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Résumé :

Les vecteurs dérivés des adéno-associated virus (AAV) permettent un transfert de gene efficace et stable
dans la rétine. Les futures applications possibles de ce traitement par transfert de gene en ophtalmologie
seront le traitement de dégénérescences rétiniennes acquises ou héréditaires. L’ Amaurose congénitale de
Leber est une forme précoce de dégénérescence rétinienne héréditaire. Un des modeles canins de cette
maladie rétinienne est le chien briard RPE65-"-. Apres avoir montré que les vecteurs AAV de sérotype 2, 4
et 5 permettaient un transfert stable dans la rétine de chien et de primate non-humain, nous avons évalué
un vecteur AAV de sérotype 4, qui cible exclusivement les cellules de 1’épithélium pigmentaire, pour le
traitement du chien RPE65-"-. Chez les chiots RPE65-", ce transfert du géne rpe65 au moyen d’un vecteur
AAV4 portant le cDNA humain 7pe65 sous le contrdle du promoteur spécifique RPE6S5, a permis une
restauration stable de la fonction rétinienne et de la vision.

Mots-clés : Transfert de gene, rétine, adéno-associated virus, Amaurose congénitale de Leber, RPE6S,
chien, primate non-humain

Assessment of a serotype 4 recombinant adeno-associated virus (AAV4) for the
gene therapy of a canine model of Leber congenital amaurosis : the RPE65-
deficient Briard

Abstract :

The vectors derived from the adeno-associated virus (AAV) allow an effective and stable gene transfer in
the retina. Possible future applications of this gene therapy in ophthalmology will be the treatment of
acquired or hereditary retinal degenerations. Leber congenital amaurosis is an early form of hereditary
retinal degeneration. The RPE65-- briard dog is one of the canine models of this retinal degeneration.
After having shown that serotypes 2,4 and 5 of AAV vectors allowed a stable gene transfer in dog and
primate retina, we evaluated an AAV4 vector, which specifically targets the retinal pigmented epithelium,
for the treatment of the RPE65- briard dog. This rpe65 gene transfer using an AAV4 vector carrying
human rpe65 DNA under the control of a specific RPE65 human promoter, allowed a stable restoration of
the retinal function and vision in the RPE65-/- treated dogs.

Key words : gene transfer, retina, adeno-associated virus, Leber congenital amaurosis, RPE65, dog, non-
human primate
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ABREVIATIONS

AAYV : Adéno-Associated Virus

ABCR: ATP Binding Cassette Retina

ACL : Amaurose Congénitale de Leber

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

Ad : adénovirus

AIPL1 : Aryl hydrocarbon Interacting-Protein Line 1
ATP : adénosine triphosphate

at-Rol : all-trans-retinol

at-RE : all-trans-retinylesters

aVB5 : integrin alpha-V-beta-5

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique messager

bi : before injection

BDNF : Brain-derived Neurotrophic Factor

CAG : promoteur chimeére de la B-actine de poulet fusionné a I'enhancer du promoteur précoce du
cytomégalovirus

CBA : ChikenBActin

CMV : cytomégalovirus

CNSB : congenital stationary night blindness ou cécité congénitale nocturne
CNTF : Ciliary NeuroTrophic Factor

CRALBP : Cellular RetinALdehyde-Binding Protein
CRBP : Cellular Retinoid Binding Protein

CRD : cone-rod dystrophie

CRX : Cone-Rod homeoboX containing gene

CsClI : Chlorure de Cesium

DHA : acide docosahexaenoique

DISC : Death-Inducing Signaling Complexe

DMLA : dégénérescence maculaire liée a I'age

dpi : days post-injection

Dox : doxycycline

Efempl : géne EGF-containing fibrillin-like extracellular matrix
EPO : érythropoiétine

EPR : épithélium pigmenté rétinien

ERG : Electrorétinogramme

Erk1/2 : extracellular signal-regulated kinase %2
FGF-2 : fibroblast growth factor

FIV :Feline Immunodeficiency Virus

FGFR-1 : Fibroblast growth factor receptor-1

FIt1 : fms-like tyrosine kinase

FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography

IRBP : Intertitial Retinal Binding Protein

JNK : c-Jun N terminal kinase

GDNF : glial cell line-derived neurotrophic factor
Gfp : gene de la green fluorescent protéine

GMP : Good manufacturing practices

GMP : guanyle monophophate

GMPc : guanyle monophophate cyclique



GUSB : B-glucuronidase

HIV : Human Immunodeficiency Virus

HGFR : hépatocyte growth factor receptor

HPLC : Hight Protein Liquid Chromatography
HSPG : Héparan Sulfate proteoglycan

HSV : virus herpés simplex

HRE : Hypoxia-Responsive Element

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell
Hz : hertz

IAP : inhibitor of apoptosis protein

IRBP : Intertitial Retinal Binding Protein

ISR : injection sous-rétinienne

ITR : internal terminaison repeat

IV : injection intravitréenne

kb : kilobases

kd : kilodalton

LAM-PCR : linear-amplification-mediated-PCR
LCRA : linear rolling-circle amplification

LRAT : Lecithin Retinol Acyl Transferase

MAP kinase : Mitogen-activated protein kinase
mg : milligramme

MLV : virus leucémogéne murin

mpi : months post-injection

MPSVII : mucopolysaccharidose de type VI

NA : non affecté

NPC : nuclear pore complex

NRPE : N-retinylidéne phosphatidyl ethanolamine
OCT : tomographie par cohérence optique

ORF : open reading frame

11c-Ral : 11-cis-retinal;

11-RHD : 11- retinol dehydrogenase;

pb : paire de bases

PBMC : peripheral blood mononuclear cells

PCR : polymerase chaine reaction

PDE : phosphodiestérase

PDGFR-a : platelet-derived growth factor receptor-o
PEDF : Pigment Epithelium-Derived Factor

PEV : potentiels évoqués visuels

pi : particule infectieuse

PI3K : kinase phosphatidylinositol-3 kinase
PROML1 : pour PROminin Mouse Homolog-Like 1
Prph2®92R92. hériphérine

pu : particule unit

rAAV : recombinant Adéno-associated virus
RAC : Recombinant DNA Advisory Committee
RBE : Rep Binding Element

RBS : Rep Binding Site

RCA : Replication Center Assay

RDH : Retinol Dehydrogenase

rds : gene retinal degeneration slow

retGC1 : guanylate cyclase spécifique des photorécepteurs
rho: géne de la rhodopsine

RISC : RNA-Induced Silencing Complex

roml: gene retinal outer segment membrane protein 1
ROP : rétinopathie du prématuré

RP : rétinopathies pigmentaires

RPEG65 : Retinal Pigment Epithelium de 65 kd
RPGRIPL1 : retinitis pigmentosa GTPase interacting protein 1
RT-PCR : reverse transcriptase PCR

SIV : Simian Immunodeficiency Virus



SiRNA : small interfering RNA

rtTA : reverse tetracycline controlled transactivator

Tet-Off : systéme de répression de la transcription contrélé par la doxycycline
Tet-On : systéme d’activation de la transcription contrdlé par la doxycycline
TNFa : Tumor Necrosis Factor o

TP :perméabilité transitoire

tTA : tetracycline controlled transactivator

TULP1 : TUbby-Like Protein 1

TU : transducing unit

Trs : terminal resolution site

Ul : unité internationale

pL : microlitre

pV : microvolt

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

Vg : vector genome

WPRE : Woodchuck Hepatitis Virus Regulatory Element



PREAMBULE

Le travail de cette thése a été réalisé dans le laboratoire INSERM U649 dont un des
axes principal de recherches est le transfert de génes a visée thérapeutique dans des
maladies génétiques « orphelines» a l'aide de virus viraux recombinants et plus
particuliérement ceux dérivés des adéno-associated virus. Les autres axes de recherche
sont le développement et 'amélioration des méthodes de production et de purification des
vecteurs viraux thérapeutiques ainsi que la caractérisation de ces vecteurs viraux. Ce

laboratoire posséde sa propre unité de production de vecteurs viraux.

Au cours de nos travaux de these, nous avons utilisé les vecteurs dérivés de I'’Adéno-
Associated Virus (AAV). Plusieurs études ont montré que les vecteurs rAAV permettaient un
transfert de géne stable et efficace dans la rétine chez des animaux de grandes tailles
(Bennett et al., 1999; Bainbridge et al., 2003b; Acland et al., 2005; Narfstrom et al., 2005).
De plus, le développement récent de vecteurs AAV de sérotypes différents, qui présentent
des tropismes propres, permet de choisir le vecteur adapté a I'organe ou au tissu cible. Pour
la rétine, les sérotypes 4 et 5 possédent un tropisme rétinien spécifique (Rabinowitz et al.,
2002) avec notamment une motion particuliére pour le sérotype 4 qui permet de transduire

exclusivement des cellules de I'épithélium pigmenté rétinien (Weber et al., 2003).

La premiére partie du travail de thése a été d’évaluer, in vivo, la stabilité et les effets
pour la rétine du transfert de géne au moyen de vecteurs dérivés d’AAV de sérotype 2, 4 et 5
dans la rétine d’animaux sains. La seconde partie du travail a été d’évaluer la capacité
thérapeutique d’'un AAV de sérotype 4 pour le traitement par thérapie génique de substitution
du chien briard RPE65™, qui est un modéle canin de ’Amaurose congénitale de Leber. Au
cours de cette étude, une attention particuliere a été portée a I'évaluation des effets sur la
rétine de ce transfert de gene thérapeutique. Enfin, lors de la troisieme partie de ce travail de
thése, nous nous sommes intéressés a la régulation de I'expression d’'un transgéene dans la
rétine au moyen d'un vecteur AAV régulable grace au systéme TetOn qui est inductible par

la doxycycline.



Dans la premiére partie introductrice de ce manuscrit seront présentées les études cliniques
déja réalisées en ophtalmologie dans le domaine de la thérapie génique, les généralités sur
les dégénérescences rétiniennes, les généralités sur les virus AAV sauvages et les vecteurs
qui en sont dérivés, leur utilisation in vivo pour le traitement de dégénérescences
rétiniennes, la régulation de I'expression d'un transgéne dans la rétine et I'étude de
biodistribution suite au transfert de gene dans la rétine via des vecteurs rAAV. Puis dans une
seconde partie, la présentation de nos résultats sera articulée autour de trois articles qui

feront I'objet de discussions séparées.

A : Introduction



| GENERALITES A PROPOS DE THERAPIE GENIQUE

La thérapie génique est l'introduction dans une cellule cible d'un géne d'intérét
thérapeutique sous la forme d’'un ADN complémentaire. Les applications sont multiples et
sont fonction du géne thérapeutique. Par exemple, il est possible de produire une protéine
manquante pour une cellule déficiente, ou un signal de mort cellulaire pour une cellule

cancéreuse ou un signal de survie pour une cellule dégénérative.

Le premier mode d’application de la thérapie génique est appelé thérapie génique de
substitution lorsqu'il vise la réparation d’une mutation ponctuelle du gene ou d’'une délétion.
Par contre, elle est appelée thérapie génique de complémentation lorsque le géne est
introduit dans une cellule pour assurer I'expression d’'une protéine au sein ou a proximité

d’une cellule.

Le transfert de génes lors de I'application de la thérapie génique a un organisme vivant peut
étre réalisé selon deux modalités:
- L’administration Ex vivo ou des cellules sont prélevées chez l'individu a traiter. Ces
cellules sont transfectées in vitro par le vecteur et les cellules transformées par génie
génétique sont de nouveau injectées a I'individu.
- L’administration In vivo ou le vecteur est injecté directement a I'individu, soit dans le
flux sanguin, soit in situ par délivrance du vecteur directement au niveau du tissu a

cibler.

L'apport du géne d’intérét a la cellule-cible se fait soit en utilisant un vecteur viral, soit en

utilisant un vecteur non-viral.

On classe I'ADN nu parmi les vecteurs non-viraux. Les autres vecteurs non-viraux sont des
liposomes constitués de lipides ou des conjugués ADN-macromolécules qui favorisent la
pénétration de I’ADN dans la cellule. Les avantages de ces vecteurs sont le caractére non-
immunogene, le faible colt de revient et I'absence de limitation de taille du transgéne.
L'inconvénient majeur de ces vecteurs est la faible efficacité, surtout in vivo de ce systéme et
le caractére transitoire de I'expression du transgeéne.

Les vecteurs viraux sont des virus dits recombinants. Ce qui caractérise le vecteur par
rapport au virus dont il dérive c’est son incapacité a se répliquer aprés son entrée dans la

cellule-cible. Les principaux vecteurs viraux sont dérivés des rétrovirus, des adénovirus, des



virus adéno-associés (AAV pour adéno-associated virus) ou des virus herpés simplex (HSV)
(Figure 1A).

