lot ’AAVrl et d’AAVr8 a été titré 3 fois par dot-
blot, et une fois par Q-PCR, dans deux laboratoires différents.

L’expression du transgéne LEA29Y a été dosée dans le sérum par ELISA toutes les
semaines les 2 premiers mois suivant I’injection, puis toutes les 2 ou 3 semaines ensuite,
jusqu’au sacrifice des animaux.

Le profil d’expression du transgéne est le méme quel que soit le sérotype ou la voie
utilisés : augmentation du LEA29Y sérique au cours des 3 premiers mois post-injection,
suivie d’'une diminution lente puis d’une stabilisation de I’expression entre 6 a 12 mois post-
injection. Ces profils sont en effet classiqguement observés apres transfert de géne dans le
muscle de primate au moyen d’un AAVr, que ce soit avec un promoteur constitutif (CMV et
RSV)(Rivera et al., 2005) ou un promoteur muscle spécifique (Desmine) (Penaud-Budloo et
al., 2008).

En revanche, le mode d’administration influe sur le taux d’expression du transgéne en
fonction du sérotype utilisé. En ce qui concerne le sérotype 1, I’administration du vecteur par
voie RI permet d’atteindre une concentration sérique en LEA29Y 5 a 8 fois supérieure par

rapport a la voie IM. Avec I’AAVr8, les animaux présentent des taux d’expression du
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transgéne du méme ordre de grandeur quelle que soit la voie d’administration, équivalents a
ceux observés dans le groupe RI-AAVTrl. 1l existe donc un facteur limitant ’expression du
transgéne lorsque celui ci est encapsidé dans un sérotype 1 et injecté a 1’animal par IM. Une
des hypotheses expliquant cette limitation de 1’expression est liée a la différence de
transduction au niveau du site d’injection IM entre AAVrl et AAVrS, détaillée dans le

paragraphe suivant.

b. Transduction du tissu cible

Aprés injection par IM, nous avons observé une forte concentration du génome AVVr dans
le muscle injecté, que ce soit a 5 semaines post-injection ou au moment de 1’euthanasie des
animaux (14 a 34 mois post-injection). Jusqu’a 200 copies de transgéne par génome diploide
ont eté détectees au niveau du site IM, alors que dans les autres muscles du membre injecte,
aucune séquence du transgéne n’est retrouvée (sauf parfois dans le muscle long péronier : de
part sa position anatomique, nous supposons que ce muscle a également recu le vecteur au
moment de I’injection IM). De plus, la voie IM ne permet qu’une faible diffusion du vecteur
dans le muscle injecté. Nous retrouvons en effet jusqu’a 10 fois moins de génome AAVr a 1
cm du site d’injection aprés une IM de 7.10 vg par site. Cette faible diffusion aprés IM avait
déja été observée avec ’AAVI2-FIX chez des chiens ayant recu une dose de 2.10% vg en un
seul site (Arruda et al., 2005) : huit semaines apres injection, une biopsie réalisée au niveau
du site d’injection montrait un rayon de diffusion du génome AAVr2 de 0,5 cm environ.

A P’inverse, I’administration d’un vecteur AAVr par infusion de membre isolé (RI) permet
la transduction de pratiqguement tous les muscles du membre infusé. Méme si la répartition de
la transduction n’est pas homogene dans tout le membre, cette technique permet d’avoir un
nombre de copies du vecteur par cellule plus faible qu’apres une injection IM. Comme nous
pouvions nous Yy attendre, la présence du garrot semble avoir limité la transduction des
muscles de la partie supérieure de la cuisse infusee.

L’IM est donc associée a une faible diffusion du vecteur, responsable d’un nombre élevé
de copies du transgéne dans les cellules au site d’injection, alors que la Rl permet une
transduction plus homogéne des muscles d’'un membre avec un nombre de copies par cellule
plus faible.

Nous n’avons pas pu comparer l’efficacité de transduction aprés RI entre le modele
primate et chien, puisque dans I’étude de Su et al. les auteurs n’ont pas quantifié¢ le nombre de

copies de vecteur retrouvées dans les différents muscles infusés (Su et al., 2005), et notre
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étude contrairement a la leur, a utilisé un produit du transgene sécrété dans la circulation.
Cependant, méme avec une dose 20 fois plus faible de vecteur (5.10* vg/kg contre 1.10™
vg/kg), pratiquement tous les muscles du membre infusé sont également atteints par ’AAVr
chez le macaque : du génome AAVTr en quantité significative est détecté dans pratiquement

tous les muscles du membre infusé.

En plus de la voie d’administration, le sérotype influe aussi sur le profil de transduction
obtenu. L’AAVrl, pour un méme mode d’administration et une méme dose injectée, induit un
nombre de copies du vecteur par cellule 4 a 10 fois plus important que I’AAVr8, avec
cependant un méme taux d’expression du transgéne dans le groupe RI.

Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ’AAVr8 est capable de franchir I’endothélium
vasculaire plus efficacement que ’AAVrl (Wang et al., 2005c). Dans des modeéles rongeurs
de dystrophies musculaires, ’AAVr8 permet en effet de corriger significativement les 1€sions
de tous les muscles musculaires aprés une unique injection IM ou IV (Nishiyama et al., 2008;
Wang et al., 2005c; Zhu et al., 2005). Ainsi, aprées injection IM dans notre étude, le vecteur
AAVI8 atteindrait plus facilement les micro-capillaires irriguant les fibres musculaires, lui
permettant de transduire les autres fibres musculaires irriguées par ces mémes capillaires,
contrairement a I’AAVrl qui serait limité a rester au site d’injection. Ceci peut aussi en partie
expliquer la grande différence de profil d’expression du LEA29Y observée dans le groupe
IM : I’injection de la méme dose de vecteur a conduit a une expression 5 a 10 fois plus
importante avec ’AAVrS8 que ’AAVTrI.

Une autre hypothése pourrait étre que les premieres étapes de la transduction des cellules
sont différentes entre I’AAVrl et I’AAVTS, ce qui pourrait conduire a des copies du transgene
moins actives pour ’AAVrl que pour ’AAVrS. Dans une étude de Thomas et al. sur la
transduction de cellules hépatiques a 1’aide d’AAVr2, AAVr6 ou AAVrS, les auteurs ont
montré que le pic d’expression du transgéne FIX chez la souris était plus rapidement atteint
avec les pseudotypes 6 et 8 qu’avec I’AAVr2 (Thomas et al., 2004). Dans le foie, le nombre
de copies du transgene pour ’AAVr2 et 8 est le méme a 3 jours alors qu’il y a 54 fois plus de
FIX dans le sang. De méme, les auteurs retrouvent 6 fois moins de copies par cellule avec
I’AAVr6 que ’AAVr2 alors que I’expression est 5 fois plus forte avec ’AAVr6. Ils ont
montré que le génome des AAVI8 retrouvé dans les noyaux était libéré de la capside AAVr
bien plus précocement que I’AAVr2 (sensibilité plus forte a la DNase I). Les auteurs ne
retrouvent cependant pas plus de copies d’AAVr8 dans les cellules, ce qui signifie que

I’AAVr8 n’est pas internalisé plus efficacement que I’AAVr2. Par contre, une proportion plus
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importante de copies est persistante a 6 semaines, contrairement a ’AAVr2 ou une grande
quantité de génome a disparu. L’AAVr2 est en effet désassemblé relativement lentement
(Thomas et al., 2004). De plus, une fois dans le noyau des cellules transduites, les génomes
simple-brin s’apparient peu efficacement entre eux et sont rapidement dégradés. L’AAVrS8 se
désassemble plus rapidement et I’appariement des génomes simple-brins complémentaires est
efficace : peu de copies sont dégradées, les formes d’ADN double-brin étant plus stables
(Akache et al., 2007). Les travaux de Nakai et al. ont également montré que seules certaines
formes double brin du génome AAVr2 sont biologiquement actives (Nakai et al., 2001). Ceci
pourrait s’appliquer a notre modele, bien que nous n’ayons observé aucune différence entre le
statut moléculaire extrachromosomique des génomes AAVrl et AAVr8 dans le muscle injecté

des animaux plusieurs mois post-injection.

c. Fuite du vecteur dans la circulation

Nous avons quantifié la présence de particules infectieuses (pi) dans le serum des animaux
dans les heures et jours suivant I’administration du vecteur AAVr-LEA29Y (tableau 4) par la
technique du RCA (pour replication center assay) (Favre et al., 2001). Ce test est basé sur la
détection des virus AAVr contenus dans les échantillons analysés se réplicant dans les
cellules HeLaRC32, cellules exprimant stablement la protéine Rep en présence d’adénovirus

sauvage (AdS) ce qui permet la réplication d’un vecteur AAVr (Salvetti et al., 1998).

Des particules infectieuses AAVr ont été détectées dans le sérum des 8 animaux de 1’étude
pendant au plus 7 jours post-administration. Ni le mode d’administration, ni le sérotype
injecté ne semble influer sur la quantité de particules infectieuses circulant au pic (différence

non significative) (tableau 4).

132



Particules infectieuses circulantes ~ Particules infectieuses Disparition

- - - au pic des pi
Pic (h) Titre (pi/ml) (% de la dose injectée) (jours)
M Mac 1 6 6.1x 10° 2.1 4
Mac 2 6 1.3x 107 4.3 4
AAV2/1
Bl Mac 3 0.5 4.2 x 107 14.4 7
Mac 4 0.5 9.5 x 10° 6.5 4
M Mac 5 6 4.0x10° 4.6 4
Mac 6 6 8.5x 10° 9.6 7
AAV?2/8
Bl Mac 7 0.5 1.4x 10° 16 4
Mac 8 0.5 7.5x 10° 8.5 4

Tableau 4 : Détection de particules infectieuses dans le sérum par RCA

La sensibilit¢ du RCA (5.10% pi/mL) dans le sérum avant injection de chacun des animaux était
comparable a celle obtenue lorsque le vecteur était incubé dans du milieu de culture. L’analyse RCA a
été réalisée sur les sérums prélevés a 30min, 6h, 1j, 2j, 4j, 7j et 14 aprés administration d’AAVr-
LEA29Y. Le pic correspond au temps pour lequel le maximum de particules infectieuses a été détecté.
Le volume de sérum chez un macaque a été estimé a 4% de son poids pour le calcul du pourcentage de
particules infectieuses circulant au pic en fonction de la dose totale de vecteur injectée. La disparition
des particules infectieuses correspond au premier temps post-injection pour lequel aucune particule
infectieuse n’a été détectée par RCA. IM : intramusculaire ; Rl : infusion de membre isolé; pi:
particules infectieuses.

Nous avons également recherché le genome AAVr dans le sérum des animaux par PCR.
Chez les animaux ayant re¢u I’AAVr8 (que ce soit par IM ou RI), on ne détecte du transgene
que jusqu’a 7 jours maximum. Ce résultat est concordant avec celui du RCA présenté ci-
dessus. En ce qui concerne les animaux ayant recu I’AAVr1, du génome AAVTr a été detecté
dans le sérum jusqu’a 2 mois post-injection, bien qu’aucune particule infecticuse ne soit
détectable des la premiere semaine post-injection. Ces différents profils de clairance semblent
étre dépendants du sérotype : I’AAVrl persisterait plus longuement dans le sérum sous forme
de particules résistantes a la DNase. Dans une étude antérieure (Favre et al., 2001) chez des
macaques ayant recu 2,5.10° & 1.10'° pi/kg d’AAVr2 par IM, la séquence du transgéne est
détectée dans le sérum jusqu’a 1 semaine post-injection, renforcant le fait que le sérotype
semble influer sur le délai d’élimination du vecteur dans le sérum. Il faut cependant noter que
les sensibilités des PCR de ces 2 études n’étaient pas les mémes (environ 7.10° vg/mL de
sérum dans 1’étude de Favre et al., contre 3,5.10° vg/mL pour notre PCR).

Une autre étude a également montré une persistance jusqu’a 2-3 mois post-injection du
génome AAVTr1 dans le sang de souris et de lapin aprés une injection IM de 1,2.10* & 4.10*

vg/kg (Flotte et al., 2007). Cependant, les auteurs n’ont pas étudié parallélement les différents
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composants du sang : le génome est détecté dans le sang sans distinction entre PBMC ou
sérum. Dans notre étude, les différents échantillons de sérum ont d’abord été traités a la
DNase afin d’¢liminer tout ADN libre pouvant provenir de cellules sanguines (PBMC
principalement) éclatées apres centrifugation du sang coagulé. L’ADN éventuellement présent
dans le sérum traité a la DNase a ensuite été extrait pour réaliser une PCR spécifique du
transgene LEA29Y. Sur ces mémes échantillons, une PCR ciblant un géne
endogeéne (GAPDH) a également été réalisée. Tous les échantillons ont été négatifs en
séquence endogéene GAPDH, prouvant que nos sérums n’ont pas été contaminés par du
génome issu de cellules sanguines. Les séquences AAVr retrouvées dans le sérum
proviendraient donc de particules AAVTr intactes (car résistantes a la DNase) présentes dans la
circulation sanguine.

La persistance des particules AAVr dans le sérum pourrait aussi étre liée a la présence de
I’immunosuppresseur LEA29Y chez nos animaux. Vincent-Lacaze et al. ont émis ’hypothése
que les particules AAVr2 pouvaient étre séquestrées dans des structures « protectrices »
(Vincent-Lacaze et al., 1999). Ces structures pourraient étre les tubules transverses (tubules
T) spécifiques des muscles squelettiques striés et cardiaques. Ces particules intactes seraient
ensuite relarguées progressivement au cours du temps dans le muscle injecté. La présence de
I’immunosuppresseur LEA29Y pourrait réduire la clairance de ces structures « protectrices »
contenant des vecteurs AAV, conduisant a 1’augmentation de la persistance des particules

dans la circulation.

d. Biodistribution du transgene

La présence de particules infectieuses dans la circulation sanguine des animaux les jours
suivant I’administration de I’AAVr suggére que de nombreux organes autres que le tissu cible
ont pu étre transduits. En effet, du génome du vecteur a été détectée par PCR dans
pratiquement tous les organes et tissus des animaux, quel que soit le sérotype ou le mode
d’administration. Entre autres, le foie, la rate, les ganglions lymphatiques et les PBMC des
animaux étaient positifs en PCR les jours ou mois suivant I’injection ainsi qu’a 1’euthanasie
(14 a 34 mois post-injection). La transduction d’organes lymphoides et de cellules
immunitaires du sang, observée chez tous les animaux quelque soit le sérotype ou le mode
d’administration utilisé, est un facteur de risque de déclenchement d’une réponse immunitaire
contre le produit du transgene par présentation directe des peptides étrangers par les CPA

transduites.
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Le génome détecté par PCR dans le foie et les ganglions lymphatiques des animaux est
transcriptionnellement actif, quel que soit le sérotype ou la voie d’administration de I’AAVr.
Cela explique le fait que méme apres retrait total du muscle injecté par IM, il y ait encore 30 a
50% de produit du transgéne sécrétés dans le sang, alors que la demi-vie de la protéine
LEA29Y n’est que d’l a 2 semaines (Vanhove and Soulillou, 2005). L’expression du
transgéne ne proviendrait donc pas uniquement du muscle injecte.

Une analyse par RT-PCR des PBMC a plusieurs temps post-injection et de la rate a
I’euthanasie sont elles négatives. Ces résultats négatifs ne nous permettent pas de conclure :
soit I’expression dans ces cellules est en dessous du seuil de sensibilité de notre RT-PCR, soit

le transgene n’est pas transcriptionnellement actif dans ces cellules.
La transduction des gonades et du foie étant critique pour une application clinique du

transfert de gene a I'aide d’AAVTr, elle a été développée plus en détail dans les deux

paragraphes suivants.

e. Transduction des gonades

Savoir si le transgene sera transmis a la descendance est important pour 1’application du
transfert de géne a ’homme.

Nous avons détecté par PCR du génome AAVr chez 7 animaux sur 8 entre 2 et 8 mois
post-injection (prélévement chirurgical d’un testicule), et chez 3 animaux sur 8 entre 14 et 34
mois pi (a ’euthanasie). Le sérotype ou la voie d’administration ne semblent pas influer sur la
présence ou non du transgéne dans les testicules. Ces résultats confirment ce qui a déja été
observé récemment par Flotte et al. aprés injection IM d’un AAVrl chez la souris et le lapin
(Flotte et al., 2007): les gonades des souris injectées sont positives en séquences du
transgéne. Ainsi, il est possible qu’une injection d’AAVr 1 ou 8 dans le muscle, par voie IM
ou RI, puisse transmettre le transgéne a la descendance suite a la transduction d’un gaméte,
comme cela a également été montré avec ’AAVr2, que ce soit chez ’animal ou I’homme,
aprés IM ou IV (Manno et al., 2006; Song et al., 2002).

La présence du transgéne dans les gonades ne signifie pas forcément qu’il y aura
transmission & la descendance. En effet, les gonades sont composées d’une multitude de
cellules : les cellules germinales contenues dans la fraction mobile, et les cellules somatiques
non transmises a la descendance. Pour des raisons techniques, il nous a été impossible de

prélever de la semence chez nos 8 macaques. La fraction mobile n’a donc pas pu étre analysée
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séparément de la fraction non mobile. Schuettrumpf et al. (Schuettrumpf et al., 2006) ont
démontré dans une étude réalisée chez le lapin qu’une injection de 1.10™ & 1.10" vg/kg
d’AAVr2-FIX par voie 1V présentait de faibles risques de transmission du transgéne. Il est
probable que, méme si le gameéte est transduit, la copie du vecteur se perde par dilution au
cours des multiples divisions aprés féecondation. En effet, apres transduction par un AAVr, il
n’y a que de trés rares événements d’intégration : la plupart des génomes AAVTr se retrouvent
sous forme extrachromosomique (Vincent-Lacaze et al., 1999). Plusieurs études ont d’ailleurs
montré qu’il y a une diminution du nombre de copies du transgéne au cours du temps, et que
la présence de séquences AAVr dans les gonades n’est plus détectable apreés de nombreux
cycles de spermatogénése (Schuettrumpf et al., 2006; Song et al., 2002). Cependant, des
études plus exhaustives restent a faire afin de connaitre plus précisément quel est le risque de

transmettre le génome du vecteur suite a une injection d’AAVr chez I’homme.

f. Transduction du foie

A T’heure actuelle, plusieurs études ont observé une toxicité hépatique suite a une
administration d’AAVr chez la souris (Donsante et al., 2007) et chez I’homme (Manno et al.,
2006). Donsante et al. ont observé une incidence élevée de carcinomes hépatiques chez des
souris atteintes de mucopolysaccharidose de type VII (MPSVII) ayant recu en période néo-
natale un vecteur AAVr2-BGlu en IV. Les auteurs ont mis en évidence dans les cellules des
tumeurs hépatiques I’intégration du génome AAVr. Cependant, 1’étude portant sur un petit
nombre d’animaux ne permet pas de conclure quant a I’effet de 1’intégration de I’AAVr dans
le foie sur ’apparition de ces tumeurs (Donsante et al., 2007; Donsante et al., 2001). Dans
I’essai clinique de thérapie génique de I’hémophilie B, il a été observé une toxicité hépatique
suite a 'injection IV d’AAVr2-FIX, conduisant a une hépatite et a la perte d’expression du
transgene quelques semaines apres injection (Manno et al., 2006). La cause de cette hépatite
est le développement d’une réponse immunitaire T CD8" dirigée contre des épitopes de la
capside d’AAVr2 (Mingozzi et al.,, 2007b). Suite & ces observations de génotoxicité et
immunotoxicité apparente du transfert de geéne a 1’aide d’AAVr, il est important de

s’intéresser a 1’éventuelle transduction du foie suite a un transfert de géne a I’aide d’AAVr.

Nous avons quantifié le nombre de copies du vecteur dans le foie a partir de biopsies

hépatiques, et de I’organe prélevé au moment de I’euthanasie. Les biopsies ont été réalisées
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entre 5 et 27 mois post-injection. Les animaux ont été euthanasies entre 14 et 34 mois post-

injection (tableau 5).

nbre de copies nbre copies de
date du transgene date du transgene
biopsie par cellule euthanasie par cellule
(mois pi) (biopsie) (mois pi)  (euthanasie)
AAV1I IM Macl 27 3,8 34 2,3+0,7
Mac 2 27 2,1 34 0,9+0,2
Rl Mac3 22 2,7 27 35+0,7
Mac 4 10 13,3 14 2,4
AAV8 IM Mach 24 0,7 19 0,3+0,1
Mac 6 6 2,6 20 1,2+£0,3
RI  Mac7 5 9,1 20 24+1
Mac 8 13 0,2 19 0,4+0,3

Tableau 5 : Quantification par Q-PCR du nombre de copies du transgéene dans le foie

Quantification de nombre de copies du transgéne LEA29Y par Q-PCR (avec comme référence interne
I’endogéne e-globine) dans le foie des 8 primates de 1’étude. Les biopsies ont été prélevées entre 5 et
27 mois aprés transfert de géne. Les euthanasies ont été faites entre 14 et 34 mois pi. Pour la
quantification du nombre de copies du transgéne dans le foie au jour de I’euthanasie, nous avons
réalisé I’extraction ADN de 6 morceaux de foie repartis sur I’ensemble des lobes de I’organe, et réalisé
une PCR quantitative sur chacun de ses morceaux. Le tableau indique la moyenne des résultats
obtenus dans les 6 échantillons.

Le foie de tous les primates de cette étude a été transduit. Méme plus d’1 an post-injection,

nous avons retrouve par Q-PCR des quantités non négligeables de génome AAVT (tableau 5).

Le fait que ces copies du vecteur retrouvées dans le foie de nos 8 animaux soient
transcriptionnellement actives (RT-"PCR positives) suggere de réaliser une étude plus
approfondie sur cet organe, afin de déceler toute éventuelle toxicité de notre vecteur selon le
mode d’injection et le sérotype. Tous les foies de nos macaques ont donc été minutieusement
observés macroscopiquement et microscopiquement a 1’euthanasie. Aucune lésion n’a été
observee. Les paramétres biochimiques hépatiques (PAL, ALAT, yGT, bilirubine) mesurés
mensuellement chez ces animaux sont toujours restés dans les normes. Dans notre contexte,
aucune hépatotoxicité li¢e au transfert de géne d’AAVr-LEA29Y n’a été observée de 1 a 3

ans apres administration.
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Il reste aujourd’hui a déterminer précisément si des événements d’intégration peuvent étre
détecteés dans le foie de nos animaux. Plusieurs transferts de gene ciblant le foie a 1’aide
d’AAVr ont conduit a I’intégration du génome AAVr dans le foie de différents modéles
animaux (Donsante et al., 2007; Miao et al., 1998; Nakai et al., 1999; Nakai et al., 2003b;
Nakai et al., 2005b), méme si le génome du vecteur se retrouve a plus de 99% sous forme
extrachromosomique, forme qui est principalement responsable de la stabilité de transduction
du foie (Nakai et al., 2001). L’analyse de nos échantillons de foie par la technique de LAM-
PCR pourrait nous permettre de répondre a cette question (Schmidt et al., 2007). La LAM-
PCR permet en effet I’amplification et le séquencage de régions inconnues dans n’importe
quel génome donné. Le principe général de cette stratégie est le suivant : 1) amplification
linéaire avec une amorce biotinylée spécifique du transgéne ; 2) les fragments simple brin
ainsi formés sont isolés par leur extrémité biotinylée grace a des billes magnétiques
recouvertes de streptavidine ; 3) ces fragments sont convertis en séquences double-brin a
I’aide d’hexanucléotides aléatoires et de fragment de Klenow (activité polymérase) ; 4) les
fragments ainsi reconstitués sont digérés par une enzyme de restriction ; 5) les fragments
d’ADN ainsi générés sont ligués avec un adaptateur au niveau du fragment cohésif géneré ; 6)
deux PCR nichées sont effectuées avec des amorces spécifiques du transgéne et de la

séquence de I’adaptateur ; 6) séquencage des amplicons obtenus.

3. Le LEA29Y seul n’est pas suffisant pour inhiber la réponse anti-
transgene

Le taux de LEA29Y chez les 8 macaques de notre étude était compris entre 15 et

100pg/mL selon les animaux. Ces valeurs sont considérées comme immunosuppressives dans
la littérature (Larsen et al., 2005), ce que nous avons confirmé chez nos macaques : apres
immunisation aux globules rouges de moutons (SRBC), les animaux exprimant le LEA29Y
n’ont pas produit (ou tres faiblement) d’anticorps anti-SRBC les semaines suivant
I’immunisation. Le LEA29Y exprimé suite au transfert de géne agit donc chez le macaque
cynomolgus sur la réponse humorale T-dépendante comme cela avait été montré par Larsen et
al. (Larsen et al., 2005). Pour vérifier ’efficacité du LEA29Y sur la réponse cellulaire, les 8
animaux ont regu des allogreffes de peau. L’ incompatibilité entre donneurs et receveurs avait
été déterminée par génotypage du HLA-DR des macaques. Nos 8 animaux ont tous rejeté les
greffes de peau mais avec un délai légérement augmenté chez les animaux exprimant le

LEA29Y par rapport aux animaux témoins sains, sans que la concentration de LEA29Y
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sérique (15 ou 100 pg/mL) n’influe sur ce délai. Dans 1’étude de Larsen et al., le LEA29Y
seul permettait un allongement important (au moins 5 fois plus long) de la survie de greffes de
rein. Les taux de LEA29Y sérique chez les macaques de cette étude étaient compris entre 18
et 32 pg/mL pendant les premieres semaines post-greffe. Pour des taux de LEA29Y
équivalents ou 3 fois plus élevés, nos animaux ont présenté une augmentation du délai de rejet
de la greffe bien inférieure. Cependant, il est démontré qu’un greffon de peau est rejeté
fortement alors qu’un rein est mieux toléré, a cause de la différence de quantité de cellules
immunocompétentes dans ces deux greffons. Ceci peut expliquer la différence de résultat
obtenue entre notre étude et celle de Larsen et al. (Larsen et al., 2005). La différence de délai
du rejet entre nos macaques ayant recu le vecteur AAVr-LEA29Y et les macaques sains était
tout de méme significative (p=0,03), ce qui signifie que le LEA29Y a un effet sur la réponse
cellulaire de nos macaques.

Ainsi, le LEA29Y sécrété apres transfert d’AAVr-LEA29Y est fonctionnel chez nos

macaques et permet de limiter une réponse humorale T-dépendante et une réponse cellulaire.