Les vecteurs dérivés des rétrovirus sont des vecteurs a ARN simple brin, qui s’intégrent dans
le génome cellulaire de la cellule cible aprés une étape de rétro-transcription. Dans cette
famille des rétrovirus, seul le virus leucémogene murin (MLV) et les lentivirus sont utilisés
dans le développement de vecteurs viraux. Les vecteurs recombinants obtenus a partir des
rétrovirus leucémogénes murins ne s’'integrent que dans les cellules en division. Les
vecteurs dérivés des lentivirus (HIV, SIV, FIV) transduisent efficacement les cellules post-
mitotiques comme les cellules de la rétine. Ces derniers vecteurs sont intégratifs, ils
permettent une expression sable du transgéne. Depuis quelques années, des vecteurs
lentiviraux non-intégratifs sont développés afin de diminuer la mutagénése insertionnelle
secondaire a l'intégration du virus dans le génome de la cellule héte (Lu et al., 2004; Vargas
et al., 2004).

Les vecteurs dérivés de HSV sont peu développés. Il en existe de deux types : les vecteurs
recombinants et les amplicons, tous développés a partir de 'HSV-1. Les deux types ont
l'avantage de pouvoir contenir un ADN de grande taille (jusqu’'a 150 kb). Trois types de
vecteurs recombinants existent : les vecteurs sauvages qui portent le transgéne dans la
région intergénique du génome viral, les vecteurs atténués ou certains genes du virus ont
été éliminés afin de réduire la neurotoxicité du vecteur et les vecteurs défectifs qui portent
des délétions dans des génes essentiels a I'accomplissement du cycle lytique de I'HSV-1.
Dans la rétine, c’est uniquement les vecteurs défectifs qui ont été testés (Liu et al., 1999;
Spencer et al., 2000). Les amplicons sont défectifs pour la réplication, ils sont non toxiques
pour les cellules infectées, et non pathogénes pour I'organisme inoculé. lls dérivent de
plasmides contenant le transgéene d’intérét, une origine de réplication, un signal de clivage et
d’encapsidation herpétiques. lls permettent de transduire efficacement les cellules de la
rétine (Fraefel et al., 2005).
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Figure 1: Vecteurs utilisés en transfert de géne et essais cliniques

AL Tablean comparatif des différents vecteurs de transfert de géne. Le tables reproupe de manidee simplifide les
primcipales cornctéristiques des vectewrs virnuy les plus utilisés en transfert de géne: les péoovirs, les lentivines, les
aimovines, "AAV (ndfno-associated vinusp ot HSY (herpes simplex vins),

B. Répartition des essais cliniques dans le nonde selon les indications thérapeatiques et selon les phases d'essais
clinigues (souwrce: www.wiley.couk/genmed/cdinicalp. 1192 easals clinigues, tous vecteurs confondas, ont & initids depuks
1989, Les esspis concermunt des cancers représentent 6759 des essais clinigees. 629 des essois clinigees sont des essais &
phase L

C. Distribution des essals cliniques utilisant un vecteur AAY selon les naladies traitées et la rone gdographique de
réalisation de "essal dinique (d’apris wwwwileycouk/genmed ‘dinical ). 40 cssais clinigues utilisont un vectenr AAY
ont é6é initids. 12 essais ont &€ effecteds aux US A, dont Uindication majeure est le traitement de maladies monogdniques. En
Europe. 6 essuis ont éé réalisés, pour Lo plupan dus le codoe du traiterment de pathologies caneéreuses.

Les adénovirus transduisent efficacement les cellules quiescentes. L’'expression du
transgene est transitoire du fait d'une réaction immunogéne déclenchée par la capside et les

protéines virales. Cette réaction immunogéne se produit de facon importante pour les
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vecteurs de premiére et seconde génération. La production d’adénovirus « gutless », délétés
de la totalité du génome du virus sauvage, a permis de réduire 'immunogénicité du vecteur
et par conséquent de prolonger I'expression du transgeéne. lls offrent une grande capacité

d’encapsidation (jusqu’a 30 kb).

Les vecteurs dérivés des AAV sont bien tolérés et permettent une expression du transgene a
long terme. lIs transduisent les cellules quiescentes. L’ADN transféré persisterait, en grande
majorité dans la cellule-cible, sous forme épisomique. Une de ses limitations est leur faible

capacité d’encapsidation.

Depuis 1989, il y a 1192 essais cliniques de thérapie génique qui ont été recensés. La
majorité des vecteurs utilisés pour ces essais cliniques sont des vecteurs dérivés des
adénovirus (26%) et des rétrovirus (24%) (www.abedia.com/wiley/index.html ). Les vecteurs
dérivés de I'AAV ont été utilisés dans 3,4% des essais cliniques réalisés en thérapie
génique. Les principales indications sont les pathologies cancéreuses (787 essais) puis
viennent les pathologies vasculaires (106 essais) et les pathologies monogéniques (103
essais). La majorité de ces essais cliniques sont des essais de phase |. Seulement 38 essais
sur ces 1192 sont des essais de phase /Il ou lll (Voir figure 1B). Avec les vecteurs dérivés
des AAV, il y a eu 40 essais cliniques. L'indication majeure de ces essais avec les vecteurs

AAV est le traitement des maladies monogéniques (Voir figure 1C).

Actuellement en France, il y a eu 50 essais cliniques autorisés, tous vecteurs confondus.
L'indication thérapeutique pour 85% de ces essais était un traitement dans le cadre d’'un

cancer (www.ogm.gouv.fr).

Par contre avec des vecteurs dérives de I'AAV, aucun essai clinique n'a été réalisé en
France sur les 40 essais clinigues menés dans le monde. La plupart des essais ont été ou
vont étre prochainement réalisés dans le cadre de maladies monogéniques (mucoviscidose,
maladie de Canavan, déficit en lipoprotéine lipase, déficit en al antitrypsine, dystrophie
musculaire, Amaurose Congénitale de Leber). En Europe, 7 essais ont été entrepris dont 2

essais cliniques de phase Ill dans le cadre du cancer de la prostate.
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Il TRANSFERT DE GENES DANS LES MALADIES OCULAIRES ET ESSAIS
CLINIQUES

Les domaines de I'ophtalmologie ou la thérapie génique est testée sont nombreux avec
un champ d'application allant de la cancérologie aux atteintes rétiniennes. L'ceil est un
organe cible idéal pour le traitement par thérapie génique pour plusieurs raisons. Tout
d’abord, du fait de la petite taille de I'organe cible et du faible nombre de cellules a cibler. En
effet, la dose de vecteur a délivrer pour soigner I'ceil doit-étre petite, ce qui diminue le risque
de diffusion d’'une grande quantité de vecteur dans la circulation générale. La production de
ce petit volume de vecteur ne nécessite pas d’adaptation des méthodes de production des
vecteurs a une production de trés grands volumes de vecteurs. Ensuite, I'ceil est considéré
comme un site immunoprivilégié. Ce qui a deux conséquences : premierement, de protéger
l'ceil des atteintes immunitaires extérieures suite au traitement par thérapie génique et
secondairement d’éviter la diffusion du traitement intraoculaire a I'extérieur de I'ceil. De plus,
'ceil est un organe facilement examinable car une partie de ces structures sont
transparentes, ce qui permet d’avoir un examen direct du tissu oculaire traité par thérapie
génique. Tout cela fait de I'ceil un organe idéal pour la mise au point et le développement de
traitements par thérapie génique en ophtalmologie. Actuellement, seul deux essais cliniques
chez 'homme ont été réalisés dans le domaine de I'ophtalmologie : un en cancérologie et

I'autre dans une pathologie rétinienne.

La cancérologie est le domaine ou le plus grand nombre d’essais cliniques en thérapie
génique ont été réalisés. Le cycle cellulaire est de mieux en mieux connu, de méme que
'apoptose. De nombreuses stratégies, agissant sur ces mécanismes afin de bloquer les

tumeurs, ont été mises au point.

Plusieurs atteintes cancéreuses ophtalmologiques font actuellement I'objet de recherche
dans le domaine du transfert de gene, mais seul le rétinoblastome a vu les recherches aller
jusqu’au stade d’'une étude clinique. Le rétinoblastome est la tumeur intraoculaire la plus
fréquente chez I'enfant. De la naissance a I'dge de 4 ans, il représente 6,5% de tous les
cancers (Zografos, 2002). Actuellement, 95% des enfants atteints de rétinoblastome sont
sauvés. L'amélioration du taux de survie a été obtenue grace a une prise en charge plus
précoce et a une diversification des modalités de traitements. L'énucléation, la radiothérapie
externe, la brachythérapie, la photocoagulation et la chimiothérapie sont les traitements

classiques du rétinoblastome. Ces dernieres années, des nouvelles stratégies
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thérapeutiques ont été développées comme la thermochimiothérapie, la thermothérapie, la
chimioréduction ou chimiothérapie néo-adjuvante permettant un traitement conservateur
dans la majorité des atteintes cancéreuses de rétinoblastome. Le protocole de traitement
des tumeurs massives (2/3 du volume oculaire avec plus ou moins d’essaimage vitréen)
comprend la chimioréduction ou la radiothérapie ou I'énucléation (Balmer et al., 2002).
Chacune des techniques utilisées pour le traitement de ces tumeurs massives est marquée
par I'apparition de complications. L’énucléation, indiquée dans les cas ou les chances de
recouvrer une fonction visuelle utile sont nulles ou lors de risques réels de dissémination, est
marquée par une complication majeure qui survient dans 1,6% a 28% cas; a savoir
I'exposition de I'implant mis en remplacement de I'ceil (Lee et al., 2000). La radiothérapie
externe, longtemps pierre angulaire du traitement conservateur du rétinoblastome présente
des effets secondaires nombreux et parfois dramatiques. L'apparition d’'une cataracte post-
radigue ne pose pas de probléme car elle peut étre traitée a distance du traitement
anticancéreux. Mais I'apparition d’'une rétinopathie radique, d’une neuropathie radique, d'un
décollement de rétine, d’'une hypoplasie du massif facial ou d’une seconde tumeur maligne
non-oculaire laisse les thérapeutes sans ressources. La mortalité secondaire par apparition
d’'une seconde tumeur non oculaire chez I'enfant atteint d’'un rétinoblastome bilatéral traité
par radiothérapie externe est de 30% a 40 ans (Balmer et al., 2002). En effet, la particularité
des patients atteints de rétinoblastome réside dans leur capacité a développer des tumeurs
secondaires radio-induites voire chimio-induites. C’est cette particularité, la fréquence de
cette tumeur et la recherche de I'amélioration du confort de vie des patients traités, qui ont
amené différents chercheurs a considérer cette pathologie comme susceptible de bénéficier
du transfert de gene. En effet, dans le domaine de la cancérologie, le transfert de génes est
considéré comme une thérapeutique d’avenir soit en introduisant dans la cellule tumorale un
gene suicide, soit en stimulant la réponse immunitaire. Pour le rétinoblastome c’est la
thérapie du gene suicide qui est utilisée. Un vecteur adénoviral non réplicatif délivre une
thymidine kinase de I'herpés simplex (TK) a sa cellule cible tumorale. Les cellules
transduites par ce gene sont exposées dans un second temps au substrat de I'enzyme
virale : le ganciclovir administré par voie intraveineuse. Ce substrat est métabolisé par la
thymidine kinase de I'herpés virus puis par des enzymes cellulaires en analogues des
purines. Ces analogues des purines vont s’incorporer, de fagon anormale, dans les chaines
d’ADN au cours de la synthése de I'ADN pour bloquer la réplication car les ADN
polymérases ne peuvent répliquer 'ADN contenant cet analogue nucléosidique phosphorylé.
Les mitoses sont interrompues et la cellule cancéreuse meurt. Les cellules eucaryotes sont
incapables de métaboliser le ganciclovir et donc de produire des dérivés toxiques. Le
métabolite toxique est capable de diffuser aux cellules voisines, élargissant ['effet

thérapeutique aux cellules non transduites ou peu accessibles.
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Un essai clinique de phase |, utilisant ce principe, a été réalisé aux Etats-Unis. 8 jeunes
patients porteurs d’'un rétinoblastome bilatéral avec un essaimage vitréen ont été inclus.
Toutes les tumeurs étaient résistantes aux traitements « classiques » par chimiothérapie et
par radiothérapie. Une énucléation était prévue a court terme a cause de cette résistance au
traitement. L’administration du vecteur adénoviral de sérotype 5 porteur de la thymidine
kinase de I'herpes simplex s’est faite par injection intracamérulaire avec secondairement
administration de ganciclovir par voie intraveineuse. Une cryothérapie des Iésions
rétiniennes, a distance de I'essaimage vitréen, était également adjointe. lyaeude 1 a5
traitements par patient avec un total de 21 injections. Les titres des préparations virales
étaient différents (102, 10° 10'° et 10™ particules infectieuses/ml). Les résultats obtenus ont
été 'éclaircissement du vitré sans disparition de la tumeur. L’examen histologique a mis en
évidence une absence de cellules tumorales dans le vitré chez tous les patients ayant recu
des injections virales de titre supérieur a 10 particules infectieuses/ml. Les effets
secondaires observés ont été en fonction du titre de la solution virale délivrée. Plus le titre
était élevé, plus une inflammation intraoculaire était importante. L'apparition d’une
inflammation est expliquée par les investigateurs comme provenant de la réaction de lyse
des cellules tumorales suite au traitement et également comme provenant du vecteur
adénoviral (Chevez-Barrios et al., 2005). En effet, les vecteurs dérivés des adénovirus sont a
l'origine de réponses immunitaires aprés une administration intraoculaire (Reichel et al.,
1998). Dans cette étude de phase I, le traitement par thérapie génique n'a pas empéché le
recours a I'énucléation. Pour cette raison, les investigateurs n'ont pas prévu, pour le
moment, de phase Il mais plutét d’autres études afin de déterminer quelle position pourrait
prendre la thérapie génique associant thymidine kinase-ganciclovir dans les schémas

thérapeutiques actuels du rétinoblastome (Chevez-Barrios et al., 2005).

La dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA) est la seconde pathologie dans
laquelle un traitement par thérapie génique a été testé chez 'homme. Une des complications
majeures de cette pathologie est la néovascularisation choroidienne. Lorsque le centre de la
macula est atteint, la néovascularisation choroidienne est responsable d'une baisse
importante de l'acuité visuelle. D'ailleurs la DLMA est la premiére cause de malvoyance en
Europe et aux Etats-Unis chez les sujets de plus de 55 ans (Rahmani et al., 1996; Ciulla et
al., 1998). L'angiogénése correspond au développement de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir d'un arbre vasculaire pré-établi. Ce processus complexe est indispensable a de
nombreux processus physiologiques (phénoménes de régénération, de cicatrisation
tissulaire), mais il est également requis pour le développement de pathologies (cancer,

pathologies néovasculaires oculaires). Dans le cas d’angiogénése pathologique, on parle de
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néoangiogénése ou néovascularisation. Plus de 20 facteurs peuvent influencer ce
processus d’'angiogénése : le Fibrobast Growth Factor (FGF), le Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), le Vascular Permeability Factor (VPF), la thrombospondine, I'angiostatine,
l'interféron-alpha (INFa), le Platelet Factor 4 (PF4), l'interleukine 8 (IL8), le Platelet Derived
Growth Factor (PEDF), le Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a)... Un déséquilibre de I'un ou
de l'autre de ces facteurs, voire de facteurs multiples, peut faire basculer la cellule vers la
néoangiogénése. La pathogénie de la néovascularisation comme l'angiogénése est un
phénoméne complexe qui se déroule en plusieurs étapes. Le processus débute par la
libération de cytokines et de facteurs de croissance produits par des cellules ischémiques,
inflammatoires ou tumorales. Ces facteurs de croissance activent les cellules endothéliales,
guiescentes, entrainant leur prolifération et leur migration orientée. Lors de la derniére phase
de I'angiogénese, les cellules endothéliales se différencient et forment des tubes capillaires.
Les cellules mésenchymateuses environnantes se différencient pour former les péricytes.
Enfin, une nouvelle membrane basale est formée autour du tube capillaire.

Il a été montré que I'expression intraoculaire d’'inhibiteurs de ces facteurs angiogéniques,
grace a différents vecteurs, permet d’inhiber la néovascularisation choroidienne (lgarashi et
al.2003., Mori et al.2001., Takahashi et al. 2000). Le PDEF est un facteur inhibiteur de
'angiogénese (Dawson et al., 1999). Chez la souris, ce facteur a été utilisé dans plusieurs
études de thérapie génique. Un haut taux de PEDF dans différents yeux a été obtenu apres
injection sous-rétinienne ou intravitréenne d'un adénovirus, délété pour E1, E4 et
partiellement pour E3, portant le cDNA du PEDF sous le contrdle du promoteur CMV
(AdPEDF.11). Cette forte expression du PEDF a permis la régression de la vascularisation
choroidienne dans trois modéles murins différents (Mori et al., 2001; Mori et al., 2002). La
régression de la néovascularisation choroidienne suite a ces injections d’AdPEDF.11
surviendrait par I'apoptose des cellules vasculaires participant a cette néoangiogénése (Mori
et al., 2002). Cet effet bénéfique a donc été montré dans des yeux de petite taille. Avant le
passage a la clinique au cours d'un essai de phase |, ce vecteur a été testé dans des yeux
de taille humaine afin de s’assurer du bon fonctionnement dans un modéle animal de grande
taille. Dans un modéle porcin de néovascularisation laser-induite, une injection périoculaire
ou intravitréenne d’AdPEDF.11 permet de réduire la néovascularisation choroidienne de 38
a 77% (Saishin et al., 2005). Campochiaro et Al ont publi€, dernierement, les résultats de
cette étude clinique de phase | qui évaluait le PEDF délivré par ce vecteur adénoviral
AdPEDF.11 pour le traitement de la néovascularisation dans le cadre de la DMLA
(Campochiaro et al., 2006). Le but de cette étude multicentrique, réalisée aux Etats-Unis,
était d’évaluer la faisabilité des injections intravitréennes d’AdPEDF.11 et la sécurité de ces
injections chez des patients atteints de DMLA. 28 patients ont été inclus. Au moment de

I'inclusion, leur meilleure acuité visuelle était au maximum de 20/200. lls présentaient une
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néovascularisation rétrofovéolaire supérieure a 12 diametres papillaires. Chaque patient n'a
recu qu’une injection intravitréenne avec un suivi de 1 an apres I'injection. Différents titres de
la solution virale ont été injectés allant dans un ordre croissant del0°® & 10°° PU en
augmentant d’'1/2 log a chaque fois. Suite a ces injections, 25% des patients ont présenté
des signes transitoires d'inflammation modérée sous la forme d'uvéite de chambre
antérieure, d'oedeme cornéen ou de kératites. Il semble que ces effets adverses soient
survenus lors d’une injection a 10%° PU. Six patients ont présenté une hausse de la tension
intra-oculaire qui a été bien régulée par I'emploi de médicaments antiglaucomateux topigques
habituels. L’examen des fonds d’yeux ainsi que les angiographies a la fluorescéine n’ont pas
mis en évidence d'effets toxiques de linjection intravitréenne d’AdPEDF.11. Les taux
d’anticorps neutralisants contre I'adénovirus aprés les injections d’AdPEDF.11 n'ont pas
systématiquement augmenté. Mais quelques patients ont montré une augmentation de leur
taux basal d’anticorps 3 semaines aprés l'injection. Pour bénéficier d’'un effet positif sur la
préservation de I'acuité visuelle, il semble qu'il faille utiliser une dose supérieure & 10® PU.
L'évaluation de l'acuité visuelle suite a I'injection intravitréenne d’AdPEDF.11 sera réalisée

dans I'étude prochaine de phase Il (Campochiaro et al., 2006).

L'exposition de ces deux essais clinigues de phase | dans le domaine de
'ophtalmologie montre que les vecteurs utilisés pour de telles applications sont dérivés de
'adénovirus. Ceci est lié a I'historique de la thérapie génique. Les vecteurs dérivés de ce
virus sont apparus en premier dés 1985 (Mansour et al., 1985). La mise au point des études
préliminaires a ces essais cliniques a, par conséquent, été menée en utilisant des vecteurs
adénoviraux (Hurwitz et al., 1999; Mori et al., 2001; Rasmussen et al., 2001). Actuellement,
'avancée des connaissances dans le développement de vecteurs viraux conduit a préférer
I'utilisation de vecteurs dérivés de I'AAV pour une application oculaire, car les vecteurs
dérivées des adénovirus entrainent une inflammation oculaire lors de leurs injections
intraoculaires (Reichel et al., 1998). Inflammation qui risque d’'étre délétére pour la fonction
visuelle. C’est pourquoi, le transfert de génes dans la rétine est envisagé via des vecteurs
dérivés de I'AAV. Les prochains essais cliniques en ophtalmologie, déclarés a la RAC

(Recombinant DNA Advisory Committee), sont prévus avec un vecteur dérivé de I'AAV.

[l LES DEGENERESCENCES RETINIENNES HEREDITAIRES
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Le traitement par thérapie génique est évalué dans de nombreux domaines de
'ophtalmologie, mais dans ce manuscrit, nous n'aborderons que le cas des
dégénérescences rétiniennes et de maniére détaillée la thérapie génique dans les

dégénérescences rétiniennes d’origines héréditaires.

Les dystrophies héréditaires de la rétine ou dégénérescences tapeéto-rétiniennes
héréditaires comportent un nombre important d’entités cliniques et/ou génétiques. Elles sont
arbitrairement subdivisées en trois groupes: les rétinopathies pigmentaires (rod-cone
dystrophies), les dystrophies inverses (cone-rod dytrophies), les dystrophies maculaires. La
prévalence des rétinopathies pigmentaires (RP) est estimée a un pour 4225 en France
(Puech et al., 1991), ce qui est en accord avec la prévalence mondiale estimée a un pour
4000 (Berson, 1993). Environ 25000 personnes souffriraient de cette maladie en France.

Les dégénérescences rétiniennes héréditaires sont caractérisées par une triple
hétérogénéité clinique, génétique et moléculaire. Ces trois points seront, tour a tour,
exposés puis les traitements actuels de ces pathologies seront évoqués. Un chapitre sera
dédié a 'Amaurose Congénitale de Leber (ACL) puis pour finir la particularité clinique liée a

la mutation du géne rpe65 sera développée.

3.1. Clinique

Les criteres diagnostiques classiques des RP, retenus par Marmor (Marmor et al.,
1983) sont les suivants : atteinte bilatérale, perte du champ visuel périphérique, altération de
la fonction des batonnets a I'adaptation a I'obscurité, perte progressive de la fonction des
photorécepteurs. L’age du début de la maladie est trés variable. L’apparition des premiers
signes cliniques peut s’étaler de la naissance (ACL) a plus de 60 ans pour les RP dites
tardives.

L'affection est le résultat d'une atteinte primitive dégénérative du couple cellulaire épithélium
pigmentaire-photorécepteurs. En fonction de l'atteinte primaire d’'un des deux types de
photorécepteurs, cbnes ou batonnets, les signes cliniques seront différents. Voir figure 2

pour un rappel de la structure rétinienne et de celle des photorécepteurs.

Pour les RP typiques, dite a batonnets prédominants ou rod-cone dystrophies,

'apparition des différents signes cliniques est assez stéréotypée dans la séquence de
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survenue. La premiére géne remarquée par le patient ou son entourage est la géne visuelle
nocturne ou lI'absence de vision nocturne (hespéranopie et héméralopie). Celle-ci peut étre
associée a une difficulté d’adaptation a I'obscurité. Puis dans un délai variable, allant de
guelques années a quelques décennies, survient la perception de la constriction du champ
visuel. L'acuité visuelle centrale est souvent conservée jusqu'a des stades avancés de la
maladie puis la perte des cones fovéolaires mene a la cécité. La vision des couleurs est
rarement altérée au début. Cette séquence fonctionnelle traduit I'atteinte primitive des
batonnets, puis survient I'atteinte des cénes. Ce tableau clinique est retrouvé 9 fois sur 10
dégénérescences rétiniennes si I'on excepte les dystrophies maculaires qui ne seront pas

évoquées dans ce chapitre.
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Dans 1 cas sur 10, il s’agit d'une RP inverse ou cone-rod dystrophies (CRD) ou la
symptomatologie est essentiellement maculaire. La baisse de Il'acuité visuelle survient
rapidement associée a une photophobie, une dyschromatopsie (altération de la vision des
couleurs) (Rabb et al., 1986). Plus tard, il survient une hémeéralopie peu marquée et des
troubles du champ visuel périphérique. Cette forme cause, précocement, un handicap plus
sévere. Cette séquence fonctionnelle traduit I'atteinte primitive des cénes survenant de facon

concomitante ou prééminente a celle des batonnets.