Malgré des doses thérapeutiques de LEA29Y, 5 animaux sur 8 ont perdu I’expression du
transgéne Epo quelques mois aprés [Iinjection IM d’AAVr-Epo/rtTA. Cette perte
d’expression a été associée a une réponse immunitaire humorale anti-rtTA ainsi que cellulaire
au niveau du site d’injection, comme cela avait déja été décrit auparavant dans ce modele de
transfert de géne (Favre et al., 2002). Méme si chez certains animaux le LEA29Y a permis le
maintien de la régulation d’Epo a plus long terme (jusqu’a 7 inductions), il n’a cependant pas
été suffisant pour inhiber le développement de la réponse immune contre le transactivateur
chimérique rtTA. Le développement de la réponse immune anti-rtTA n’est pas corrélé au taux
de LEA29Y circulant. En effet, les animaux exprimant des faibles taux de LEA29Y (Mac 1 et
2) ont développé des anticorps anti-rtTA trés tardivement par rapport aux études de Favre et
al. et Chenuaud et al., alors que certains animaux avec de forts taux de LEA29Y (Mac 5 et 6)
ont développé des anticorps entre 1 et 3 mois post-injection comme observé dans le modele
sans immunosuppression. La dose de vecteur AAVr-Epo/rtTA injectée et les valeurs d’Epo au
pic d’expression n’influent pas non plus sur le délai d’activation de la réponse immunitaire.
Chez les 3 animaux ayant gardé une régulation stable tout au long de 1’étude, aucun anticorps
anti-rtTA n’a été détecté, et aucun infiltrat inflammatoire n’a été observé sur les biopsies
musculaires réalisées au site d’injection IM au moment de I’euthanasie.

Récemment, des protocoles d’immunomodulation (comme le MMF, la cyclosporine A,

Anti-CD40L, globuline anti-thymocyte, seuls ou associés) ont prouvé leur efficacité pour
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prévenir une réponse anti-transgene, soit apres transfert d’ADN nu dans un modéle de souris
hémophiles (Miao et al., 2006), soit aprés transfert de géne a I’aide d’AAVr dans un modéle
de chien DMD (Wang et al., 2007c)(pour revue, (Miao, 2007)). La molécule CTLA4-Ig a
également permis chez la souris une expression a long terme du transgéne aprés injection IV
d’un vecteur rétroviral codant la B-galactosidase. Tant que le CTLA4-1g était détectable dans
le sérum des animaux, aucun anticorps anti-p-galactosidase n’a été détecté, contrairement aux
souris témoins non immunosupprimées (Puppi et al., 2004). CTLA4-Ig a également inhibé le
développement d’une réponse cellulaire cytotoxique spécifique du produit du transgéne apres
transfert de gene a I’aide d’un vecteur rétroviral codant 'IDUA canine dans un modele de
chat MPSI (Ponder et al., 2006).

Dans notre modele de transfert de gene a 1’aide d’AAVr dont le produit du transgéne est
immunogéne, la molécule LEA29Y n’a pourtant pas été suffisante pour prévenir la formation
d’anticorps anti-rtTA et inhiber le développement de la réponse cellulaire cytotoxique
responsable de la destruction des fibres transduites, bien qu’il soit plus puissant que le
CTLAA4-Ig. Le contexte AAV doit étre différent de celui d’un vecteur rétroviral. On ne
connait en effet que trés mal les mécanismes responsables de I’activation du systéme
immunitaire contre un produit du transgéne apporté¢ au moyen d’un AAVr. On pourrait penser
que ces mécanismes se rapprochent plus de ceux impliqués suite a la transplantation d’un
organe, comme le rein par exemple. Dans des modeles de transplantation rénale, le LEA29Y
seul n’est pas suffisant : il permet d’augmenter la survie du greffon, mais n’empéche pas le
rejet. Le LEA29Y doit étre associé¢ a d’autres immunosuppresseurs pour prévenir a long terme
le rejet de greffe (Larsen et al., 2005; Vanhove and Soulillou, 2005; Vincenti et al., 2005).

4. Lavoie RI est peu immunogéne

Si le LEA29Y n’a pas permis de prévenir la réponse anti-rtTA, il semblerait que la voie
d’administration RI soit associée a une moindre immunogénicité, quel que soit le sérotype
utilisé. En effet, parmi les 4 animaux ayant recu le premier vecteur AAVr-LEA29Y par IM,
tous ont perdu I’expression d’Epo, alors que seul 1 animal sur les 4 ayant recu le premier
vecteur par Rl a développé une réponse immunitaire, et de maniére tres retardée en comparant
aux autres animaux. De plus, comme présenté auparavant, la voie RI, méme si la répartition
des muscles transduits n’est pas homogene dans tout le membre, permet d’avoir un nombre de
copies du vecteur par cellule bien plus faible qu’aprés une injection IM ou les fibres situées au

site d’injection pouvaient contenir jusqu’a 200 copies par noyau apres transfert de géne a
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I’aide d’AAVrl. Une faible densit¢é de transgéne localement pourrait avoir comme
conséquence une plus faible proportion de transduction directe de cellules immunitaires

limitant ainsi les risques d’activation du systéme immunitaire de 1’ hote.

Aucune augmentation significative du taux sérique de cytokines pro-inflammatoires (IL-6
et TNFa) ou de protéine-C réactive dans les heures et jours suivant I’injection n’a été
observée par rapport aux valeurs avant injection. Si on compare les taux d’IL-6 et de TNFa de
nos macaques avec ceux de primates ayant recu un vecteur adénoviral (Ni et al., 2005) par
voie IV, il est clair que ’administration d’un vecteur AAVr par voie RI, comme par IM,
induit une réponse innée négligeable. En effet, nous avons pu doser en méme temps que nos
propres animaux, le taux d’IL-6 et TNFa dans le sérum d’un babouin 6h post-injection par
voie IV d’un vecteur Ad5/35 (sérums de babouins donnés par A. Lieber) (Ni et al., 2005). Les
résultats montrent que le vecteur adénoviral entraine une élévation d’IL-6 et de TNFa de 4 et
2,5 fois respectivement comparé a nos animaux chez qui I’administration d’AAVr n’a montré
aucune élévation de ces cytokines pro-inflammatoires dans 4 jours suivant I’injection. Ceci
confirme que, contrairement a I’adénovirus, les vecteurs dérives des AAV n’activent que trés

faiblement la réponse immunitaire innée, qu’ils soient administrés par voie IM ou RI.

De plus, ni infiltrat inflammatoire, ni le CMH-I, ni le MAC du complément n’est
détectable sur des biospies musculaires réalisées 5 semaines post-administration. Ceci suggere
que l’administration d’AAVr par voie RI n’active pas le MAC responsable de la lyse
cellulaire, et que I’absence de forts taux de CMH-I a la surface des fibres transduites rend ces

fibres incapables de présenter directement des antigenes aux cellules du systéeme immunitaire.

Toutes ces observations nous suggéraient que la voie RI devrait étre moins immunogéne
que la voie IM. Pour le vérifier, nous avons donc utilisé cette voie pour administrer un
vecteur AAV connu au laboratoire pour déclencher une réponse immune anti-transgéne apres
injection IM : le modéle AAVrl-Epo/rtTA chez le macaque cynomolgus.

L’administration par RI du vecteur AAVrl-Epo/fTA & des macaques non
immunosupprimés a en effet permis une expression a long terme dans notre modéle Epo/rtTA
chez le macaque cynomolgus. 100 % des animaux (n=3) présentent aujourd’hui une
expression stable du transgéne Epo aux cours d’inductions successives a la Dox sur au moins
7 mois. De plus, aucun anticorps anti-rtTA n’est détectable dans le sérum de ces animaux et

les biopsies musculaires réalisées dans les muscles infusés (ceux comportant le plus de copies
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du vecteur d’apres notre étude de biodistribution) ne présentent aucun infiltrat inflammatoire
ni de destruction de fibres musculaires. Les macaques sont aujourd’hui a 10 mois post-
injection et une 7°™ induction & la Dox est actuellement en cours.

Dans une étude antérieure menée au laboratoire, 4 animaux avaient recu ce méme vecteur
AAVr1-Epo/rtTA sans aucune immunosuppression et par injection IM (Chenuaud et al.,
2004b). Tous les macaques ont produit des anticorps anti-rtTA, détectables par western-blot
quelques mois apres injection. La présence d’anticorps a été associée chez 3 des 4 macaques a
la perte d’expression du transgene Epo au bout de 1 a 3 inductions et a la présence d’infiltrats
inflammatoires au niveau du muscle injecté. Le 4°™ macaque a lui présenté une expression a
long terme d’Epo d’au moins 5 ans (Penaud-Budloo et al., 2008), malgré la présence
d’anticorps anti-rtTA des 4 mois post-injection. Une hypothése serait que ce macaque n’ait
pas développé de réponse cellulaire contre le transactivateur, ce qui a permis aux fibres
transduites de ne pas étre lysées et de continuer a produire le rtTA, ainsi que la proteine Epo
en présence de Dox. La voie RI, seule différence entre nos 3 animaux et les 4 animaux de
I’é¢tude antérieure, a donc permis de prévenir la réponse immunitaire dans notre modele

rtTA/Epo, tout du moins de la retarder.

De facon surprenante, les 3 macaques infusés avec 1.10' vg/kg d’AAVrl-Epo/rtTA
présentent une expression d’Epo bien plus faible que nos animaux immunosupprimés par
LEA29Y. Comparé a Mac 7 ayant regu la méme dose d’AAVr1-Epo/rtTA par IM, la valeur
des pics d’Epo des 3 animaux infusés est 25 fois plus faible (de ’ordre de 100 mU/mL). Nous
ne retrouvons donc pas ce que nous avions observé aprés administration d’AAVrl-LEA29Y
par IM ou RI au niveau du taux d’expression de LEA29Y chez Mac 1 a 4. Le fait que I’Epo
soit sous le contr6le d’un promoteur muscle-spécifique (contrairement au LEA29Y qui était
sous contrdle du promoteur ubiquitaire RSV) nous permet d’apporter une explication a cette
observation. Aprés RI, il se pourrait qu’il y ait une quantité plus importante de copies du
transgéne dans d’autres types cellulaires que les fibres musculaires qu’aprés une injection IM
pour laquelle nous avons démontré une faible diffusion de ’AAVr au site d’injection.
L’expression de ’Epo étant limitée aux seules cellules musculaires, les taux d’Epo suite aux
inductions sont donc plus faibles.

Cependant, nous pourrions penser que cette différence de valeur d’expression du transgene
pourrait étre une des raisons du non développement de la réponse immunitaire contre le rtTA.
Dans I’étude de Chenuaud et al., 2 macaques ayant recu 2,5.10*° vg/kg ont présenté 2 ou 3

pics d’Epo entre 50 et 70 mU/mL avant de perdre I’expression du transgeéne. 2 autres
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macaques de cette étude ont recu une plus forte dose d’AAVrl (6,7.10" vg/kg) : 1 des
animaux n’a montré qu’un seul pic d’Epo de 1200 mU/mL avant de perdre ’expression du
transgeéne, et le second macaque dont I’expression d’Epo est persistante (au moins 5 ans)
montre des pics d’Epo de I'ordre de 1400 mU/mL. Nous pouvons donc affirmer que le fait
d’avoir une faible expression d’Epo (moins de 100 mU/mL) n’empéche pas le développement
d’une réponse immune dans ce modele. De la méme maniére, une forte expression d’Epo ne
provoque pas systématiquement I’activation du systéme immunitaire.

Nous pouvons donc conclure que la voie d’administration RI, contrairement a la voie IM,
semble ne pas activer le systeme immunitaire dans notre contexte de transfert de gene a 1’aide
d’un AAVrl. Actuellement, nous ne connaissons pas les mécanismes responsables de cette
non-réponse Vvis-a-vis de la protéine immunogeéne rtTA (ignorance, tolérance,... ?). Une étude
serait nécessaire pour élucider les mécanismes impliqués dans ce modele, pour ainsi pouvoir
les transposer a d’autres modeles.

Cette technique d’administration de vecteur AAV pourrait donc étre transposable a
I’homme afin de cibler tous les muscles d’'un membre et cela en s’affranchissant d’éventuelles
réponses immunitaires, méme si cela reste a vérifier dans d’autres modeles de transfert de
gene, notamment dans les modeéles ou le tissu cible est inflammatoire (cas des muscles

dystrophiques par exemple).

5. Immunotoxicité observée apres une injection IM d’AAVr

a. Observation surprenante chez un des macaques de 1’étude

De maniére surprenante, un des macaques de I’étude (Mac 5) a développé des anticorps
dirigés contre la protéine LEA29Y (voir figure S4 du 2°™ article). Cette protéine est d’origine
humaine. C’est pourquoi les animaux avaient été mis sous traitement immunosuppresseur oral
(MMF 40mg/kg/j et prednisone 5mg/j) les 3 premiéres semaines suivant I’injection afin de
prévenir I’immunisation contre cette protéine le temps qu’elle soit en quantité suffisante pour
étre efficace. Une étude avait déja décrit la possibilité d’immunisation contre la molécule
LEA29Y chez le macaque cynomolgus lorsqu’elle n’est présente qu’en faible quantité
(Vanhove and Soulillou, 2005).