Les rétinopathies pigmentaires peuvent exister de facon isolée. On parle alors de
forme non syndromique. Lorsqu’elles sont associées a d’'autres symptdmes extra-oculaires,
on parle de rétinopathies pigmentaires syndromiques. Dans les syndromes de Usher, une
atteinte de l'oreille interne, plus ou moins sévére, est associée. Cette forme syndromique est
remarquable par sa fréquence car elle représente 18% des rétinopathies pigmentaires
(Roux, 2005). Les autres formes syndromiques sont le syndrome de Bardet-Biedl, le
syndrome de Cohen, le syndrome d’Alstrom, le syndrome de Senior-Locken, le syndrome de
Cockayne. On classe parfois, les rétinopathies pigmentaires d’origine métaboliques parmi les
formes syndromiques car I'atteinte métabolique entraine I'association a l'atteinte rétinienne
d'autres symptébmes: diabete, signes neurologiques, hépatopathie, myopathie,

néphropathie, myocardiopathie, symptémes digestifs.

Différents examens permettent de poser le diagnostic de dégénérescence rétinienne.
Tout d'abord, I'examen du fond d'ceil peut mettre en évidence des changements
caractéristiques. Les changements précoces sont la modification du calibre artériolaire, un
remaniement diffus de I'épithélium pigmentaire, une décoloration globale du fond d’ceil. Au
stade avancé, le fond d'ceil est caractérisé par un rétrécissement artériolaire diffus, une
papille décolorée, la présence de migrations pigmentées d’aspect spiculé : les ostéoblastes.
Lors d'une atteinte de type CRD, les premiers signes visibles au fond d’ceil sont des
regroupements pigmentaires dans la région maculaire avec des modifications de la
périphérie moins marquées. Les associations ou les complications, fréquemment retrouvées
dans ces maladies héréditaires, sont la cataracte en soucoupe postérieure (Fishman et al.,
1985), des remaniements vitréens (Sudarshan, 1999), un cedéme maculaire cystoide, une
membrane épimaculaire (Fishman et al., 1977).
L'électrorétinogramme (ERG) est un examen complémentaire incontournable pour poser le
diagnostic de rétinopathie pigmentaire. Notamment dans les formes débutantes ou I'aspect
du fond d’oeil peut étre quasi normal. Cet examen détecte le potentiel électrique rétinien

produit par les cellules rétiniennes en réponse a une stimulation lumineuse. Il est possible de
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séparer les réponses des cones et des batonnets en fonction de la longueur d’onde et de la
fréquence du stimulus lumineux. Les formes avancées se caractérisent par une extinction
globale de 'ERG en ambiance photopique et scotopique. Lors d'une forme débutante, 'TERG
retrouve de facon variable une diminution des ondes de I'ERG en condition scotopique

associée ou non a une altération des réponses photopiques.

La réalisation d'un champ visuel est, également, incontournable. Il est souvent altéré dés le
début de la maladie. C’est un examen important pour évaluer le handicap et notamment pour
déterminer la capacité a la conduite automobile. En régle, I'évolution du champ visuel d’'un
patient atteint de RP classique se fait vers une constriction progressive avec une perte
environ 10% par an. Le champ visuel caractéristique est tubulaire avec une conservation du

champ visuel central. Lorsque cet ilot central est perdu, la cécité est compleéte.

L'angiographie a la fluorescéine est de moins en moins réalisée sauf si nécessité de
caractériser une complication ou lors d'une atteinte maculaire. Par contre I'examen par
tomographie par cohérence optique (OCT) est de plus en plus pratiqué. En effet, grace a cet
examen indolore et non invasif, on peut évaluer I'amincissement progressif de la macula qui
survient dans de nombreuses RP (Sandberg et al., 2005). L'oedeme maculaire cystoide ou
une membrane épirétinienne sont, également, aisément visualisables par cet examen
(Hirakawa et al., 1999).

3.2. Génétique
Actuellement, 181 génes et loci sont connus comme a l'origine de dystrophies
rétiniennes héréditaires, 129 d’entre eux ont été clonés

(http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm). Les RP se caractérisent par une

hétérogénéité dans les modes de transmission génétique, ce qui complique le conseil
génétique. Tous les modes de transmission sont décrits. Dans la majorité des cas, ces
pathologies suivent le mode de transmission monogénique des maladies génétiques a

savoir, une transmission de type dominante, récessive, liée a I'’X ou mitochondriale.
Des variations dans la survenue ou non de la maladie chez les individus porteurs de I'allele

muté ou des alleles mutés sont possibles. Cette variation est appelée pénétrance variable.

Elle est plus fréquente dans les formes dominantes. Il est vraisemblable que ces variations
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soient liées a la modulation de l'effet pathogene d'un géne par d'autres génes dits

modulateurs (Maubaret and Hamel, 2005).

Les pathologies a transmission autosomique dominante résultent d’'une mutation
survenant dans une seule copie du géne. Quatorze géenes sont connus comme responsable
de formes dominantes de RP (ca4, crx, gucalb, semada, fscn2, impdhl, nlr, prpf3, prpf8,
prpf31, rds, rho, roml, rpl et rp9). La part de responsabilité de ces différents genes lors
d’'une RP autosomique dominante est variable (voir figure 3) mais le géne rho est celui qui
est le plus frequemment retrouvé muté, de 10% a 26.5% selon les études (Dryja et al.,
1990a; Bunge et al., 1993; Bareil et al.,1999; Sullivan et al., 2006). Selon les études, de 45 a
60% des patients présentant tous les signes de ce type de RP ne portent pas de mutations
dans les genes connus comme responsables de RP autosomiques dominantes (Maubaret
and Hamel, 2005; Sullivan et al., 2006). En effet, il reste a caractériser des genes impliqués

dans ce type de pathologie.

Les pathologies autosomiques récessives résultent de mutations présentes sur les
deux copies du géne. L'incidence de ces formes a été décrite comme plus élevée dans les
mariages consanguins. Les individus qui ont une copie normale et une copie anormale
(hétérozygote) ne  présentent pas la maladie. Sur le site  Retnet

(http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm), dix-neuf génes sont annoncés comme

responsables de RP autosomiques récessives (abca4, cerkl, cngal, cngbl, crbl, Irat, mertk,
nr2e3, nrl, pde6a, pde6b, rgr, rho, rlbpl, rpl, rpe65, sag, tulpl, ush2a). Les principaux genes
de RP autosomiques récessives, pour lesquels une estimation de fréquence est disponible
(abca4, cngal, Irat, mertk, pde6a, pde6b, rgr, rlbpl, rpe65, tulpl, ush2a), ne représentent

pas plus de 25% de ces formes.

Les pathologies liées a I'’X sont dues a une anomalie d’'un géne se trouvant sur le
chromosome X. Dans le cas des RP, ce sont des pathologies récessives liées a I'X qui
surviennent chez des sujets de sexe masculin. Les femmes hétérozygotes sont
conductrices, il peut arriver qu’elles soient symptomatiqgues mais de maniére moins sévere.

Deux génes
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Figure 3: Répartition des RP autosomiques dominantes causées par des
mutations dans des génes connus et dans des génes encore inconnus.
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responsables de cette forme ont été déterminés: RPGR et RP2. Les mutations du géne
RPGR sont responsables de 70% des RP liées a I'X (Vervoort et al., 2000), les mutations du

gene RP2 sont responsables de 10% des RP liée a I'X (Hardcastle et al., 1999).

Les maladies mitochondriales sont dles a des mutations de 'ADN maternel. L’ADN
codant pour le fonctionnement des mitochondries est transmis quasi exclusivement par les
ovules maternels. Un homme porteur d’'une maladie mitochondriale ne transmettra pas, en
théorie, cette pathologie a ses enfants. Le syndrome de Kearns-Sayre est transmis suivant
ce mode (Puddu et al., 1993).

Il existe une autre forme de transmission possible dans le cadre des rétinopathies
pigmentaires, c'est le cas rare de transmission digénique. Ces pathologies ne se
développent que si une mutation se trouve simultanément sur deux génes indépendants.
Une forme de RP dépend de ce mode de transmission, elle comporte I'association d’'une
mutation dans le géne de la périphérine et dans le géne ROML1. La recherche de mutations
dans les génes codant pour la périphérine et ROM1 a montré que les individus touchés par
cette RP avaient une mutation dans chacun des deux génes. Les individus qui avaient
uniquement une mutation dans un géne ne développaient pas la maladie (Kajiwara et al.,
1994). Cependant, des mutations dans I'un ou l'autre des genes peuvent provoquer une
forme autosomique dominante de RP.

Ces particularités génétiques montrent qu’une approche simple et sans équivoque de
la génétique des rétinopathies pigmentaires est malaisée. En effet, trouver une corrélation
phénotype-génotype dans le cadre des RP est une chose difficile. Cette corrélation
phénotype-génotype n’est pas évidente car des mémes mutations d’'un méme gene peuvent
entrainer I'apparition de maladies a phénotype différent. Des mutations différentes dans un
méme géne peuvent donner des phénotypes identiques pour certains génes et
complétement différents pour d’autres. Et enfin, des phénotypes identiques peuvent étre liés

a des mutations affectant des génes différents.

3.3. Anomalies moléculaires
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De plus en plus, le role des protéines, codées par les genes mis en évidence comme
responsables de RP, est connu. Une étude moléculaire de la fonction de ces protéines
permet de connaitre de fagon plus précise ces pathologies rétiniennes. Lors de cette étude,
on se rend compte que les mutations des génes retrouvés dans les rétinopathies
pigmentaires concernent des genes impliqués dans la structure des photorécepteurs ou de
la matrice extracellulaire, dans des facteurs de transcription, dans des protéines de
transport, et dans le cycle visuel décomposé en deux éléments: la cascade de la
transduction visuelle et le cycle des rétinoides. Nous ne pourrons pas évoquer tous les
genes responsables de dystrophies rétiniennes dans ce chapitre, mais quelques genes de
chaque groupe de fonction protéique seront évoqués afin de comprendre que les
dégénérescences rétiniennes sont un groupe complexe de maladies dont le niveau de
compréhension est de plus en plus important mais qu'il reste parfois des difficultés a

déterminer une relation phénotype-génotype-anomalie moléculaire.

3.3.1 Genes de structure des photorécepteurs

Les photorécepteurs sont des cellules dont I'architecture est complexe. L’'empilement
précis des disques membranaires des segments externes est essentiel pour le phénomeéne

de transduction visuelle.

- roml (retinal outer segment membrane protein 1) est un gene situé en 11g12.3 de
1386 paires de bases (pb) (MIM 180721) (Bascom et al., 1992a). Il code pour une
protéine structurelle des photorécepteurs, qui est située au niveau de l'architecture
des disques des segments externes (Clarke et al., 2000). C’est une protéine qui
forme un homodimere et qui peut former un hétérodimere avec la protéine produite a
partir du géne RDS (Retinal Degeneration Slow) grace a des ponts disulfures
(Loewen and Molday, 2000). C’est une protéine essentielle pour la stabilité de ces
disques (Clarke et al., 2000). Les mutations de ce géne roml sont retrouvées dans

une forme particuliére RP digénique.

- rds (Retinal Degeneration Slow) est un géne situé en 6p21.2 (MIM 179605). La
protéine codée par ce géne est une périphérine, homologue de la périphérine 2 chez
la souris. C’est une glycoprotéine transmembranaire qui est présente au niveau des

disques des segments externes des cbnes et des batonnets (Travis et al., 1991).
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Cette protéine, qui peut étre liée a la protéine ROM1, a un rble essentiel pour la
stabilisation et la compaction des disques des segments externes des
photorécepteurs (Travis et al., 1991). La mutation de ce géne est a l'origine de
multiples formes de dégénérescences rétiniennes : rétinopathies autosomiques
dominantes (Kajiwara et al., 1991), dystrophies maculaires diverses (en ailes de
papillon (Nichols et al., 1993), vitelliforme chez I'adulte (Wells et al., 1993), pattern
dystrophie (Kim et al., 1995)), rétinites ponctuées albescentes autosomiques

dominantes (Kajiwara et al., 1993).

- Le produit du géne rpgripl interviendrait dans le cytosquelette du segment externe du
photorécepteur. La description de ce géne sera envisagée dans le chapitre sur I'ACL
car sa mutation est retrouvée dans cette pathologie (Dryja et al., 2001). Des
mutations du géne rpgripl sont, aussi, décrites dans des CRD autosomiques

récessives (Hameed et al., 2003).

3.3.2. Genes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire, les membranes basales jouent un rdle essentiel dans
I'adhésion des différentes cellules rétiniennes, dans la croissance et dans la différenciation
cellulaire. Mais également dans les échanges entres les différentes cellules rétiniennes
notamment entre les segments externes des photorécepteurs et des cellules de 'EPR dans

la matrice interphotoréceptrice.