Malgre de forts taux sériques de LEA29Y au moment de I’arrét de I’immunosuppression
orale, une production d’anticorps anti-LEA29Y des 5 semaines post-injection a été mise en

évidence chez Mac 5 par ELISA. La présence d’anticorps anti-LEA29Y dans le sérum a été
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corrélée a la baisse progressive de 1’expression du LEA29Y dés 8 semaines post-injection.
Puis & partir de 5 mois post-injection, I’expression du transgéne est remontée spontanément de
facon inexpliquée tandis que le taux d’anti-LEA29Y a diminué. La réponse humorale
développée contre la protéine LEA29Y humaine a donc €té transitoire. Le taux de LEA29Y
sérique étant remonté aux mémes valeurs que chez Mac 6 ayant recu le méme transfert de
geéne, on peut supposer que cette réponse n’a pas été associée a la destruction des cellules
transduites. Cette observation n’a pas pu étre expliquée a ce jour. Une des hypothéses serait
que le LEA29Y ne soit pas totalement fonctionnel chez cet animal. Pourtant, méme si
I’épreuve d’immunisation aux globules rouges de mouton n’a pas pu étre réalisée chez cet
animal, un léger délai du rejet d’allogreffe de peau (13 jours contre 9 jours pour les témoins)
semble tout de méme suggérer un effet immunosuppresseur de la molécule LEA29Y chez
Mac 5.

Des phénomenes d’immunisation ont déja été observés apres transfert de géne au moyen
d’AAVr sans aucune explicationa ce jour : contre le FIX chez des chiens hémophiles
(mutation faux-sens) (Herzog et al., 1999), contre I’Epo homologue chez le macaque
cynomolgus (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al., 2004a). Dans ces derniers cas, il est possible
que des taux d’expression élevés de protéines recombinantes a partir d’un site ectopigque
puissent entrainer une rupture de tolérance. Pour chacune de ces études, le transfert de gene

avait été réalisé par voie IM.

b. Développement d’anticorps anti-capside AAVr

3 mois aprés I’administration du vecteur, tous les animaux du groupe IM ont développé des
IgG contre la capside AAVr (AAV8 ou AAV1 selon le sérotype recu), alors que dans le
sérum des 4 macaques du groupe RI une tres faible quantité d’IgG, voire aucun anticorps n’a
été détecté par ELISA, quelque soit le sérotype. Ces résultats sont indépendants du taux de
LEA29Y circulant. Cette différence de taux d’anticorps anti-capside entre le groupe IM et RI
est également retrouvée pour les anticorps neutralisants. Nous savons par expérience que les
taux d’anticorps obtenus chez les animaux du groupe IM sont suffisants pour inhiber
totalement 1’expression de ’administration d’un second vecteur AAVr de méme sérotype,
contrairement au groupe RI. L’expression d’Epo chez Mac 8 en est d’ailleurs la preuve,

puisque ce macaque a recu 2 administrations d’AAVr de sérotype 8 a 4 mois d’intervalle.
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Des études ont montré que la présence de CTLA4-Ig au moment de I’injection d’AAVr
permettait une seconde administration du méme sérotype chez la souris. Cependant dans notre
étude, la concentration en LEA29Y au moment de I’administration du vecteur AAVr est
nulle, et elle n’est probablement pas suffisante avant la premiére semaine post-injection. De
méme, le traitement immunosuppresseur a base de MMF et corticoide n’a pas permis de
prévenir la formation d’anticorps anti-capside. Mais il a déja été montré que de telles drogues

n’étaient pas toujours suffisantes pour inhiber cette réponse anti-capside (Lorain et al., 2008).

Cc. Présence d’infiltrats inflammatoires

Sur les biopsies musculaires prélevées 5 semaines post-injection au niveau du site
d’injection pour les animaux du groupe IM, quelques amas de cellules présentent une forte
accumulation d’ARNm aprés hybridation in situ avec une sonde anti-sens WPRE. De plus un
gradient de transduction est également observé : la quantit¢ d’ARNm dans les cellules
diminue lorsque ’on s’éloigne du site d’injection. Ces cellules exprimant fortement le
transgene sont aussi fortement positives aprés marquage anti-CTLA4 par immunohistichimie,
démontrant qu’un grand nombre de copies AAVr sont actives et aboutissent a la production
de la protéine. Des infiltrats inflammatoires ont été observés au niveau du site d’injection IM,
localisés ou non autour des fibres exprimant le LEA29Y, quel que soit le sérotype utilisé. Ces
infiltrats sont principalement composés de LT CD8", et sont également observés sur des
biopsies musculaires réalisées plusieurs mois (entre 11 et 22) aprés ’injection de ’AAVr. Les
fibres exprimant fortement le LEA29Y présentent également un fort taux de molécules CMH-
I a leur surface, et le complexe d’attaque membranaire (MAC pour membrane attack
complex) du complément (fragments C5b a C9) est également détecté au niveau de la

membrane de ces cellules musculaires fortement transduites.

A Dinverse, sur les biopsies musculaires des animaux ayant recu I’AAVr par RI, prélevées
5 semaines ou plusieurs mois apres I’injection, aucun infiltrat n’est observé, méme pour les
muscles présentant un nombre important de copies LEA29Y et positifs apres marquage anti-
CTLA4 et hybridation in situ. Aucune molécule de CMH-I1, ni le MAC ne sont présents au

niveau de la membrane de ces fibres musculaires transduites.

Ces observations suggerent que seule la voie IM déclenche une réponse immunitaire locale

située au niveau du site d’injection.
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La présence de LT CD8" au niveau du site d’injection musculaire et le fort taux de CMH-I
a la surface des fibres transduites suggérent une présentation de peptides étrangers par les
fibres musculaires elles-mémes.

Les fibres musculaires sont capables de présenter, par voie directe, des antigénes de source
endogene sur des molécules du CMH-I, ce qui active la réponse immunitaire cytotoxique (LT
CD8"). Les seuls antigénes endogénes présents au site d’injection sont ceux issus du produit
du transgéne LEA29Y, puisque aucune séquence virale (capside ou autre) n’est codée par
I’AAVr. Cependant, de tels infiltrats inflammatoires sont également observés au site
d’injection IM plusieurs mois post-injection (11 a 22 mois). Il est donc peu probable que le
produit du transgene soit I’antigene déclencheur de cette réponse immune aussi longtemps
apres injection. Si c¢’était le cas, on s’attendrait plutot a une perte rapide d’expression du
transgéne apres destruction des cellules transduites secrétant la protéine LEA29Y. De plus,
aucune réponse humorale contre le LEA29Y n’a été détectée (sauf pour un animal). C’est
pourquoi nous supposons que la capside AAVTr est probablement responsable de ’activation
de la réponse immunitaire. Dans le groupe IM, contrairement au groupe RI, tous les animaux
ont produit des anticorps anti-capside les mois suivant I’injection. Ces antigénes sont
cependant de source exogéne (car non produits par les cellules transduites). Pour pouvoir
présenter ces antigénes sur les molécules de CMH-I et activer la réponse cytotoxique, il
faudrait que les fibres musculaires soient capables de présenter les peptides de capside AAVr
par cross-présentation. Cette hypothése a deja été émise par Herzog pour les hépatocytes. En
effet, lors de I’essai clinique de transfert hépatique du geéne FIX chez des patients hémophiles,
il a été observé une réponse T cytotoxique CD8" dirigée contre les protéines de capside
AAVr2 présentées sur des molécules de CMH-I1, suggérant ainsi une possible destruction des
cellules hépatiques transduites par cross-présentation des antigenes de capside par les cellules
elles-mémes (Herzog, 2007).

Pour expliquer la persistance des infiltrats inflammatoires plusieurs mois apres 1’injection
IM, une hypothése est la suivante : les fortes densités de vecteur au niveau du site d’injection
IM, contrairement a la RI, pourraient favoriser la séquestration de particules d’AAVr dans des
structures « protectrices », comme évoqué dans le paragraphe 2-c de cette discussion. Ces
particules intactes, relarguées progressivement au cours du temps dans le muscle injecté,
entretiendraient 1’inflammation des mois apres administration de I’AAVr. Ce phénoméne de
séquestration expliquerait également pourquoi il est difficile de reproduire la destruction de

cellules transduites par une réponse cytotoxique contre la capside AAVr sur des cellules en
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culture in vitro (Li et al., 2007a; Li et al., 2007b; Vandenberghe et al., 2006; Wang et al.,
2007a).

La présence du MAC a la surface des cellules transduites suggere également que ce sont
les capsides AAVr qui sont responsables du déclenchement de la réponse immune. Pour
déclencher la cascade d’activation du complément conduisant a la formation du MAC par
voie classique, la fixation d’anticorps a la cellule présentant des peptides étrangerS est
necessaire (Kemper and Atkinson, 2007). Chez nos animaux, aucun anticorps contre la
protéine LEA29Y n’a été détecté dans leur sérum (sauf chez Mac 5). En revanche, dans le
groupe IM contrairement au groupe RI, tous les animaux ont produit des anticorps anti-
capside. Ces anticorps pourraient donc étre responsables de I’activation du complément,

conduisant a la lyse des cellules transduites par ’AAVr par le MAC.

d. Pourquoi la voie intramusculaire est-elle immunogéne ?

Plusieurs éléments observés dans notre étude suggérent fortement que la voie IM est

associée a I’activation du systéme immunitaire, quelque soit le sérotype d’AAVr injecté :

1) une forte concentration locale du vecteur et donc du nombre de copies du transgéne au site
d’injection, due a la faible diffusion du vecteur. Ceci a également été observé dans 1’étude
d’Arruda et al. (Arruda et al., 2005). Ceci a pour consequence directe :

- une possible augmentation de la capture des peptides (capside) par les CPA locales
(Veron et al., 2007; Wang et al., 2005a; Wang et al., 2005b; Xin et al., 2006)

- un risque accru de transduction des CPA locales et des ganglions lymphatiques
drainants. Chez nos animaux, comme dans d’autres études (Favre et al., 2001; Flotte
et al., 2007; Manno et al., 2006), le génome du vecteur a été détecté dans les PBMC et
les ganglions drainants. Nous avons également détecté la présence de transcrits du
transgene dans les ganglions drainants. Cependant, cela a aussi été observé dans le
groupe RI : ces événements seuls ne sont donc pas suffisants pour activer la réponse
immune, méme s’ils y participent probablement.

- une augmentation de la quantité de composants non identifiés du stock viral qui
pourraient agir comme adjuvants (Herzog et al., 2002), méme si les lots purifiés de

vecteurs administrés aux macaques sont propres et trés faiblement contaminés en
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2)

3)

4)

protéines autres que les 3 VP de la capside AAVr (vérifié sur gel de polyacrylamide
dénaturant coloré au nitrate d’argent — sensibilité du test de 100 ng).
la forte densité de vecteur au niveau du site d’injection conduit & une concentration accrue
localement de produits du transgéne due a un nombre élevé de copies du transgéne par
cellule, particulierement avec le sérotype 1. Ceci a pour consequences possibles :
- I’augmentation du risque de présentation de peptides aux CPA (Sarukhan et al., 2001)
- des modifications post-traductionnelles anormales du produit du transgéne (Arruda et
al., 2001b; Lasne et al., 2004).
une sur-expression des molécules du CMH-1 par les fibres musculaires transduites au site
d’injection, suggérant une présentation d’antigénes par ces cellules soit par voie directe
(produit du transgéne), soit par cross-présentation (capside AAVr).
la lyse des fibres musculaires présentant les antigénes par le complexe d’attaque
membranaire du complément présent en grande quantit¢ a la surface des cellules
exprimant fortement la protéine LEA29Y. Ceci suggere la présence d’anticorps pour

activer le MAC.

La voie d’injection intramusculaire, quel que soit le sérotype injecte, est toujours associée

au développement d’une réponse immunitaire contre le vecteur et/ou le produit du transgene,

limitant I’efficacité du transfert de gene.

148



CONCLUSION

GENERALE

ET

PERSPECTIVES

149



Nous avons montré que le systéme de régulation Tétracycline TetR-KRAB était aussi
efficace que le systeme Tet-On dans un contexte AAVr chez la souris. 1l permet une bonne
inductibilité de 1’expression du transgéne en présence de Dox, 1’expression du transgene est
négligeable en absence d’inducteur, et ce systeme est réversible. 1l reste maintenant a evaluer
I’efficacité de cette régulation par TetR-KRAB dans un modele gros animal tel que le primate.
En effet, le systéme Tet-On avait également montré des résultats tres encourageants dans le
modele murin (Bohl et al., 1998). C’est seulement aprés évaluation de ce systéme dans le
modele macaque qu’il s’est avéré que la protéine rtTA était reconnue par le systeme
immunitaire (développement d’une réponse humorale et cellulaire), limitant ainsi 1’efficacité
du transfert de géne a quelques mois (Favre et al., 2002). Ceci souligne I’importance de
réaliser des études dans un modele préclinique tel que le macaque. Il a de nombreuses fois été
observé des résultats tres différents entre les rongeurs et les grands animaux.
Malheureusement, les modéles précliniques ne nous permettent pas toujours de prédire avec

certitude ce qui se passera chez I’lhomme (Manno et al., 2006; Mingozzi and High, 2007).

La protéine LEA29Y, dérivée du CTLA4-lg par mutagénése dirigée, est un
immunosuppresseur empéchant 1’activation et la prolifération des lymphocytes T par blocage
du signal de costimulation. Elle est capable chez le macaque d’inhiber des réponses cellulaires
ou humorales T-dépendantes. Bien que le LEA29Y seul permette un allongement significatif
de la survie du greffon dans un mode¢le de transplantation rénale, il n’a pas été suffisant,
méme a forte dose, pour prévenir chez tous nos macaques la réponse anti-transgéne et anti-

capside observée dans notre modele de transfert de géne AAVr-Epo/rtTA.

Cependant, ce travail de thése apporte de nouveaux éléments sur les facteurs favorisant
I’activation du systéme immunitaire de 1’hote aprés transfert de gene dans le muscle
squelettique a I’aide d’AAVr.

Il semblerait que la voie d’injection intramusculaire soit toujours associée a des
événements immunologiques délétéres, aboutissant a la perte d’expression du transgéne
quelque temps aprés injection. L’étude approfondie de la dissémination et de la
biodistribution des vecteurs AAVrl ou AAVr8 administrés par voie intramusculaire chez le
macaque cynomolgus nous a permis de montrer que I’injection IM induit une forte
concentration de copies du transgeéne dans les cellules au point d’injection, particulierement

avec le sérotype 1, résultant en une forte densité de produit du transgene localement. La forte
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densité de vecteurs et de produits du transgéne au site d’injection IM est susceptible de
favoriser le déclenchement d’une réponse immunitaire dirigée contre la capside AAVr et/ou le
produit du transgéne. Cette voie, utilisée dans les essais cliniques actuels, est donc a éviter
pour un transfert de géne ciblant le muscle squelettique, ou bien a associer a un traitement

immunosuppresseur efficace.

Lors de cette thése, nous avons mis au point chez le macaque une nouvelle technique
d’administration d’un vecteur AAVr avec pour cible le muscle squelettique : 1’infusion de
membre isolée (RI). Cette voie est trés bien tolérée par ’animal, sans entrainer d’effet
secondaire délétére. Elle permet la transduction de pratiquement tous les muscles du membre
postérieur de ’animal. De plus, des doses de vecteurs AAVr compatibles avec une application
clinique ultérieure suffisent pour atteindre une forte expression du transgéne. Enfin, cette voie
n’est pas associée au développement d’une réponse immunitaire contre le produit du
transgeéne, contrairement a ce qui avait été observé auparavant avec l’injection par voie
intramusculaire du méme vecteur AAVr (notre modéle immunogene Epo/rtTA). L’infusion de
membre isolé est donc une technique efficace pour introduire un geéne au moyen d’un vecteur
AAV, avec persistance a long terme de I’expression du transgéne, au moins dans notre
modeéle. De plus, cette voie d’administration pourrait étre applicable pour le traitement de
maladies neuromusculaires, pour lesquelles tous les muscles malades doivent étre transduits

pour espérer corriger le phénotype.

Une perspective de ce travail est maintenant d’élucider les mécanismes qui font que la voie
IM active le systéme immunitaire. En effet, suite a I’étude comparative de la biodistribution
d’un vecteur AAVr aprés IM ou RI, nous n’avons pas observé de différences significatives.
Quelque soit le mode d’administration, nous avons détecté des particules infectieuses dans le
sérum jusqu’a 1 semaine post-injection en proportion équivalente et de nombreux organes et
tissus autres que les muscles du membre injecté ont été transduits. Les PBMC, ganglions
lymphatiques et rate (lieux comportant de nombreuses CPA) sont également transduits chez
tous les macaques, avec mise en évidence de I’expression du transgéne par RT-PCR dans les
ganglions drainants. Les seules différences que nous avons observées se situent au niveau des
muscles injectés : des infiltrats inflammatoires principalement composés de cellules T CD8",
ainsi que des molécules du CMH-1 et du complexe d’attaque membranaire du complément
sont détectés sur les biopsies des muscles injectés en IM. Alors que les muscles ayant recu le

méme vecteur par RI ne présentent aucune inflammation, et le CMH-1 et CAM ne sont pas
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détectables a la surface des fibres transduites, méme pour les cellules exprimant fortement le
transgéne et dans lesquelles on retrouve plus de 30 copies du vecteur par noyau. |l serait donc
intéressant de découvrir les mécanismes qui font qu’une injection IM d’un AAVr déclenche
une réponse immunitaire, contrairement a la voie RI.

De la méme maniére, il serait également intéressant d’analyser pourquoi la voie RI n’active
pas le systeme immunitaire dans notre modele et de confirmer la faible immunogénicité de
cette voie d’administration dans d’autres modéles de transfert de géne (promoteur ubiquitaire,
produit du transgéne sécrété, ...). Des études immunologiques plus précises des mécanismes
impliqués suite a une administration d’AAVr par RI nous permettraient de déterminer si cette
Voie est associée ou non a la génération d’une population T régulatrice, a 1’induction d’une

tolérance, d’anergie ou d’ignorance des LT face au produit du transgéne par exemple.
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Recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors are capable of mediating long-term gene expression
following administration to skeletal muscle. In rodent muscle, the vector genomes persist in the nucleus in
concatemeric episomal forms, Here, we demonstrate with nonhuman primates that rAAV vectors integrate
inefficiently into the chromosomes of myocytes and reside predominantly as episomal monomeric and con-
catemeric circles. The episomal rAAV genomes assimilate into chromatin with a typical nucleosomal pattern.
The persistence of the vector genomes and gene expression for years in quiescent tissues suggests that @ bona
fide chromatin structure is important for episomal maintenance and transgene expression. These findings were
obtained from primate muscles transduced with rAAVE and rAAVS vectors for up to 22 months after intra-
muscular delivery of 5 X 10" viral genomes/kg. Because of this unique context, our data, which provide
important insight inte in sitn vector biology, are highly relevant from a clinical standpoint.

Long-term transgene expression is achieved following re-
combinant adeno-associated virus (rAAV) vector-mediated
gene transfer to skeletal muscle. After conversion of the single-
stranded rAAV genome into double-stranded DNA (dsDNA),
the vector gunomc is concatemerized (23, 57, 67) and circular-
ized (12, 20, 21, 35, 57, 64), processes that have been well
described in vivo, In rodent skeletal muscle, rAAV vector
genomes are maintained mainly as extrachromosomal forms,
as demonstrated by a sensitive PCR-based assay (53, 54): thus,
gene expression derives predominantly from the episomal
forms in this tissue. Similar data were reported for rAAV
vector persistence in liver (37, 43), even though the integration
rate observed in this tissue is higher (38). The mechanism of
how rAAV vector episomes persist and maintain long-term
expression of a therapeutic transgene in muscle and other
tissues is of great interest 1o the field,

Numerous episomal viruses are organized in a chromatin-
like structure during their life cycle. The circular genomes of
papovaviruses, Simian virus 40 (SV40), and polyoma virus exist
as minichromosomes composed of cellular histones organized
in nucleosomes (1, 2, 13). The structure and assembly of SV40
chromatin have been studied extensively as a model of cellular
chromatin (49, 56). The Abutilon mosaic geminivirus, a single-
stranded-DNA-containing virus of plants (48) that resembles
animal papovaviruses, also assembles into minichromosomes
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in situ. Other viruses, such as the duck hepatitis B virus, an
avian hepadnavirus (45). and the latent genomes of alpha-
herpesviruses, such as herpes simplex virus type 1. and of
gammaherpesviruses, such as Epstem-Barr virus and Kapo-
si's sarcoma-assoctated herpesvirus, are maintained as epi-
somal chromatin (14, 34, 55). The parvoviruses AAV and
minute virus of mice (MVM) have been observed to assimilate
with histones within hours after infection of cells in culture (3,
36). However, conflicting reports for wild-type AAV (5) and
MVM (15) exist for the actual nucleoprotein compositions of
these genomes in vitro,

For recombinant AAV vectors, transgene expression in cell
lines harboring a single copy of an tAAV-lacZ vector stably
integrated into the cellular genome can be inactivated over
time, but the expression can be rescued in vitro by treatment of
the cells with trichostatin, a histone deacetvlase (HDAC) in-
hibitor (9. 10). In parallel, Okada et al. were able to enhance
tAAV transduction when tumor cell lines were treated i vitro
with an HDAC inhibitor at the time of vector infection (46).
HDAC inhibitors, such as butyric acid, trichostatin, sodium
phenyibutyrate, and valproic acid, modify the acetylation of
histones, resulting in chromatin rearrangements that allow
gene expression (39). Nevertheless, the direct demonstration
of rAAYV genomes assoctated with histones has not been shown
in vivo,

In this report, we characterize the rAAV vector genome
structure in nonhuman primate (NHP) skeletal muscle when
the vector copy number has reached a steady state, 1.¢., several
months following gene transfer. The vector genomes persist as
episomal monomeric and concatemeric circles in a structure
consistent with that of chromatin. Administration of sodium
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FIG. |. Long-term expression of a transgene after intramuscular administration of recombinant AAV. An NHP transduced intramuscularly
with an AAVI-cmET-Des-M2 construct expresses cynomologus macaque EPO under the control of the Tet.,y promoter after induction with

doxycycline,

phenylbutyrate to primates previously transduced intramuscu-
larly with rAAV vectors does not increase lransgene expres-
sion, indicating that the majority of persistent vector genomes
are maintained in a chromatin configuration that accounts for
long-term transgene expression. The structure of the rAAV
genomes assimilated with histones may begin to explain the
long-term persistence of the vector genome episomes and
transgene expression in nondividing tissuces.

MATERIALS AND METHODS

Production of AAV vectors, The vector plasmid used for rAAV production was
generated by cloning the LEA29Y (belatacept) sequence in a pZA backbone
harboring the AAV serotype 2 (AAV2) inverted terminal repeats (TTRs) (a gift
from J. M. Wilson’s laboratory, Philadelphia, PA) between the Rous ssrcoma
virus (RSV) promoter and a Woodchuck hepatitis virus posttranseriptional reg-
ulatory element (WPRE). The LEA29Y sequence was oblained by oligonuche.
otide-directed mutageness, which feads to the substitution of two amino acids in
CTLA4-1g (abatacept) (kindly provided by B, Vinhove, INSERM U643, Nantes,
France): LIOME and A29Y. rAAV stocks were produced by cotransfection of
cither pDP1 or pDPS {respectively, for AAV vector production of serotype 1 or
8) and of the pZA RSV-LEA29Y-WPRE-pA vector plasmid in 293 colls, rAAV
RSV-LEA29Y-WPRE-pA particles were subsequently purified with a CsCl den-
sity gradient. The titration of tAAYV stocks was typically in the range of 10" viral
genomes (vigh'ml,

Totramuscular infection and tibialls anterior muscle ablation of NHPs. Five
captive-bred cynomologus macagues were purchased from the Centre de Re-
cherches Primatologiques, Ferney, France. Anesthesia was performed with ket-
amine (10 mg/kg of body weight) betore mtramuscular rFAAV delivery. The total
volume per ijection site was 170 to 300 pl, and cach animal received 5 x 10'*
vwkg of rAAVY1 (macaques Mac 1. Mac 2, and Mac 9) or rAAVYS (Mac 5 and
Mac 6) RSV-LEA29Y-WPRE-pA distributed at three injection sites in & tibialis
anterior muscle (or at six mjection sites in the two tibialis anterior muscles for
Mac 9). The protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of the University of Nantes. The integrality of injected tibialis ante-
rior muscles was taken off at 10 to 22 months postingection under ssoflurane
anesthesia, Muscles were immediately transferred in cold phosphate-buffered
saline (PBS: pH 7.5) and preserved for & maximum of 24 h at +4°C for chromatin
studies.

Separately from the five individuals used in the present study, Mac 13, whose
results are presented i Fig. 1, was described previously and was followed for up
to 5 years after that study (11). Brefiy, Mac 13 recenved by intramuscular
jection 6.7 > 10" vghkg of an AAVYT vector encoding the cynomologus
macaque ervthropoietin (¢cmEPO) under the control of the rtTA2-M2 doxycy-

cline-regulatable system (61). Doxyeyeling induction cycles were described in
reference 11,

Total DNA extraction from macague musde, Total DNA was isolated from the
first step of the procedure described below under “Isolation of nuclei from
primate muscle.” Briefly, tissues were minced finely, the pellet was resuspended
n 2 ml of urea buffer (8 M urea, 1% sodium dodecyl sulfate [SDS) 10 mM
EDTA, pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.5) per gram of muscle, and
proteinase K wis added ot u concentration of 2 mg/ml. Samples were mcubated
for 3 b at 56°C hy homogenizing them from time to time, A second run of
digestion was realized overnight ut 56°C by adding | volume of urea buffer and
the same quantity of proteinase K. DNA was extructed two times with phenol-
chloroform (pH 7.5) and precipitated with sodium acetate and absolute ethanol,

Quantitative PCR. Recombinunt AAV genome copy number was quantified in
10 ng of total DNA extracted from NHP-injected muscles using & real-time
TagMan PCR system (LightCyeler 2.0; Roche Applied Science). Primers and
probes used for amplification of the vector-specific sequence and of the endog-
£nous macague sequence situated i the e-globin gene, as well as quantitative
PCR conditions, are described in referonce 60,

Southern blot analysis. Twenty mxcrograms of total DNA extracted from
primate muscles wis digested twice for 3 Iy at 37°C with 2.5 Ujpg of the restric-
tion enzyme(s) Xbal, EcoRl, or BamHI-Clal (Roche Applicd Science), engen-
dering zero, one, or two cuts, respectively, m the vector. The samples were run
on o 085 agarose gel (SeaKem LE agarose; Lonza) in Tris-acetate-EDTA
(TAE) for 16 h st 35 V at room temperature or on a 0.5% agarose gel prepared
with multipurpose QOA-sgarose (MP Biomedicals) in TAE for 24 h at 35 V and
at +4°C. Gels were then stained with ethidivm bromide and photograpbed. After
depurination in HCY (0.25 N), DNA was transferred onto a nylon membrane
(MP Biomedicals) under denaturing conditions. Southern blotting wos per-
formed by using the vector-specific WPRE-pA probe or the RSV probe, which
correspond, respectively, to the 867-bp BamHICId fragment or to the 646-bp
Balll fragment of the pZA RSV-LEA29Y-WPRE-pA vector plasmid. The en-
dogenous cmEPO probe corresponds to a 1,226-bp sequence of the macaque
EPO gene amplified by PCR with the primers Macd (3-GGTGGAGGTGGG
AAGCTAG) and Epod (S-GTGTCAGCAGTGATGGTTCGGAG). Probes
were rundomly labeled by using the Rediprime [ DNA Iabeling kit (Amersham
Biosciences), Twenty-five nanograms of cach fragment wis labeled by adding §
w of Redivue [a-"PICTP at 6,000 mCimol (Amersham Biosciences) and
cubating the mixture for 1.5 h a1 37°C. The probes were then purified on a Nick
column (GE Healthcare), and their specific activities were calculated based on
scintillation counting. DNA hybridization conditions were 65°C for 16 h in buffer
containing 5x SSC (1x SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate), 5x
Denhurdt's reagent, 0L.3% SDS, und 100 pg of sonicated herring sperm DNA per
ml. Membranes wore washed under high-stnngency conditions with from 2x
SSC, (1% SDS at room temperature to (.13 SSC. (.19 SDS ar 60°C. The
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storage phosphor signal was detected with a Typhoon %410 Imager (GE Health-
care).