- Le produit du géne ush2a, I'Usherin est un composant des membranes basales de la
rétine et de la cochlée (Roux, 2005). La mutation de ce géne ush2a serait a I'origine
de 25 a 65% des cas de syndrome de Usher de type 2 (Najera et al., 2002; van Wijk
et al., 2004) mais également de RP récessive isolée sans altération de la fonction
auditive (Rivolta et al., 2000).

- La fibuline 3, également appelée EGF-containing fibrillin-like extracellular matrix
protein 1 (EFEMP1) est codée par le géne efempl situé en 2pl6.1. Cette protéine
ubiquitaire posséde une grande homologie avec les fibulines et les fibrillines, ce qui
suggeére qu'il s'agit d'une protéine de la matrice extracellulaire (Rozet et al., 2005). Le
rble de cette protéine n'est pas complétement déterminé, il a seulement été décrit

que son accumulation anormale interviendrait dans la formation de drusen dans
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certaines maculopathies (Marmorstein et al., 2002). La mutation de ce gene est
retrouvée dans une maculopathie héréditaire dénommée Malattia Leventinese ou
maladies des drusen dominants qui est une maladie de transmission autosomique
dominante (Stone et al., 1999)

- Le produit du gene crbl est nécessaire au maintien de polarité des photorécepteurs.
La seule pathologie décrite associée a une mutation de ce gene est I'ACL par

conséquent la fonction de ce gene sera décrite dans le chapitre sur 'ACL.

3.3.3. Genes codant pour des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des facteurs importants pour le développement de la

rétine et notamment pour la différenciation des cellules rétiniennes.

- Le géne nr2e3 également connu sous PNR (Photoreceptor-specific Nuclear
Receptor) est situé en 15¢923. Il code pour un récepteur nucléaire spécifique des
photorécepteurs et est un facteur de transcription. Lors de l'altération de NR2E3, il y
a un exces de production de cones S lors du développement de la rétine. La mutation
du géne nr2e3 est impliguée dans une pathologie dénommée « enhanced S cone

syndrome » ou la réponse électrophysiologique est augmentée en lumiére bleue
(Haider et al., 2000), dans le syndrome de Goldmann-Favre (Haider et al., 2000) et

dans une RP autosomique récessive (Gerber et al., 2000).

- rpl est un géne de 4 exons situé en 8q11.13 (MIM 603937). Il code pour la protéine
RP1 anciennement dénommée ORP1 (Oxygen-Regulated Photoreceptor Protein 1)
car il avait été montré que I'expression du rpl était régulée par le niveau d’oxygéne
de la rétine (Pierce et al., 1999). La protéine interviendrait durant le développement
de la rétine notamment en agissant sur la voie de signalisation JNK (c-Jun N
Terminal Kinase) par modification de la phosphorylation de membres de cette voie de
signalisation (Liu et al., 2005). Mais le role de RP1 serait double car les domaines
double cortine de cette protéine agiraient comme stabilisateur des axonémes des cils
des photorécepteurs (Liu et al., 2004a). La mutation de ce géne est a l'origine de 3 %

des RP dominantes en I’Amérique du nord (Pierce et al., 1999) et derniérement, il a
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été montré que ce gene était impliqué dans une RP autosomique récessive dans trois

familles pakistanaises consanguines (Khaliq et al., 2005).

- Le géne crx code pour une protéine qui est un facteur de transcription. Sa description
sera envisagée dans le chapitre sur 'ACL. Toutefois, la mutation de ce géne crx est a
I'origine de RP autosomique dominante de survenue tardive (Sohocki et al., 1998), de
CRD autosomique dominante (Freund et al., 1997), d’ACL dominante (Freund et al.,
1998).

3.3.4. Génes codant pour des protéines qui permettent le transport de molécules au
sein du photorécepteur

Le photorécepteur est une cellule polarisée. La majorité de la production des protéines
a lieu dans la partie proximale du segment interne, une grande partie de ces protéines est
utilisée dans le segment externe du photorécepteur. Ces protéines sont transportées d’un

segment a l'autre via le cil connecteur le long de microtubules a I'intérieur de vésicules.

- Le géne promll (pour PROminin Mouse Homolog-Like 1) est situé en 4p15.32. I
code pour une glycoprotéine qui comprend 5 domaines transmembranaires. Cette
protéine aurait un réle dans I'évagination membranaire survenant a la base du
segment externe des batonnets qui permet la formation continue de disques au
niveau des segments externes des photorécepteurs (Maw et al., 2000). Cette
protéine aurait un réle dans l'organisation, dans la composition des protusions
membranaires plasmatiques et par conséquent dans le transport des molécules
d'opsine qui sont produites dans le segment interne des photorécepteurs et qui
doivent rejoindre les disques des photorécepteurs. La mutation de ce géne promll

est a I'origine de RP autosomique récessive (Maw et al., 2000).

- Les produits d’expression du gene tulpl interviendraient dans le transport d’éléments
entre le segment interne et le segment externe. La description de ce géne aura lieu
dans le chapitre sur 'ACL. La mutation du gene tulpl est retrouvée dans le cas de

RP autosomiques récessives (Hagstrom et al., 1998) et dans I'ACL (Xi et al., 2006).
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3.3.5 Génes dont les produits sont impliqués dans le cycle visuel

Le cycle visuel comprend la cascade de phototransduction et le cycle des rétinoides
(Figure 4).

» La cascade de phototransduction

La phototransduction est I'ensemble des étapes biochimiques qui permettent la
détection d’'un photon lumineux au niveau de la rétine puis la transformation de ce signal

lumineux en signal électrique qui correspond a la genése d’'un message sensoriel.

Cette étape, mieux connue dans les batonnets, se déroule au niveau de la partie
photosensible des photorécepteurs: le segment externe. La rhodopsine, pigment
photosensible des batonnets, est constituée de 2 éléments. Le premier élément: I'opsine
forme un récepteur a 7 domaines transmembranaires qui est couplé a une protéine G (la
transducine). Le second élément : le chromophore sous la forme de 11-cis-retinal est lié de
maniere covalente a l'opsine. Lorsqu'un photon excite la rhodopsine cela induit une
isomérisation dissociation du chromophore 11-cis-retinal en all-trans-retinal. Ce changement
entraine une modification de conformation de la rhodopsine et permet I'exposition des sites

de liaisons de la rhodopsine a
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la transducine. La rhodopsine, en se fixant au niveau de la sous-unité a. de la transducine
permet son activation. La transducine active alors la phosphodiestérase (PDE), qui, a son
tour, va hydrolyser I'acide guanylique cyclique (GMPc) en 5’GMP. La chute du taux de GMPc
cytosolique conduit a la fermeture des canaux GMPc-dépendants. Ce qui induit un arrét de
'entrée des ions sodium et calcium a lintérieur du photorécepteur. Ces modifications
ioniques induisent une hyperpolarisation de la membrane plasmatique. Celle-ci entraine la
libération d’'un neurotransmetteur (le glutamate), ce qui va générer un message sensoriel
dirigé vers le cerveau. L'arrét de la réponse des photorécepteurs nécessite la désactivation
de la cascade de transduction visuelle. Cette désactivation s’effectue grace a la synthése de
GMPc produit par les guanylate-cyclases qui ont été stimulées par la baisse de calcium dans
le photorécepteur. L'arrestine se fixe a la rhodopsine, qui a été multiphosphorylée par la
rhodopsine kinase, ce qui bloque le couplage de la rhodospine-transducine et donc
I'activation de la phosphodiesterase et I'hydrolyse du GMPc. L'augmentation du GMPc,

grace a la catalyse du GTP, permet la réouverture des canaux ioniques.

Quelques exemples de genes, dont les produits interviennent dans la phototransduction.
Génes qui sont impliqués dans I'apparition de dégénérescences rétiniennes lors de

mutations de ceux-ci :

- Le géne de la rhodopsine rho est situé en 3g21.24 (MIM 180380). Ce gene code pour
le pigment rhodopsine, qui est impliqué dans la cascade de phototransduction. La
mutation de ce gene est a l'origine de 26% des RP dominantes (Sullivan et al., 2006).
La mutation du géne rho a, également, été retrouvée dans une forme de RP
autosomique récessive (Kumaramanickavel et al., 1994) et lors de CNSB (Congenital
Stationary Night Blindness) (Dryja et al., 1993). Il existe plus de 100 mutations
différentes de ce gene(Gregory-Evans and Bhattacharya, 1998). C’est la présence de
la protéine anormale dans le photorécepteur qui est a I'origine de la dégénérescence
(Rajan and Kopito, 2005).

- La transducine est une protéine G formée de 3 sous-unités (o, B, v). La mutation du
gene gnatl code pour la sous-unité o de la transducine au niveau des batonnets et,
est a l'origine de formes dominantes du CNSB de type Nougaret (Dryja et al., 1996).
Le gene gnat2 code pour la sous-unité o de la transducine au niveau des cdnes. Sa

mutation est retrouvée dans de rares cas d’achromatopsie (Kohl et al., 2002).

31



- La phosphodiestérase est une protéine formée de 2 sous-unités (a et B), elle permet
I'hydrolyse du GMP cyclique (GMPc) en GMP lors de la phototransduction. Le gene
PDESG6A code pour la sous-unité a de la GMPc phosphodiésterase. La mutation de ce
gene est a l'origine de 3 a 4 % de RP autosomiques récessives (Dryja et al., 1999).
Le gene pde6b code pour la sous-unité f de la phosphodiestérase. La mutation de
pde6b est retrouvée dans des cas de RP autosomiques récessives (McLaughlin et
al., 1995) pour environ 5% (Bayes et al., 1995) et dans le cas de CNSB autosomique
dominante (Gal et al., 1994). Que ce soit pour la mutation du géne pde6a ou pde6b,
la perte de fonction de la phosphodiestérase induit une augmentation du taux du
GMPc, qui est toxique pour la cellule (Farber, 1995). Le taux élevée GMPc
intracellulaire conduit & un excés de calcium intracellulaire, ce qui modifie la
perméabilité des membranes mitochondriales (He et al., 2000). Ce phénomene de
modification de la perméabilité de la membrane mitochondriale est a I'origine du

déclenchement de I'apoptose du photorécepteur.

- Le gene retCG1, dont la description sera réalisée dans le chapitre sur 'ACL, est
également dénommé gucy2d. La mutation de ce géne a été décrite dans des CRD
autosomiques dominantes (Kelsell et al., 1998) ou sa mutation est retrouvée dans 7%
des cas (RetNet, http:/ /www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/) et dans [I’Amaurose
congénitale de Leber (Perrault et al., 1996).

» Le cycle des rétinoides

Des génes, dont les produits interviennent dans le métabolisme du rétinol ou cycle des
rétinoides, sont a l'origine de dégénérescences rétiniennes. Avant de vous présenter
quelques-uns de ces génes, voici un bref rappel de ce cycle des rétinoides, qui est un cycle
de recyclage qui se produit entre le segment externe des photorécepteurs et les cellules de
I'épithélium pigmentaire (seul, le cycle du batonnet est bien connu).

Le chromophore all-trans-rétinol, créé lors de la phototransduction, doit étre régénéré en 11-
cis-retinal pour que la phototransduction puisse a nouveau avoir lieu. Cette régénération a
lieu lors de ce cycle.

Le tout-trans-retinal est libéré de I'opsine au niveau du segment externe du batonnet ou il est
réduit par une déshydrogénase (RDH12) en tout-trans-retinol. Celui-ci traverse la matrice
interphotoréceptrice véhiculé par I'IRBP (Intertitial Retinal Binding Protein) pour rejoindre
'EPR. Une fois arrivé dans 'EPR, le CRBP (Cellular Retinoid Binding Protein) le prend en
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charge pour I'apporter au contact de I'enzyme LRAT (Lecithin Retinol Acyl Transferase) qui
le transforme en tout-trans-retinyl ester par trans-estérification. Ce retinyl ester est, ensuite,
converti en 11-cis-retinol par le r6le d'isomérase de RPE65. Ce 11-cis-retinol est oxydé par
une 11-cis RDH (Retinol DeHydrogenase) pour former le 11-cis-retinal qui va étre pris en
charge par le CRALBP (Cellular RetinALdehyde-Binding Protein) pour rediffuser dans la
matrice interphotoréceptrice ou il sera véhiculé, a nouveau, par 'lRBP. Une fois arrivé dans
le segment externe du photorécepteur, le 11-cis-retinal se combine avec I'opsine pour former
a nouveau la rhodopsine, qui peut étre réutilisée dans la cascade de phototransduction.
Dans ce cycle de recyclage, on peut inclure la protéine ATP Binding Cassette de la sous-
famille A (ABCA4) qui faciliterait le transport de la lumiere du disque vers le cytoplasme du
photorécepteur du tout-trans-retinal libéré par l'opsine en le complexant avec le N-
retinylidene-PE pour former le N-retinylidéne phosphatidyl ethanolamine (NRPE) (Beharry et
al., 2004).