PS digestion, For plasmid-safe DNase (PS-DNase) treatments, 20 pg of total
DNA was digested with Xbal, an enzyme that does not cut in the vector, as
described above. DNA was then incubated twice for 16 h at 37°C in 33 mM Tris
acetate, pH 7.8, 66 mM potassium acetate, 10 mM magnesium acetate, (0.5 mM
dithiothreitol (DTT), and | mM ATP with § U/pg of ATP-dependent PS-DNase
{Epicentre Biotechnologies). An ethanol precipitation step was added betweea
the two PS-DNuse digestion runs. PS-DNase was inactivated by o 30-min ncu-
bation at 70°C. After ethunol precipitation, samples were resuspeaded i H,0
and loaded onto a 087 agarose gel.

Detection of rAAV-cellular genome junctions by LAM-PCR. Lincar-amplifica-
tion-mediated (LAM)-PCR wits used 10 solate sequences contiguous with AAYV
genomes in samples of total DNA extracted from macagque muscles (52). The
AAV sequence was finst amplified from 10 ng of genomic DNA using one of the
{following biotinylated primers corresponding to the 57 region of the RSV pro-
moter: RSV1bio, 5'-hio-CTCAGCGACCTCCAACACAC, or RSV2bio, 5™-bio-
GAGCAGATACTGGCTTAAC. The reaction conditions were as follows: 83.5
fmol of the pnmer, a 200 uM concentration of the deoxynucleoside triphos-
phates (ANTPs), and 1.25 U Tag DNA polymerase with the Tog buffer (Qiagen).
The cycling conditions were denaturation ot 95°C for 2 min followed by 30 cycles
of 95°C for 45 s, §57°C for 45 5, and 72°C for | min, with a final extension of 72°C
for 5 min. This cycle was repeated after the addition of 1.25 U of fresh Tag DNA
polymerase for a total of 100 cycles of linear amplification.

The biotmylated PCR products were captured usig X0 pg of steeptavidin-
coated magnetic beads (Dynul Dynabeads kilobase binder kit) in conjunction
with a magnetic particle concentrator (Dynal) according to the manufacturer's
protocol, After binding, the beads were washed twice with H;O and incubated
with 2 U of the Klenow fragment (Roche Applied Science). a 250 mM concen-
tration of the dNTPs, und a random-hexanucleotide mix {Roche Applied Sci-
ence) in o 20-pd renction volume for 1 h ot 37°C to create dsDNA. Following
incubation, the DNA-beads were washed twice as described above and incubated
for 1 hat 65°C with 4 U of the restriction endonuckease TspSRT, which generates
o 3" overhang. After restriction enzyme digestion, the beads were washed and o
cohesive, double-stranded TspS091 adaptor (40 pmol) generated by hybridization
of two oligonucieotides (LC1, GACCCGGGAGATCTGAATTCAGTGGCAC
AGCAGTTAGG, and LC3, AATTCCTAACTGCTGTGCCACTGAATTCAG
ATC)was ligated to the restricted DNA for 5 min at room temperature in a 10l
volume contiining 2 U of Fast-link DNA ligase, | mM ATP, and the accompa-
nying Fostlink buffer (Epicentre). The DNA-beads were washed, and o 1:5
dilution of the eluate was used as the template in a nested PCR, The first round
of PCR used 8.35 pmol of cach primer, a 200 gM concentration of the INTPS
und 2.5 U of Tag DNA polymerase (Qiagen), with the corresponding reaction
butfer wsing the same cycling conditions as described above with the exception
that oaly 35 cycles were performed. The adaptor and AAV-specific primers used
in the firsst-round PCR were as follows: LCT (§'-GACCOGGGAGATCTGAA
TTC) and RSVABbio (5 -CTGAGAGTGCACCATACGGATC), The biotinyl-
ated PCR products were purified as explained above, and o 1110 dilution of the
elunte was used as the template for the nested PCR with the same reaction
conditions as used in the first-round PCR but with the following primers: LCTI
{S“GATCTGAATTCAGTGGCACAG) and ITR1bio (3-GTCGAGATCTTC
CAGAGCATG) or RSV5bio (5-GATAAGCTGTCAAACATGACG). PCR
products were purified with the PCR OTAquick kit (Qiagen) and doned into the
PCRLI TOPO-TA cloning vector (lnvitrogen). The sequencing of the clones
obtained by LAM-PCR was performed by GATC Biosech.

Isebation of nucld from primite muscle, Nuclei were isolated from freshly
excised tibinlis anterior muscles of macagques. Muscle was immediately placed in
cold 1% PBS, pH 7.5, and kept on e, All manipulations were performed on ice,
Muscle was sliced and washed three tmes with 1 PBS, pH 7.5. The connective
tissug, the fat, and the nerves were removed. The muscle pieces intended for
nuckeus isolation or total DNA extroction were distributed randomly. Frogments
of muscle were weighed and quickly placed in 15 ml of buffer A (15 mM Tris
HCL, pH 7.5, 300 mM sucrose, 60 mM KCI, 15 mM NaCL 2 mM EDTA, pH 8,
05 mM EGTA, pH & 0.5 mM spermidine, 0,15 mM spermine, 0.5 mM DTT,
protease inhibitor cocktail [EDTA-free Complete; Roche Diagnostics]) for na-
tive chromatin preservation, The volumes are given for 1 g of muscle (about 10¢
nuclei). Muscle was minced using a scalpel and a sharp forceps and homogenized
with 10 supplementary ml of buffer A using an Ultra-Turrax T25 homogenizer.
After o centrifugation of 10 min at X0 x g at +4°C, the supernitant of lissue
remnants was discarded. The pellet was gentlv resuspended i 15 ml of buffer B
{15 mM Tris HCL pH 75, 300 mM sucrose, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 3 mM
MgCly, 05 mM DTT, protease inhibitor cocktail) plus 0.5% NP-40 for cytoplis-
mic membrane fysis. After 5 min of incubation on ice, the samples were filtered

AAV VECTOR CHROMATIN 7877

through 16 fayers of cheese cloth (17 threads) and centrifuged for 10 min at 700x
gt +4°C 1o pellet the nuclei. Nuclei were washed in buffer B snd quantified by
trypan blue staining.

Micrococenl nuclease digestion assay of myocyte nuclel. An average of § < 1(F
freshly prepared nuckel were resuspended m 200 pl of digestion buffer (15 mM
Tris HCL pH 7.5, 60 mM KCL, 15 mM NaCl, 3 mM MgQl,, .25 mM sucrose, 0.5
mM DTT, protease inhibitor cocktail). A stock solution of § U/l micrococcal
nucleise (MNase) (Roche Applied Science) was made in 3 mM Tris HCL pH 7.5,
25 uM CaCl,. One MNase digestion condition required two aliquots of 200 ul of
the nucles: suspension. Aliquots were preheated for 2 min at 27°C. MNase was
added 1o nuclei at a range of 0 1o 30 U/ml. The nuchews suspension was incubated
at 37°C for 1 1o 15 min in the presence of 1) mM CaCl,, and the reaction was
stopped by adding 8N ! of a stop solution (15 mM EDTA, pH 8, (L625% SDS).
The samples were then deproteimized by an overnight incubation at 37°C in the
presence of proteinase K (Eurobio) at a final concentration of 40 pg/ml. The
purification of DNA was performed by diluting samples in TNM bufier (10 mM
Tris HCL, pH 7.5, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,), followed by sequential phenal
(pH S)<chloroform extmaction and sopropanol precipitation in the presence of
sodium acetate and glycogen. The DNA pellet was washed with W% ethanol and
resuspended in & Tris EDTA (10:1) overnight at room temperature. Twenty
microgriums of each MNase digestion condition mixture was run on a 1.4%
agarose gel containimg ethidiim bromide for 24 h ot 40V at +4°Cin Tris-sborate-
EDTA (TBE) buffer. The gel was photographed under UV light. After transfer
under denaturmg conditions, the membrane was hybridized with a radiolabeled
probe specific for the WPRE-pA vector region, stnpped with (,5% SDS, and
hybridized with the RSV promoter probe. The same membrane was finally
stripped with 0.5% SDS and hybridized with the genomic **P-labeled probe
emEPO. The size of the mononuckeosome was determined fram the following
digestion conditions: 20 U/ml for 5 min at 37°C. The average unit length s
calculated from the 1-, 2- and 3-mer frugments on vach blot after rAAV- or
cell-specific hybridization,

Treatment with an HDAC Inhibitor. Mac 9 received sodium phenyibutyrate
(Ammonaps), an HDAC inhibitor, adminsstered per os for 2 months at a dose of
540 mgkg/day and then for 1 month at & dose of | gkg/day. Sodium phenytbu-
tyrate was started 5.5 months after vector administration and fractionsted in
three equivalent doses over the course of a day, with carcful intake monitoring,
Serum was collected under ketamine-induced anesthesia, and the LEA29Y level
was measured by an enzyme-linked immunosorbent assay described in Toro-
manoff et al. (60).

RESULTS

Long-term rAAV-mediated protein expression. We previ-
ously published 2 year’s worth of expression data on NHPs that
received an rAAV Tetgy promoter-regulated EPO expression
vector intramuscularly (11). In Fig. 1, we show that the AAVI-
emET-Des-M2 vector genome is functionally stable for at least
S years; these results are similar to those of another study using
the rapamycin-inducible system expressed from an AAV vee-
tor delivered intramuscularly 1o NHPs (51). In the present
study, we evaluate the structure of rAAV vector genomes at
late time points in five primates that were administered a
single-stranded rAAV vector of serotype 2/1 (macagues Mae 1,
Mac 2, and Mac 9) or serotype 2/8 (Mac § and Mac 6) in their
tibialis anterior muscles as described in a recent study (60).
The vector encodes LEA29Y (belatacept), a mutant form of
the human immunosuppressive molecule CTLA4-Ig (abata-
cept) under the control of the constitutive RSV promoter,
followed by the WPRE sequence. The immunosuppressive
properties of LEA29Y have been demonstrated in a preclinical
primate model of renal allografting (32) and in patients, in
whom it prevented rejection after renal transplantation (63).
The AAV-RSV-LEA29Y-WPRE-pA-injected animals exhib-
ited the classic expression profile, characterized by an increase
in the first 3 months, followed by a slower decrease and a
steady state achieved from 6 months on (60).

To evaluate in NHP skeletal muscle the status of the rAAV
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FIG. 2. Persistence of rAAV as monomers and as HMW concatemers in skeletal primate muscle. (A) Schematic diagram indicating the enzyme
restriction sites and the position of the rAAV-specific probe (WPRE-pA probe) used for the Southern blotting. (B) Southern blot of total DNA
extracted from noninjected (primate Mac C1) and injected (Mac 2) tibialis anterior muscles, Twenty micrograms of total DNA purified from
primate skeletal muscle were incubated either in the absence of any restriction enzyme (lane 1) or with Xbal (no cut within the vector) (lane 2),
EcoRI {one cut within the vector) (lane 3), or BamHI-Clal (two cuts in the vector) (lane 4), H-H and H-T indicate, respectively, head-to-head or
head-to-tail junctions, The 2,911-bp fragment can be generated after EcoR1 digestion in the presence of linear (lin) molecules (lane 3). Viral DNA
forms are indicated by black arrows. cong, concatemers; sc-mon or r-mon, supercoiled or relaxed monomers, respectively, The HMW-vector-
specific signal (open arrowhead) visualized after Xbal digestion (lane 2) was identified further as HMW concatemers (Fig. 3).

vector in the steady-state phase, injected muscles were surgi-
cally excised 10 to 22 months after injection and total DNA was
prepared for analysis. The average number of vector genome
copies per diploid cellular genome at the injected site was 34.3 =
2.5 copies or 8.3 * L5 copies for the NHP that received the
AAV1 or the AAVS vector, respectively (data not shown).
rAAV genomes exist as monomers and HMW concatemers
in NHP muscle. In order to assess the molecular status of
rAAV, we first performed a Southern blot analysis using sev-
eral restriction enzymes and a vector-specific probe (WPRE-
pA). We determined that the rAAV genomes persist in mono-
mers and high-molecular-weight (HMW) concatemers (Fig. 2,
lane 1). Monomers were observed in o relaxed or supercoiled
form. Supercoiled monomers were characterized by further
experiments described below. When digested with a single
cutter (EcoRI) (Fig. 2, lane 3), the HMW forms were con-
verted to head-to-head or head-to-tail junction fragments. The
2911-bp fragment generated from lincar molecules corre-
sponds to a very weak signal, suggesting that, several months
following transduction, the rAAV genomes are mainly circular,
When nondigested DNA (Fig. 2, lane 1) is run on a classical
agarose gel, a portion of the vector signal remains trapped in
the well by chromosomal DNA. The migration of this signal
into the gel is facilitated when the cellular chromosomal DNA
is digested with Xbal. an enzyme that does not cut in the rAAV
genome (Fig. 2, lane 2). Furthermore, the trapping phenome-
non is prevented when the DNA is separated on a 0.5% mul-
tipurpose agarose gel, which is capable of better separation of
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FIG. 3. AAV vector genomes exist as low-molecular-weight and
HMW c¢pisomes. Twenty micrograms of total DNA extracted from
injected primate muscle (Mac 1) were submitted to digestion with
several noncutting enzymes: Xbal (4 kbp; lane 2), Avrll (5 kbp: lane
3), and Spel (8 kbp: lane 4) or were nondigested (lane 1). The average
genomic fragment size (kbp) generated by each endonuclease is based
on human genome data. Samples were loaded on & multipurpose 0.5%
agarose gel intended for HMW DNA separation. After transfer, the
membrane was hybridized with the P-labeled rAAV-specific probe
(WPRE-pA probe). The open arrow indicates two discrete bands iden-
tified as HMW concatemers (HMW cone). sc-mon or r-mon, super-
coiled or relaxed monomers, respectively.
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FIG. 4. AAV vector genomes exist as epsomal circles, Twenty micrograms of total DNA extracted from injected skeletal muscle (Mac 2) were
submitted to digestion with PS-DNase with or without previous digestion with Xbal, which does not cut in the vector, (A) The Southern blot
hybridized with an rAAV vector-specific probe is shown, The hydrolysis of rhesus chromosomal DNA by the PS-DNase enzyme was verified by
cthidium bromide (EthBr) staining (C) and confirmed after hybridization of the same blot with the emEPO probe, which is specific for the

endogenous cmEPO gene sequence (B).

HMW DNA (Fig. 3). Using several enzymes that cut more or
less frequently in the primate genome and do not cut in the
rAAV genome, we found that the Southern blot profile re-
mained unchanged, suggesting that the majority of rAAV ge-
nomes do not integrate into the host cellular genome (Fig. 3).

FAAV vector genomes exist as episomal circles in NHP mus-
cle. Schnepp et al. (53, 54) performed molecular analysis on
rAAV genomes following transduction in murine skeletal mus-
cle and on wild-type AAV genomes in human tissues. Using
the PS-DNase and sensilive PCR assays, they convincingly
showed that >99.5% of the rAAV genomes assimilate into
episomal circular forms in murine skeletal muscle. Here, pu-
rified total DNA from four transduced NHPs was treated with
PS-DNase, an exonuclease that hydrolyzes all DNA molecules
except circular dsDNA. Additionally, genomic DNA was
treated with or without Xbal prior to PS-DNase treatment 1o
ensure digestion of cellular DNA. The products were sepa-
rated on an agarose gel and probed with a vector-specific
WPRE-pA probe. As can be scen in Fig. 4, several PS-DNase-
resistant vector-specific bands that represent circular super-
coiled and relaxed monomers and circular HMW forms are
abserved. Monomeric and some concatemeric forms remain

even after extensive digestion, i.e., Xbal digestion followed by
two 16-hour PS-DNase digestions (Fig. 4A, lane 6), conditions
that exceed the time needed to hydrolyze the single-stranded
viral DNA, the double-stranded linear DNA (53). and all cel-
lular DNA (Fig. 4C, lane 6). Indeed, when the blot was
stripped and probed with a cmEPO probe 1o detect the en-
dogenous EPO cellular gene, PS-DNase efficiently hydrolyzed
the cellular chromosomal DNA, since no EPO signal is de-
tected after two rounds of PS-DNase digestion (Fig. 4B, lane
6). As shown in Fig. 4A, the majority of the rAAV genome
signal corresponds to circular monomers as well as some
HMW species that are completely resistant to PS-DNase treat-
ment and thus are not associated with the cellular chromo-
somal DNA. However. we observed that some HMW forms
are sensitive to PS-DNuse, suggesting (i) the occurrence of
concatemer integration in the host genome, (ii) the presence of
linear concatemers, or (iii) damage to the HMW episomal
molecules during DNA extraction. Nevertheless, linear mole-
cules seem to be a minority. as indicated by the Southern blot
data (Fig. 2. lane 3).

To confirm that the majority of the vector genomes are
episomal and not integrated into cellular chromosomes, we

TABLE 1. Sequenced LAM-PCR amplicons from NHP skeletal muscle®

Macague ¢AAV sorotype Time postinjection No. of rAAV LAM No. of rAAV<ellular Head-to-tail Head-to-head
(mo) amplicons junctions concatemers concatemens

Muac 1 el | 2 283 0 ot +

Mac 2 21 21 130 0 +++ +

Mac 9 21 1.5 103 0 +++ +

Mac 3 8 12 122 0 +++ -

Mac 6 28 10 127 0 +++ +

“DNA sequencing of eAAV amplicons contuining AAV ITR sequences showing predominantly (+++) head-to-tail configurations or, rarely (+), head-1o-head
amplicons.
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further analyzed DNA derived from the skeletal muscle of five
treated NHPs for the presence of vector-cell genome junctions
by LAM-PCR (52). We previously demonstrated the potency
of our approach in efficiently detecting and sequencing inte-
grated AAYV vector forms on transduced human 293 cells (69).
Here, the sequencing of a total of 765 LAM-PCR amplicons
from five NHPs failed to detect any vector-cell genome
junctions (Table 1). Instead. rAAV LAM amplicons pre-
dominantly resembled concatemeric variants in the head-to-
tail orientation, showing complex deletions and rearrange-
ments of the ITR sequences and the characteristic
multiplicity of vector sequence rearrangements previously de-
seribed by others (40, 64). In addition, massive parallel pyro-
sequencing of rAAV LAM amplicons reaching a total of ap-
proximately 150,000 sequence reads from five macaques again
revealed the presence of dominant concatemeric vector forms
present in the skeletal muscle of the examined NHPs (data not
shown), Our results obtained with NHPs extend those of
Schnepp et al. following the transduction of rodent skeletal
musele (53). In summuary, these results demonstrate that rAAV
genomes are maintained predominantly as episomal circular
forms in NHP skeletal muscle.

Episomal rAAV genomes are in a nucleosomal structure, To
correlate the persistence of rAAV in vivo and its molecular
structure, we wanted to determine if the episomal viral forms
were assimilated into chromatin, Nuclei were isolated from
freshly excised NHP skeletal muscle that was transduced for 10
to 22 months and treated with MNase. MNase is an endonu-
clease that hydrolyzes native chromatin in the linker DNA
region between the nucleosomal cores 1o reveal the nucleoso-
mal pattern (2). A titration of MNase was capable of digesting
cellular chromatin into a typical nucleosomal ladder, as re-
vealed by ethidium bromide staining (Fig. SA) and when
probed with the endogenous cmEPO probe (Fig. 5C). When
the gel was probed with the AAV vector-specific WPRE-pA
probe (prior to the cmEPO probe), a nucleosomal ladder was
observed in Mac 1, the injected primate, but not in Mac C2, the
nontransduced control animal (Fig. 5B). The major persistent
rAAV forms in NHP skeletal muscle, i.e.. the supercoiled
monomeric and HMW concatemeric circles, were found to be
susceptible 1o MNase digestion. However, two particular forms
identified as open-circular and linear monomers were less sen-
sitive to MNase before being digested into single nucleosomes
(Fig. 5B). At the highest MNase concentration, a distinet nu-
cleosomal pattern was observed, demonstrating that all forms
of rAAV are associated with histones on the target sequence.
Analysis of additional NHPs revealed that this initial observa-
tion was extended to all individuals analvzed, independently of
the rAAYV vector serotype (rAAV] or rAAVS), but not in the
nontransduced control animals (Fig. 6 and data not shown).
Using a vector-specific RSV promoter probe, we demonstrated
that the vector promoter region in the rAAV episomes is also
associated with histones ( Fig. 6C). Analysis of the nucleosomal
unit size was done ofter an intermediate MNase condition
treatment where mononucleosomes, dinucleosomes, and trinu-
cleosomes are visualized. It revealed a unit length of 170 =
10.4 bp for the cellular chromosomal DNA (emEPO probe)
(Fig. 6D) and of 162 % 88 bp after hybridization with the
867-bp, vector-specific WPRE-pA probe (Fig. 6B). Similarly,
the RSV probe that corresponds to a 646-bp sequence in the

1. Virol,

RSV promoter showed an MNase pattern where nucleosomes
were regularly spaced with a unit length of 159 = 1.3 bp (Fig.
6C). All together. these data reveal that cellular histones are
regularly positioned along the rAAV ¢pisomes, creating a
chromatin-like structure that is similar to the cellular chro-
mosomal DNA nucleosome pattern (EPO probe) (Fig. 5C
and 6D).

HDAC inhibitor does not affect transgene expression. So-
dium phenylbutyrate is used clinically to treat sickle cell ane-
mia patients by stimulating the expression of fetal hemoglobin,
which undergoes programmed inactivation during develop-
ment (I8, 19, 28). As inhibition of HDAC was shown to in-
crease the transgene expression mediated by rAAV in vitro
(46), we wanted 1o assess the effect of such a drug on rAAV-
mediated expression in NHPs. Mac 9, which received rAAV/1
RSV-LEA29Y-WPRE-pA. expressed LEA29Y for more than
11 months in the classic pattern: transgene expression in-
creased during the first 3 months, followed by a decrease until
it reached a stable level 6 months following rAAV delivery
(Fig. 7). We administered sodium phenylbutyrate, an HDAC
inhibitor, per os three times a day for 2 months at a medium
dose (540 mg/kg/day) and then for 1 month at a higher dose (1
whke/day). The two doses were well olerated by the primate:
however, transgene expression remained unchanged after so-
dium phenylbutyrate treatment (Fig, 7). This result suggests
that the episomal rAAV forms that persist in skeletal muscle
are associated with cellular histones that are positioned or
modified in a manner that allows transgene expression,

DISCUSSION

The present study (Fig. 1) and previous work (51) show the
pemsistence of functional rAAV genomes for several years after
one single IM administration in NHPs, Persistence appears to
be independent of the immunosuppressive LEA29Y transgene
used here since previous long-term studies of NHPs have uti-
lized a constitutively expressed tetracycline regulator, a rapu-
mycin regulator, and EPO (11, 51). Therefore, there must be a
mechanism by which episomal and nonreplicating vector ge-
nomes associate with nuclear components to achieve stability
and functionality in quiescent tissues. In this paper, we provide
evidence that in a nondividing cell population such as normal
skeletal muscle, rAAV episomal genomes are remarkably sta-
ble and persist mainly as supercoiled monomenie and concate-
meric circles and, most notably, in o chromatin-like structure,

As determined by pulsed-field gel electrophoresis, fluores-
cent in situ hybridization, isolation of vector-cellular DNA
fragments, and in vivo selection of hepatocytes, rAAV vectors
can integrate in vivo in the liver (8, 16, 40-42), although ext-
rachromosomal rAAV genomes represent ~90% of the vector
genomes and are primarily responsible for stable liver trans-
duction (43). Hepatectomy-induced liver regeneration shows
that in specific experimental settings, rAAV genomes are di-
luted and do not persist (26), similar o the dilution s¢en in
neonatal mice (66). It seems that no-end, linear, double-
stranded rAAV genomes are more casily degraded and lost by
hepatocyte division than circular and concatemeric genomes
after rAAV administration in mice (30). In contrast, no inte-
gration event was detected in murine muscle tissue (53). In-
deed, based on the demonstrated sensitivity of the BI-PCR
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FIG. 5. Episomal rAAV genomes are in a chromatin-like structure, An MNase digestion assay was performed on nuclei isolated from an
injected primate muscle (Mac 1) more than a year after rAAV administration of serotype 2/1 AAV RSV-LEA29Y-WPRE-pA particles. Muscle
biopsies were performed on a noninjected macaque (Mac C2), which was used as a negative control. Isolated nuclei were treated with increasing
concentrations of MNase (0 to 50 U/ml, with “no” indicating no MNase) at 37°C and deproteinized, and DNA fragments were purified. After
electrophoresis on a (L8% TAE-agarose gel, the MNase pattern of the digested native chromatin was checked by ethidium bromide staining (A).
Following transfer to the membrane, the vector-specific signal was detected by hybridization with the **P-labeled WPRE-pA probe (B). The blot
was stripped and hybridized with the **P-labeled cnEPO probe specific for the endogenous emEPO gene sequence (C), rAAV forms are indicated
as HMW concatemers (HMW conc). open-circular monomers (oc-mon), lindar monomers (lin-mon), and supercoiled monomers (sc-mon). Black
arrows indicate the mono-, di-, tri-, and tetra-nucleosomes visualized after MNase digestion and characteristic of a classical chromatin pattern.