- La protéine ABCA4 est codée par le géne abca4, également connu sous le nom abcr
(ATP Binding Cassette Retina). L'altération fonctionnelle ce transporteur, lors d'une
mutation du gene ABCAA4, induirait une accumulation de NRPE dans les disques des
photorécepteurs lors de lillumination de la rétine. Lors de la phagocytose des
segments externes des photorécepteurs par I'EPR, le NRPE lors de son passage
dans les phagosomes se transformerait en N-retinylidéne N-retinylethanolamine (A2E
et iISOA2E). L’A2E et I'isoA2E, qui sont des composants de la lipofuschine, ont des
propriétés apoptotiques qui entrainent la dégénérescence de 'EPR (Wolf, 2003). La
mutation du gene abca4 est retrouvée dans la maladie de Stargardt (Allikmets et al.,
1997b), dans la DMLA (Allikmets et al., 1997a), dans des RP récessives (Martinez-
Mir et al., 1997), dans les CRD récessives (Cremers et al., 1998) ainsi que dans les

fundus flavimaculatus (Rozet et al., 1998).

- La 11-cis-retinol dehydrogenase est codé par le géne rdh5 (MIM 601617). Les
mutations de ce gene sont a l'origine de fundus albipunctatus (Yamamoto et al.,
1999). L'altération de cette protéine induit un retard dans I'adaptation a I'obscurité de

la rétine.

- La protéine CRALBP est codée par le gene rlbpl. La mutation de ce géne est
retrouvée dans une forme particuliere de dystrophie rétinienne : la rétinopathie
ponctuée albescente ou de petites taches blanches sont parsemées au fond d'ceil
(Morimura et al.,, 1999). En Suéde, il a été décrit une forme associée a une
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maculopathie qui survient plus précocement et qui est appelée la dystrophie de
Bothnia (Burstedt et al., 1999).

Un certain nombre de genes dont les produits sont engagés dans ce cycle sont a I'origine de
dégénérescences rétiniennes graves qui surviennent précocement. La description de ces
genes sera abordée dans le chapitre sur '’Amaurose Congénitale de Leber, mais ici nous
évoquerons les différentes formes de dégénérescences rétiniennes dans lesquelles ils

peuvent étre mis en cause.

- La mutation du géne rdhl2 n'a été mise en évidence que dans I'’Amaurose
Congénitale de Leber (Janecke et al., 2004; Perrault et al., 2004)

- La mutation du géne Irat est a I'origine de dégénérescences rétiniennes précoces et

sévéres (Thompson et al., 2001).

- La mutation du géne rpe65 a été retrouvée dans des cas d’Amaurose Congénitale de
Leber (Marlhens et al., 1997), dans le cas de dégénérescence rétinienne précoce et
sévere autosomique récessive (Gu et al, 1997) dans le cas de rétinopathie

pigmentaire autosomique récessive (Morimura et al., 1998).

3.4. Quel est le mécanisme de dégénérescence des photorécepteurs dans les
dystrophies rétiniennes héréditaires de la rétine

Les dégénérescences rétiniennes héréditaires aboutissent a une cécité du fait de la
perte des photorécepteurs. Ces photorécepteurs meurent par un phénomene d’apoptose. La
perte cellulaire par apoptose est un phénoméne fréquent en ophtalmologie. C’'est un
phénoméne bénéfique lors de I'embryogénése oculaire (involution des vaisseaux
hyaloidiens, de la membrane pupillaire) mais il est aussi I'aboutissement final de différentes
pathologies ophtalmologiques (glaucome, décollement de rétine, DMLA, dystrophies
rétiniennes héréditaires). Ce phénomeéne final commun résulte alors de défauts primaires
variables, notamment dans les dégénérescences rétiniennes. En effet, dans différents

modeles animaux et chez 'homme, la perte des photorécepteurs dans les dégénérescences
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rétiniennes héréditaires a été rapportée a I'apoptose (Tso et al., 1994; Naash et al., 1996;
Yuan et al., 2005). Dans différents modeles murins, il a été montré que I'apoptose des
photorécepteurs pouvait survenir soit durant le développement de la rétine, soit sur une
rétine mature. De nombreuses perturbations rétiniennes peuvent étre a l'origine de cette
apoptose : une altération de la molécule de rhodopsine, une altération du cytosquelette des
photorécepteurs, une altération de la cascade de phototransduction, une inhibition de la
phagocytose des segments externes des photorécepteurs... Comment différents

mécanismes d’altération induisent-ils le méme phénomene final ?

Revenons, tout d’abord, sur le mécanisme de I'apoptose (pour revue voir (Marchetti, 2005)).
L'apoptose est un terme anatomopathologique qui désigne les perturbations morphologiques
et biochimiques associées au déroulement d’'un programme cellulaire de mort. Des
altérations de [l'ultrastructure nucléaire se produisent: condensation de la chromatine en
mottes compactes, puis diminution du volume nucléaire, et destruction par fragmentation du
noyau. La membrane plasmatique reste imperméable jusqu'a la fin du processus de
dégradation. A la fin de ce processus, la cellule se fragmente en corps apoptotiques qui sont
ingérés par les cellules avoisinantes ou les macrophages sans déclencher de réaction
inflammatoire. Les différentes étapes de ce processus ainsi que le déclenchement du
phénoméne sont sous le controle de nombreux effecteurs. Le schéma de I'apoptose est
brievement décrit dans la figure 5. On distingue 2 voies de I'apoptose : la voie intrinséque

mitochondriale et la voie
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Figure 5: Représentation simplifiée des voies apoptotiques extrinséques et
intrinséques qui conduisent & la mort de la cellule. D" aprés Marchetti, 2005,
Cynecol Obstet Fertil. Duns lu partie gasche & schéuna est représenté L veie extrinségae e
V'apoptose. La fonmotion de DISC permet activation autocatal viigue des procaspases initiatrices 8 ot 10
qui vent b lear tour activer les procaspases effectrices 3 et 7. Duns la partie doite do schiéma est
feprisents lo voie intinségque de apoprose. L'augmentation do cytochmome © dans le evtosol
mitechendrial permet la formuion de apotosome. Les procaspases 9, qui font partic & 1"apoptosome,
s nutoactivent fors de la formation de ce complexe. Cvt ¢, evtochrome ¢ DISC, Death-Indocing,
Signaling Complexe. FLIFF, FLICE Inhibitory proteins: IAP, Inhibitor of apoptosis protein: TP,
transition de perméabilitd
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extrinseque. Ces 2 voies conduisent a I'activation de procaspases effectrices. Procaspases,
qui une fois activées, clivent spécifiquement des substrats cytoplasmiques et nucléaires. Ce
qui conduit au phénoméne de fragmentation décrit ci-dessus. Douze caspases humaines
sont connues(Nicholson, 1999), elles sont exprimées sous la forme de proenzymes
inactives. L’activation se fait en cascade hiérarchique, les caspases effectrices -3, -7 sont

activées par des caspases initiatrices -8, -9, -10.

L'activation de la voie extrinseque nécessite I'intervention de récepteurs de mort de la
super famille du récepteur du TNFa (Tumor Necrosis Factor) (Schmitz et al., 2000)(Figure
5). Parmi, les récepteurs de mort, Fas (DR2) et TNF-R1 (DR1) sont les récepteurs qui ont
été les plus étudiés. Apreés fixation a leur ligand, les récepteurs déclenchent une succession
d’'événements moléculaires qui conduisent a la formation du DISC (Death-Inducing Signaling
Complexe). Il s’ensuit I'activation autocatalytique des caspases initiatrices -8 et -10, qui vont

ensuite a leur tour activer les procaspases -3 et -7.

La voie intrinseque mitochondriale conduit a I'activation de la procaspase -9 (Figure 5).
Voici la cascade qui permet l'activation de cette procaspase-9. Le cytochrome C est
normalement présent dans I'espace intermembranaire de la mitochondrie mais peu présent
dans le cytosol de la mitochondrie. Sa concentration dans le cytosol augmente suite & une
modification de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe. La perméabilité est
modifiée par les membres de la famille bcl2 de 2 fagons différentes. Soit une permeéabilité
transitoire est créée par I'ouverture d’'un mégacanal mitochondrial situé aux points de contact
entre la membrane mitochondriale externe et interne. Cette perméabilité transitoire est
favorisée par Bax et inhibée par bcl2. Soit une relocalisation de protéines pro-apoptotiques
comme Bak ou Bax au niveau de la membrane mitochondriale externe permet la formation
d'un canal au sein de la membrane mitochondriale, ce qui permet la libération de cytochrome
C dans le cytosol mitochondrial. La protéine Apaf-1, qui est le cceur de I'apoptosome,
change de conformation aprés son interaction avec le cytochrome C en présence d’ATP ou
de dATP. Cet apoptosome, qui est un complexe cytosoliqgue multimoléculaire, se forme suite
a la libération dans le cytosol du cytochrome C (Adams and Cory, 2002). Les procaspases-9
qui font partie de ce complexe multimoléculaire s’auto-activent aprés leur agrégation dans

I'apoptosome.

Cette cascade de I'apoptose ainsi que ses effecteurs sont de mieux en mieux connus.
Mais pour les dégénérescences rétiniennes héréditaires, les voies de signalisation
apoptotiques empruntées sont difficilement mises en évidence. De méme, les perturbations

qui initient ces voies d’apoptose dans les cellules rétiniennes et dans les photorécepteurs
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sont encore peu connues. Une généralisation semble bien difficile car en fonction des
modeles animaux de dégéenérescences rétiniennes étudiés et des modalités des expériences

(lumiére forte ou non), les voies empruntées semblent différer (Hao et al., 2002).

C-fos et c-Jun et les protéines de leur famille (Fra-1, Fra-2, Fos B, Jun B et Jin) constituent le
facteur de transcription AP-1, qui est considéré comme un médiateur de mort cellulaire.
L'exposition a la lumiere stimule I'expression de c-fos de maniére dose-dépendante au
niveau de la rétine (Reme et al., 2000). Une expression de c-fos ou d’AP-1 a été observée
dans des modéles murins de dystrophies rétiniennes héréditaires durant la période
précédant la phase de mort cellulaire (Rich et al., 1997) mais aussi dans des modéles de
dégénérescence rétinienne induite par la lumiére (Hafezi et al., 1999; Wenzel et al., 2000).
La dégénérescence induite par la lumiére, gu’elle soit blanche ou bleue, serait initiée par
I'absorption de cette lumiére par le pigment visuel rhodopsine (Grimm et al., 2000a; Grimm
et al., 2000b) et induirait une activation des effecteurs AP-1 (Wenzel et al., 2000). Un des
facteurs important pour cette dégénérescence induite par la lumiére est la capacité de
renouvellement de la rhodopsine aprés l'illumination rétinienne. L'exposition a la lumiére est
retrouvée comme accroissant la perte des photorécepteurs dans des souris portant la
mutation ponctuelle de la rhodopsine (Pro23His) (Naash et al., 1996) ou dans un modéle
knockout de la rhodopsine kinase (Chen et al., 1999a) ou de I'arrestine (Chen et al., 1999b),
indiquant que l'apoptose induite par la lumiere se rajoute au déficit génétique. D’ailleurs,
guelques mutations ont été identifiees comme augmentant la susceptibilité de la rétine aux
Iésions induites par la lumiére, notamment des mutations dans le géne de la Rhodopsine
(Cideciyan et al., 1998). Les modifications dans la qualité, la quantité de rhodopsine semble
étre un élément délétére pour la rétine. La présence d'une mutation dans le géne prpf31
induit une réduction de [I'expression de la rhodopsine. Cette mutation entraine
immédiatement un phénoméne d’apoptose dépendant des caspases dés que ce géne

mutant prpf31 est introduit dans des cellules rétiniennes mises en culture (Yuan et al., 2005).

Dans le cadre de pathologies liées a la mutation des génes pde6a ou pde6b, le mécanisme
apoptotique semble plus simple. La perte de fonction de la phosphodiestérase, codée par
ces deux génes, induit une augmentation du taux du GMPc, qui est toxique pour la cellule
(Farber, 1995). Le taux élevé GMPc intracellulaire conduit a un excés de calcium
intracellulaire. Cet excés de calcium modifie la perméabilité de la membrane mitochondriale
(He et al.,, 2000), ce qui permet une libération de cytochrome C dans le cytosol de la

mitochondrie. Cette libération de cytochrome C active la voie intrinséque de I'apoptose en
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induisant la mort des photorécepteurs. Ce mécanisme a notamment été montré dans le

modele murin rd (Jomary et al., 2001).

Dans le cas des dégeénérescences rétiniennes héréditaires, les voies de I'apoptose, qui
induisent la mort des photorécepteurs, n'ont pas été entiérement élucidées. Il semble,

toutefois, que les mécanismes varient en fonction des mutations géniques.

3.5. Traitement des dystrophies rétiniennes héréditaires

Si on considére les indications des médicaments, précisées lors des Autorisations de
Mise sur le Marché (AMM), il n'y a aucun traitement disponible pour le traitement des
dystrophies rétiniennes héréditaires. C’est pourquoi, il n’y a pas de traitement collégial pour
ce type de pathologies. Les seules orientations de traitement sont liées a des publications
relatant les effets bénéfiques lors de leur emploi dans le cadre de dégénérescences
rétiniennes héréditaires soit chez I'homme dans le cadre d'essai clinique, soit dans des

modéles animaux de dégénérescences rétiniennes.

Plusieurs produits pharmacologiques ont été testés pour le traitement de ces pathologies. Ce
sont la vitamine A, I'acide docosahexaenoique (DHA), le CNTF (ciliary neurotrophic factor),
la lutéine, le D-cis diltiazem. Des dispositifs dérivés de I'électronique sont également en
cours d’évaluation afin de pallier le déficit visuel. Au cours de ce chapitre, nous aborderons,

brievement, ces diverses possibilités thérapeutiques ou palliatives.

3.5.1. Traitements pharmacologiques

» Supplémentation en vitamine A

La premiere étude clinique, ayant montré un bénéfice d’'une approche thérapeutique
pharmacologique dans ces pathologies rétiniennes héréditaires, est une étude qui a testé la
supplémentation alimentaire en vitamine A dans les rétinopathies pigmentaires (Berson et
al., 1993). Il s'agissait d’'une étude randomisée en double-aveugle qui regroupait 601

patients agés de 18 a 49 ans. Cette étude a été menée sur 6 ans. Aucune notion de
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génotypage n’'intervenait dans I'étude. Les rétinopathies atypiques, les RP sectorielles, les
CRD, les amauroses congénitales de Leber, les atrophies gyrées, les choroidérémies et les
RP syndromiques ont été exclues. Les critéres d’'inclusion comportaient une acuité visuelle >
20/100, un champ visuel de Goldmann photopique > 8° au V4e, une amplitude > 0,12uV a
'ERG flicker 30 Hz ou > 2,5uV a 'ERG 0,5 Hz, des taux sériques de rétinol < 100 ug/dl, une
fonction hépatiqgue normale et une absence de grossesse. Le suivi annuel comportait une
étude électrorétinographique, un champ visuel, une acuité visuelle et la mesure du taux
sérique de rétinol. Une prise journaliére de 15000 unités de palmitate de vitamine A par voie
orale a été donnée chez les patients. En France, la posologie recommandée pour ce
médicament est de 5000 unités/jour. Dans cette étude, les patients, qui ont regu ce
traitement, ont présenté un déclin annuel de 8,3% dans I'amplitude de la réponse flicker
contrairement au 10% de déclin de I'amplitude du flicker retrouvée chez les patients témoins,
ceci toutes RP confondues. Le bénéfice thérapeutique n’a pu étre mis en évidence de facon
significative sur I'acuité visuelle et sur le champ visuel. Par contre, la prise réguliere de
400Ul/jour de vitamine E accélere le rythme de dégénérescence rétinienne (Berson et al.,
1993). Toutefois, les doses de vitamine A administrées durant cette étude représentent 3 fois
la dose recommandée par 'AMM. Ce médicament est contre-indiqué en cas de grossesse et
d’anomalies hépatiques car il est hépatotoxique. De plus, la prise de vitamine A a 25000
Ul/Jour associé a un tabagisme important (> 50 paguets années) entraine une augmentation
du risque de cancer pulmonaire de 28% (Goodman et al., 1998). De plus, cette
supplémentation vitaminique semble augmenter le risque de fracture du col chez la femme

aprés la ménopause (Feskanich et al., 2002).

» L’acide docosahexaenoique (DHA)

Plusieurs auteurs ont retrouvé, chez des patients atteints de RP, une diminution du
taux plasmatique de l'acide docosahexaenoique ainsi qu'une diminution du DHA dans les
membranes des globules rouges (Bazan et al., 1986; Hoffman and Birch, 1995). Les
membranes des segments externes des béatonnets sont composées de peu de
phospholipides polyinsaturés comme le DHA. Mais ces lipides sont indispensables a la
fluidité membranaire des disques des photorécepteurs (Treen et al., 1992). Cette fluidité
permet un fonctionnement optimal des photorécepteurs lors de la transduction. Le taux de
DHA des globules rouges est corrélé au taux de DHA dans la rétine (Sarkadi-Nagy et al.,
2003). Il y a 10 a 15 fois plus de DHA dans les membranes des segments externes des

photorécepteurs que dans la membrane des globules rouges. Les patients ayant un taux
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plus faible de DHA dans les globules rouges présentent une perte de I'amplitude de la
réponse flicker 30 Hz plus importante indépendamment du type de RP (Berson et al., 1993).
C’est pourquoi, plusieurs études ont étudié leffet sur la fonction visuelle d'une
supplémentation en DHA chez patients atteints de RP. L'équipe de Berson a testé
I'adjonction d’'une supplémentation par 1200mg/jour de DHA au traitement par de la vitamine
A (4 la dose de 15000Ul/jour) (Berson et al., 2004). lls ont montré que l'adjonction du
traitement par DHA serait bénéfique les deux premiéres années de l'instauration chez les
patients atteints de RP. La sensibilité du champ visuel et I'amplitude du flicker 30 Hz décroit
moins vite chez les patients ayant recu les 2 traitements contrairement & ceux qui n'ont recu
gue la vitamine A. Par contre, cet effet profitable ne dure que 2 ans car apres cette période, il
n'y a plus de différences entre les patients qui ont recu un traitement et ceux qui ont regu
deux traitements. L'adjonction du DHA au traitement par la vitamine A permettrait d’obtenir
une action plus rapide de la vitamine A sur la rétine (Berson et al., 2004). Une autre étude a
montré que I'administration de DHA seul, chez des jeunes patients présentant une RP liée a
I'X, diminue la perte de fonction des batonnets chez les patients agés de moins de 12 ans et
préserve la fonction de cdnes chez les patients agés de plus de 12 ans (Hoffman et al.,
2004).

Ces deux thérapeutiques (DHA et vitamine A) améliorent des tests visuels fonctionnels sans
que les patients ne ressentent un bénéfice sur leur acuité visuelle. C’est pourquoi, ces
traitements ne sont pas utilisés couramment de fagon collégiale dans le traitement des

dystrophies rétiniennes héréditaires.

> La lutéine

Les pigments maculaires sont la lutéine et la zéaxanthine. Ces pigments jouent un role
de filtre et de protecteur antiradicalaire des photorécepteurs maculaires. Leur origine est
purement alimentaire. Ainsi, on sait qu'un régime enrichi en lutéine permet d’obtenir une
augmentation de la concentration du pigment au niveau de la macula (Beatty et al., 2001).
Dans la DMLA, les patients possédent une quantité de pigments maculaires diminuée
(Seddon et al., 1994). Dans les dégénérescences rétiniennes héréditaires, aucune étude ne
s'est intéressée aux modifications de la quantité de pigments maculaires dans ce type de
pathologie mais on peut penser qu'un taux élevé de pigments maculaires peut avoir un role
protecteur sur les photorécepteurs. Une étude pilote de phase I/ll a étudié I'effet d'un régime
enrichi en lutéine sur I'acuité visuelle et le champ visuel de patients ayant une RP (Bahrami
et al., 2006). Seize patients ont ingéré 10 mg/jour pendant 12 semaines puis 30mg/jour de

lutéine pendant 24 semaines. Leurs acuités visuelles, auto-évaluées par ordinateur, ont été
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améliorées de fagon non significative par rapport aux acuités visuelles du groupe témoin
ayant ingéré un placebo. Le champ visuel, test¢é de la méme maniere, retrouve une
amélioration significative dans le groupe traité par la lutéine comparé au groupe témain.
Cette seule étude, dont la rigueur d’évaluation de l'acuité visuelle et du champ visuel est

discutable, n'implique pas, pour le moment, d’utilisation courante de la lutéine dans les RP.

» Le Ciliary NeuroTrophic Factor (CNTF)

Le CNTF a été identifie comme un facteur de survie des neurones. Au niveau de la
rétine, des récepteurs a au CNTF ont été localisés sur les cellules de Miiller, sur les deux
types de photorécepteurs (Beltran et al.,, 2003; Valter et al.,, 2003). Diverses études ont
montré que le CNTF pouvait étre utilisé dans le traitement des RP. Dans de multiples
modeéles animaux de RP (souris rd-PDEG6b, souris rds-peripherine, rats P23H, chats Rdy,
chiens rcd1-PDEG6b), le CNTF retarde la dégénérescence rétinienne (LaVail et al., 1998;
Chong et al., 1999; Tao et al., 2002). Afin d’obtenir un effet bénéfique, il faut que ce facteur
neurotrophique soit diffusé quasi en continu car sa demi-vie est trés courte (1 minute 1/2). Il
ne passe pas la barriere hémato-rétinienne. L'injection itérative du facteur de survie dans
I'ceil est peu envisageable. Il y a deux possibilités pour la diffusion du CNTF : la greffe de
cellules génétiguement modifiées encapsulées et la thérapie génique qui sera abordée dans
le chapitre sur 'AAV et la rétine. Des cellules, dérivées de la lignée ARPE-19 génétiquement
modifiées pour produire du CNTF, ont été encapsulées dans des dispositifs semi-
perméables. Un essai clinique de phase | a testé linnocuité de l'implantation de ces
dispositifs intravitréens chez 10 patients atteints de RP. La moitié des patients ont recu un
dispositif faiblement dosé, I'autre moitié un dispositif fortement dosé. Les dispositifs ont été
maintenus dans le vitré durant 6 mois. Cette étude n'a pas mis en évidence d'effets
délétéres sur I'acuité visuelle des patients, sur leurs électrorétinogrammes ou sur leur état
général (Sieving et al., 2006). Une étude de phase Il doit débuter pour tester 'effet bénéfique

de ce traitement dans le cadre de RP.

» Le D-cis diltiazem
Pour finir, un médicament anticalcique a visée cardiague (le D-cis diltiazem) a été testé
dans les rétinopathies pigmentaires mais uniquement dans des modeles animaux.

L'utilisation détournée de ce médicament découle de la constatation qu’il existe une
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anomalie des courants ioniques GMPc dépendants par ouverture permanente des canaux
GMPc dépendants lors d’'une mutation du gene de la phosphodiestérase. In vitro sur des
batonnets isolés, le Diltiazem inhibe les courants ioniques GMPc dépendants. Des souris rd
(modéle murin de dégénérescence rétinienne liée a une anomalie de la phosphodiestérase)
ont été injectées intrapéritonalement avec du D-cis diltiazem au 25 jours post-natal. Ce
traitement a permis la préservation de la rétine et des réponses electrorétinographiques chez
les souris traitées par ce médicament comparées aux souris injectées par la solution saline
(Frasson et al., 1999b). Par contre, 'administration par voie orale de D-cis diltiazem, dés
lage de 4 semaines, au modéle canin rcdl (géne de la sous-unité g de la
phosphodiestérase muté (Aguirre, 1978)) n'‘a pas permis d’améliorer les paramétres
électrorétinographiques ou histologiques par rapport aux chiens qui n'ont recu aucun
traitement (Pearce-Kelling et al.,, 2001). Le D-cis diltiazem est un médicament largement
prescrit en cardiologie. Une étude cliniqgue chez patients cardiaques qui nécessitent cette
thérapeutique et qui sont atteints d'une dégénérescence rétinienne permettrait peut-étre de

conclure sur I'effet de ce médicament.

3.5.2. La vision artificielle

Comme il a été développé des implants cochléaires et des pacemakers, des dispositifs
électriques implantés dans la rétine pour transformer une image visuelle en un message
électrique a destination du cerveau sont en voie de développement pour pallier les
déficiences visuelles que peuvent induire les dystrophies rétiniennes héréditaires. D’apres
Zrenner, le développement de ces dispositifs est assez long et difficile (Zrenner, 2002). Les
premiéres publications relatant des essais cliniques dans ce domaine remontent aux années
70 (Brindley and Lewin, 1968; Dawson and Radtke, 1977). Depuis plusieurs stratégies ont
été mises au point notamment en fonction du site anatomique choisi pour la stimulation des
voies visuelles. Tout le long des voies visuelles peut étre stimulé afin de recréer une image

visuelle.