assay complemented by a PS-DNase digestion assay, Schnepp
et al. concluded that episomes correspond to more than 99.5%
of vector DNA (53). Additional work showed that the majority
of the rAAV vector DNA in muscle persisted over time as
episomes (21, 57, 64). Moreover, circular rAAV genomes have
also been detected in humans who received an rAAV-FIX
vector intramuscularly (35), Several studies of muscle sug-
gested that extrachromosomal, circular tAAV dsDNA ge-
nomes are likely responsible for long-term transgene expres-
sion (20, 53, 68). Altogether, our molecular analysis confirms
that circular tTAAV episomes drive transgene expression i

primate skeletal muscle. This finding is supported by the fact
that LAM-PCR and high-throughput sequencing (data not
shown) analysis failed to detect integration events in NHP
skeletal muscle. The combinatorial approach of high-through-
put LAM-PCR and massive parallel pyrosequencing, which is
dispensable for bacterial subcloning steps (29, 40), point (o a
very low integration frequency of tAAYV vectors in NHP skel-
etal muscle and confirm that the rAAV genomes found to be
associated with histones are predominantly present as episo-
mal forms. We cannot exclude the possibility of the presence of
rare integrated forms following the transduction of NHP skel-
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FIG. 6. Different regions of the rAAV vector genomes are in a chrummm-likc structure. An MNase digestion assay was performed as described
in the legend to Fig. 5. Equivalent doses of serotype 2/1 (Mac 1 and 2) or serotype 2/8 (Mac 6) AAV RSV-LEA20Y-WPRE-pA particles were
administrated by intramuscular injections. Muscular hlopsxcs were performed on & noninjected macagque (Mac C2), which was used as a negative
control. Isolated myocyte nuclei were treated with increasing concentrations of MNase (0 to 50 U/ml, with “no™ indicating no MNase) to digest
native chromatin, and the chromatin fragments were purified. After electrophoresis on a 1.4% TBE agarose gel, the MNase profile of the digested
chromatin was checked by ethidium bromide staining (A). Following transfer to the membrane, the vector-specific signal was detected by
hybridization with the “P-labeled WPRE’pA probe (B), The blot was stripped and hybridized with a vector-specific RSV promoter probe (C).
Lastly, the blot was hybridized with the "P-labeled cmEPO probe specific for the endogenous cmEPO gene sequence (D). Black arrows indicate
the mono-, di-, and trinucleosomes visualized after MNase digestion and characteristic of a classical chromatin pattern,

etal muscle, as was seen in mice by Inagaki et al, (29). Never-
theless, our analyses demonstrate that the majority of the
rAAV genomes are episomal. Further experiments are needed
1o give exact estimations of the integration frequency in diverse
rAAV-transduced tssues from chinically relevant studies. as
well as to carefully consider dose-dependent influences,

The concept of a viral minichromosome was formulated 1o
describe the organization of the circular SV40 genome with
cellular histones in the nuclei of infected permissive cells (2,
13, 25). The lincar adenovirus genome has been shown 1o be
complexed with the virus-derived histone-like protein VI,
which condenses the 36,006-bp adenoviral genome in the
virion, but this protein is released from the viral DNA for
chromatin assembly a few hours after infection (59), The par-
voviruses AAV and MVM were also deseribed as organized in

chromatin structure within hours after infection in cell culture
(3, 36), and in the case of wild-type AAV did not require the
presence of a helper virus or DNA replication. In all cases, the
presence of viral nucleosomes is believed 1o be an essential
step in the life cycle of the wild-type virus, which prompted us
to determine whether rAAYV genomes are arranged in situ like
minichromosomes. As shown here, our MNase digestion assay
data indicate that the rAAV wvector genome, devoid of se-
quences coding for viral proteins, is a substrate for chromati-
zation, with o structure that is similar to the structure of cel-
lulur chromatin. This was further confirmed when histones
were removed from the episomal rtAAV vector genomes dur-
ing DNA extraction 1o yield negatively supercoiled circular
molecules that were relaxed by Escherichia coli topoisomerase
I (data not shown), Indeed, removal of histones from DNA
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FIG, 7. Transgene expression mediated by rAAV cannot be mod-
ulated by an HDAC inhibitor. Mac 9 injected with AAV2/1 RSV-
LEA2OY-WPRE-pA was treated by sodium phenylbutyrate at 535
months postinjection (black arrowhead) at a dose of 540 mg/kg/day
and for 2 months. The treatment was prolonged for one supplementary
month at & dose of | gkg/day (gray arrowhead) and stopped (open
arrowhead). The serum concentration of LEA29Y was measured by an
enzyme-linked immunosorbent assay,

during extraction produces negative supercoiling (45, 24).
DNA supercoiling could also be a mark of transcription activity
(31).

The fact that histones are complexed with episomal circular
plasmid following naked plasmid injection in vivo, which in
turn regulates transgene expression via epigenctic modifica-
tions (30), suggests that DNA replication and/or viral sequence
motifs are not a prerequisite for the generation of rAAV chro-
matin, at least in quiescent tissues and in vitro (6). Further-
more, the generation of circular rAAV genome intermediates
is responsible for long-term episomal persistence in muscle
tissue (21). In our study, it appears that circularization and
chromatinization of the rAAV genomes may be critical for in
vivo persistence in o quiescent tissue, mechanisms that are
conserved with other viral genomes maintained duning latency.
However, we do not exclude the possibility that some gene
expression may originate from a minority population of linear
or naked circular molecules. The unique aspect of episomal
rAAV vector chromatin is that it remains in a configuration
that allows high-level, long-term gene expression.

As we demonstrated that double-stranded rAAV genomes
are a substrate for chromatinization in vivo, transgene expres-
sion could be regulated by histone epigenctic modifications, In
the cell lines stably harboring a single integrated vector, trans-
gene expression can be reactivated following the treatment of
cells with HDAC inhibitors (9, 10). These in vitro studies do
not reflect the status of the rtAAV vector DNA in vivo. In this
report, we did not analyze the status of the rAAV vector
genomes at carly time points following transduction, so it is
unclear when histones associate with rtAAV episomes in vivo,
It has been shown that within a few weeks postinjection in the
skeletal muscle and liver. the number of rfAAV genomes is
dramatically reduced (64, 65). This loss of vector genomes may
be due to degradation of virions by the proteasome following
rAAV entry into the target cell (17). Alternatively, processing
of TAAV genomes has been shown to be dependent upon
DNA damage/repair pathways (7, 12). While most vector ge-
nomes are lost, a minority are converted to stable, double-
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stranded circular and concatemeric forms. It is possible that
most genomes do not participate in these pathways or are
assimilated into nonproductive structures that are degraded by
cellular nucleases. The clearance of most of the vector DNA s
concomitant with the rise of transgene expression levels,
Therefore, less than a month after intramuscular administra-
tion, only a few genomes are stabilized and established as
transcriptionally active. Interestingly. this time frame is similar
to the one necessary in vivo for naked plasmid DNA (o asso-
ciate with histones, resulting in hetero/euchromatin (50), Our
data indicate that chromatinization oceurs on episomal dou-
ble-stranded circular rAAV when such a substrate is available,

The conversion of lincar AAV genomes 1o double-stranded
supercoiled circles has been seen in vivo for (1) single-stranded
AAV vectors, (i) double-stranded AAV vectors that are also
called  self-complementary rAAV, (iii) multiple serotypes
(AAVI, -2, and -8), (iv) different target tissues (skeletal mus-
cle, liver, heart), (v) animals of different levels of maturity
(neonates and adulis), (vi) carly and late time points postirans-
duction, (vii) different vector copy numbers, and (viii) different
species (mice. NHPs) (references 44, 64, 65, and 66 and data
presented here). In skeletal muscle, cellular histone assembly
on rAAV genomes could trigger stable transeription of the
transgene from monomeric and concatemeric circles and al-
ternatively may catalyze and/or protect the initial structural
changes, mcluding the slow conversion of double-stranded
monomers 0 larger concatemers (21). Several histones are
known to be implicated in the DNA repair machinery, such as
H2AX and HIR variants (22, 27, 47), or in intermolecular
recombination (22, 58) that could favor rAAV circulanzation
or concatemerization. Further studies are required to address
the existence and the nature of such a relationship between
carly changes of rAAV molecular structures and the chroma-
tinization of rAAV genomes.,

Changes in the dynamic chromatin structure are notably
affected by posttransiational modifications of histones via al-
teration of their interaction with DNA and nuclear protein,
Histone modifications act in diverse biological processes, such
as gene expression regulation, DNA repair, and DNA conden-
sation. Unlike in the in vitro studies using transformed cell
lines where rAAV-mediated gene expression can be silenced
duc to integration into the cellular genome in a repressive
chromatin environment and restored by HDAC inhibitors (9,
10), in our in vivo studies, the episomal chromatin structure of
rAAV allows constitutive expression that can be sustained for
years., Consequently, we wanted o determine if some persis-
tent forms of rAAV are susceptible (o epigenctic regulation
through the use of un HDAC inhibitor (sodium phenyl-
butyrate), The literature does not clearly demonstrate the ef-
fect of such drugs on rAAV-mediated transgene expression.
Indeed, using hydroxyurea, a cell cycling drug that is shown to
act on histone acetvlation, Lo et al. were unable 1o enhance
transgene expression in the brains of mice transduced with
rAAV (33), With our experimental settings, we did not manage
to modify the LEA29Y expression level by a 3-month sodium
phenylbutyrate treatment, nor did Rivera el al, in some pri-
mates transduced intramuscularly with rAAV (51). The inef-
ficieney of sodium phenylbutyrate treatment on transgene ex-
pression could be due to instability and low retention of this
drug (39). Nevertheless, sodium phenylbutyrate is used in clin-
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ical studies 1o treat sickle cell anemia patients by stimulating
the expression of fetal hemoglobin (18, 19, 28) or to increase
SMN gene expression in spinal muscular atrophy patients (4).
As mentioned in references 3 and 48, epigenctic drugs may
therefore be effective only at carly times after rAAV injection,
L.e., during or just after (i) the establishment of dsDNA circles,
(1) the organization of episomes into a chromatin-like struc-
ture, and (iif) appropriate intranuclear compartmentalization.
If this is the case, it would provide a possible explanation for
the unresponsiveness of the rAAV genome 1o the sodium
phenylbutyrate treatment at late time points when stable vec-
tor structures have already been established,

In summary, we have demonstrated that tAAV vector genomes
persist in extrachromosomal circular forms in the skeletal muscles
of NHPs and that these episomes assimilate into active chromatin
that mediates long-term transgene expression. In future studics,
we will examine the epigenetic regulation of rAAV genomes in
situ,
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ETUDE DES FACTEURS MODULANT LE TRANSFERT DE GENE
DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE DE PRIMATE A L’AIDE D’UN
AAV RECOMBINANT

L'Adeno-Associated Virus recombinant (AAVr) est un outil thérapeutique
performant car, lorsque le syst¢éme immunitaire n’est pas stimulé, le transfert de
géne apres une seule administration intramusculaire (IM) se traduit par une
expression permanente du transgéne. Cependant, I’efficacité du transfert de
géne dans le muscle de primate peut étre inhibée par le développement d’une
réponse immunitaire contre le vecteur et/ou le produit du transgene. Les
vecteurs AAVr étant de plus en plus utilisés en essais cliniques, chercher les
facteurs impliqués dans I'émergence de cette réponse immunitaire est
nécessaire. Nous avons donc étudié chez le macaque la relation entre le mode
d’administration (IM ou infusion de membre isolé : Rl ), le sérotype d’AAVT (1
ou 8), la biodistribution du vecteur et le systtme immunitaire de 1’hote. NoOS
résultats montrent que la biodistribution du vecteur est semblable aprés IM et
RI, mais que la voie IM, contrairement a la RI, est associee au développement
d’événements immunologiques dirigés contre le produit du transgéne et la
capside du vecteur. L’immunosuppresseur LEA29Y seul n’est pas suffisant
pour empécher I’activation d’une telle réponse immune. Ainsi I’injection IM
d’un AAVr chez le primate est associée a une réponse immunitaire délétere,
quel que soit le serotype utilisé. Pour les futurs essais cliniques, il nous apparait
donc indispensable d’administrer le vecteur AAVr par une voie moins
immunogene. L’injection d’AAVr par RI semble étre une voie prometteuse :
elle n’est pas associé¢e au développement d’une réponse immune chez le primate
et permet I’expression a long terme du transgéne, du moins dans le modele

développé dans notre laboratoire

Mots-clés : vecteur AAV, transfert de gene, muscle, réponse immunitaire,

intramusculaire, biodistribution, régulation
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FACTORS INFLUENCING rAAV-MEDIATED GENE TRANSFER IN
NONHUMAN PRIMATE SKELETAL MUSCLE

Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV) are a powerful therapeutic
tool, because when the immune system is not stimulated, gene transfer after a
single intramuscular (IM) administration results in sustained transgene
expression (> 6 years). However, the efficiency of gene transfer in nonhuman
primates is inhibited by the development of an immune response against vector
capsid and/or transgene product. AAV vectors being increasingly used in gene
therapy clinical trials, looking for factors involved in the development of a such
Immune response is necessary. We therefore studied in cynomolgus macaques
the relationship between the mode of delivery (IM or isolated limb infusion:
RI), the rAAV serotype (1 or 8), the vector biodistribution and the host immune
system. Our results show that the biodistribution of the vector is similar after IM
or RI. However, IM delivery, unlike isolated limb infusion, is associated with
the development of immunological events directed against the transgene
product and the rAAV capsid. The immunosuppressive molecule LEA29Y
alone is not sufficient to inhibit this immune response. Our conclusion is that
IM injection of rAAV in primate is associated with a deleterious immune
response, regardless of the serotype. For further clinical trials, it is therefore
essential to administer AAV vectors via a less immunogenic mode of delivery
than IM. Isolated limb infusion delivery seems to be a promising route, since it
IS not associated with the trigger of an immune response in the primate, and
allows long-term transgene expression, at least in our model developed in our

laboratory

Key words: AAV vector, gene transfer, muscle, immune response,

intramuscular, biodistribution, regulation
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