Les implants corticaux ou les implants directement mis en contact avec le nerf optique
sont peu développés du fait de la nécessité d'une chirurgie intracérébrale complexe, de la
possibilité d'une douleur cérébrale, de présence de phosphénes de maniére continue
(Humayun, 2001; Lakhanpal et al., 2003).
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Les implants rétiniens semblent plus prometteurs. Deux types d’'implants rétiniens existent :
les implants épirétiniens et les implants sous-rétiniens (Zrenner, 2002).

- Les implants épirétiniens correspondent & une puce qui regoit un message électrique
codé par un systéme électronique a partir d’'une image qui a été captée par une caméra. Ce
message électrique est directement délivré aux cellules ganglionnaires. Plusieurs
publications relatent des essais cliniques de ces implants épirétiniens chez I'homme
(Humayun et al., 1999; Rizzo et al., 2003) qui ont permis a des patients aveugle atteints de
RP de percevoir des formes géométriques a une faible distance (Humayun et al., 1999). Un
des problémes rencontrés est la nécessité de dispenser une plus forte énergie de stimulation
chez les patients aveugles (Rizzo et al., 2003). La délivrance d'une forte énergie pourrait étre
délétére a long terme pour la rétine et doit donc étre testée.

- Les implants sous-rétiniens sont des dispositifs directement sensibles a la stimulation
lumineuse qui transforment cette stimulation en un message électrique qui va suivre le
chemin habituel vers le cortex visuel. Ces implants sont disposés entre les cellules de 'EPR
et les segments externes des photorécepteurs ou ils pallient un défaut de transduction
visuelle. Plusieurs études ont été publiées avec ce type d'implant sous-rétinien (Pardue et
al.,, 2001; Schwahn et al., 2001; Volker et al., 2004) mais une seule au stade d'étude
clinique(Chow et al., 2004). L'implantation sous-rétinienne, par voie transvitréenne, d’une
puce en silicone a permis chez 6 patients atteints de RP d’améliorer leur sensation de
contraste, leur perception de mouvements et des couleurs ainsi que d’améliorer le relevé de
leur champ visuel (Chow et al., 2004).

Le développement de ces dispositifs pourra aboutir a la vision artificielle, mais ces
traitements seront adressés aux patients dont I'évolution de la dégénérescence rétinienne

héréditaire sera déja avancée.

Cette revue des différents traitements disponibles pour le traitement des dystrophies
rétiniennes héréditaires permet de voir gu’actuellement aucun traitement n’améliore le
pronostic visuel grave de ces pathologies. Aucun traitement n’a d’AMM (autorisation de mise
sur le marché) dans l'indication de traitement des dystrophies rétiniennes héréditaires. Ce
chapitre permet d’évaluer la place qui pourra étre allouée a la thérapie génique dans le

traitement futur des dystrophies rétiniennes héréditaires.

3.6. L’'amaurose congénitale de Leber

44



L’'amaurose congénitale de Leber (ACL) (MIM 204000) est une forme particuliere de
dystrophie rétinienne. Elle fut décrite en 1869 par Théodor Leber, un ophtalmologiste
allemand. La description princeps faite par Leber comprenait une absence de fixation des
objets par les enfants, un nystagmus congénital a grandes oscillations, un réflexe
photomoteur aboli ou trés faible, un signe oculo-digital de Franceschetti et une éventuelle
photophobie.

Jusqgu’en 1996, rien n’était connu de la physiopathologie ni des bases moléculaires de I'ACL.
Depuis en une décennie, une explosion des connaissances a permis une avancée dans la
compréhension de la maladie, dans les connaissances génétiques de la maladie et dans

I'espoir thérapeutique.

La fréquence de la maladie est estimée a 5% de I'ensemble des dystrophies rétiniennes, soit
1/60000.

La transmission de la maladie est héréditaire. Jusqu'a récemment, elle était considérée
comme de transmission autosomique récessive, mais depuis peu, des formes autosomiques
dominantes ont été mises en évidence (Tzekov et al., 2001; Perrault et al., 2003; Bowne et
al., 2006).

Actuellement, 11 génes sont notés comme impliqués dans cette maladie : les génes imphd1,
aipl1, crbl, Crx, gucy2d, Irat, rdh12, rpgripl, tulpl, rpe65s

(http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/sum-dis.htm). Dernierement, le géne nphp6 a été mis en

cause dans cette pathologie (den Hollander et al., 2006). La prévalence des mutations de
chacun des génes incriminés varie en fonction des études. Les derniers genes incriminés
n'ont, en général, pas été recherchés dans les derniéres études réalisées sur des grandes
cohortes de patients atteints d’ACL. Toutefois, lorsque les principaux géenes sont testés
environ 50% des patients restent sans diagnostic moléculaire. Ce qui laisse supposer que
tous les génes impliqués dans 'ACL ne sont pas encore déterminés. Respectivement, les
proportions sont comprises pour chaque géne: gucy2d : 6-21,2%, crbl: 10%, rpe65: 3-
6,1%, rpgripl : 4,5%, rdh12 : 4,3%, aipll : 3,4%-5,8%, tulpl: 1,7%, crx : 0,6-2% (Dharmaraj
et al., 2000; Hanein et al., 2004).

Voici quelques informations concernant ces différents génes :
Le géne retGCl (guanylase cyclase spécifigue des photorécepteurs), renommé

gucy2d a été le premier géne localisé et déclaré responsable de la maladie (Camuzat et al.,

1995). Il est situé en 17p13.1. C'est un géne de 1600 paires de bases, organisé en 20
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exons. Le produit de ce géne intervient a la fin du cycle de transduction visuelle, et permet
en catalysant la conversion du GTP en GMPc, la réouverture des canaux cationiques
dépendant du GMPc (Chabre and Deterre, 1989). Son altération conduit & un défaut
extrémement sévere de production de GMPc et a une fermeture des canaux cationiques

guelque soit la nature des mutations (Rozet et al., 2001).

Le géne crx (Cone-Rod homeoboX containing gene) est un petit gene de 3 exons,
localisé en 19913.3 (Freund et al., 1998). Le produit de ce géne est un facteur de
transcription impliqué dans le développement des photorécepteurs. La protéine CRX active
les promoteurs des béatonnets (transducine, arrestine, IRBP, rhodopsine, B-PDE) et des
opsines de cbnes (Chen et al., 1997; Furukawa et al., 1997). Dans plusieurs familles, une
transmission de type dominante, liée a une mutation de ce géne crx avec un phénotype non
ambigu d’ACL, a été identifiée (Tzekov et al., 2001; Perrault et al., 2003).

Le géne aipll (Aryl hydrocarbon Interacting-Protein Line 1) est localisé en
17913.1(Sohocki et al., 2000). C’est un géne de 6 exons. Il code pour la protéine du méme
nom AIPL1, qui fait partie de la famille FK-506- binding protein (FKBP) (Snyder et al., 1998).
Ce géne est exprimé uniguement dans les batonnets adultes (van der Spuy et al., 2002).
Cette protéine aurait le rdle d’'une protéine chaperone essentielle pour la synthése de la
phosphodiesterase dépendante du GMPc des batonnets (Liu et al., 2004b) mais une
altération de cette protéine agirait, également, directement ou indirectement dans la

phototransduction (Makino et al., 2006).

Le géne crbl est localisé en 1931, il comporte 12 exons. Il est 'homologue du géne
crumbs de la drosophile. Il code pour la protéine CRB1. Le rble de cette protéine est surtout
connu par extrapolation du réle de crumbs. CRB1 est une protéine transmembranaire
présente prés des zonula adherens des segments externes qui forment la limitante interne.
CRBL1 est nécessaire au maintien de la polarisation des photorécepteurs et a I'adhésion des
photorécepteurs aux cellules adjacentes lors de I'exposition lumineuse (van de Pavert et al.,
2004).

Le gene rpgripl est localisé en 14q11.2. Il comporte 3861 paires de bases organisées
en 24 exons (Gerber et al.,, 2001). Il code pour la protéine appelée retinitis pigmentosa
GTPase interacting protein 1 (RPGRIP1) qui est connectée, par un domaine appelé RPGR
Interacting Domain (RID) (Roepman et al., 2000), a la protéine RPGR, protéine qui est
responsable de plus de 70% des RP liée a I'X (Sharon et al., 2003). RPGRIP1 et RPGR

seraient co-localisés au niveau des segments externes des 2 types de photorécepteurs chez
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’homme (Mavlyutov et al., 2002). RPGRIP1 est exprimé, également, au niveau des cellules

amacrines (Mavlyutov et al., 2002).

Le géne rdhl2, localisé en 14g24.1, est composé de 7 exons. |l code pour une
enzyme, exprimée dans les photorécepteurs qui est appelée retinol deshydrogenase. Elle
intervient dans le régénération du rétinol en permettant I'obtention du 11-cis-retinal a partir

du 11-cis-retinol (Haeseleer et al., 2002).

Le gene tulpl (TUbby-Like Protein 1) est localisé en 6p21.3 et il code pour la protéine
TULP1 qui fait partie de la famille des TULP (North et al., 1997). La protéine est impliquée
dans le trafic vésiculaire au niveau des photorécepteurs notamment dans le transport de la

rhodopsine (Hagstrom et al., 2001).

Le géne Irat (Lecithin Retinol AcylTransferase) est localisé en 4q31.2. Il code pour une
enzyme, située dans I'épithélium pigmentaire rétinien, qui catalyse le transfert d’'un groupe
acyl de la phosphatidylcholine sur le all-trans-retinol (Golczak et al., 2005). Des mutations du
géne Irat ont été retrouvées plutdt dans ce qui est appelé early-onset severe retinal

dystrophy (Thompson et al., 2001).

Le géne imphdl, localisé en 7q32.1, code pour la protéine IMP (inosine 5
monophosphate) Dehydrogenase 1. La protéine IMPDH1 catalyse la conversion du IMP en
XMP (xanthosine-5" monophosphate) avec une réduction concomitante du NAD
(nicotinamide adenine dinucleotide) en NADH (nicotinamide adenine dinucleotide
hydrogene) (Hedstrom, 1999). Cette protéine a également la capacité de se lier aux acides
nucléigues simple brin (Mortimer and Hedstrom, 2005). Chez deux individus, une mutation,
de novo, dominante du gene imphdl a été dernierement mis en évidence (Bowne et al.,
2006).

Le géne nphp6 ou cep290 est localisé en 12¢g21.32 (den Hollander et al., 2006).

Le géne rpeb65 est le second géne découvert comme impliqué dans I'ACL (Marlhens et
al., 1997). Il est localisé en 1931 (Hamel et al., 1994) et est organisé en 14 exons. |l code
pour la protéine RPE65 qui contient 533 acides aminés dont la masse moléculaire est de
61kD (Hamel et al., 1993). La séquence des résidus amino-acides de rpe65 est relativement
bien conservée entre les especes, l'identité protéique est d’environ 98,7% entre 'homme, les
bovins et les chiens (Hamel et al., 1993; Nicoletti et al., 1995; Ma et al., 1998; Veske et al.,
1999). La protéine RPE65 est une protéine abondante dans I'épithélium pigmentaire
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associée a la membrane microsomale qui a un réle essentiel dans le cycle de régénération
du rétinol (Hamel et al., 1993). Des études récentes ont montré que la protéine RPE65 a une
fonction d’'isomérase en convertissant les all-trans retinyl esters en 11-cis retinol au sein de
I'épithélium pigmentaire rétinien (Jin et al., 2005; Moiseyev et al., 2005; Redmond et al.,
2005). Deux études de I'équipe de Ma et ses collaborateurs aboutissent a une controverse
car ils retrouvent du mRNA RPEG65 dans les cones de la salamandre (Ma et al., 1998). De
plus, cette équipe a mis en évidence le RPE65 dans les cbnes de souris BALB/c par
immunohistochimie (Znoiko et al., 2002). Cette présence dans les cones de la protéine
RPEG65 n’a pas été corroborée par d’autres équipes (Hemati et al., 2005). Une altération de
la protéine RPEG65 aboutit & une accumulation, sous forme de gouttelettes lipidiques dans
'EPR, d'all-trans retinyl esters chez les différents modéles animaux de la pathologie
(Narfstrom, 1999; Veske et al., 1999; Katz and Redmond, 2001; Pang et al., 2005).

De l'étude génétique, certaines corrélations génotype-phénotype ont été réalisées
malgré I'hétérogénéité génétique et physiopathologique. Deux groupes de patients peuvent
étre distingués en fonction du type de l'atteinte principale des photorécepteurs présentée par
'enfant : une atteinte « cdnes-batonnets » est retrouvée pour les génes gucy2d, aipll,
rpgripl, une atteinte « batonnets-cones » est retrouvée pour les génes rpe65, crbl, tulpl,
crx. Ensuite, en fonction de I'amétropie de I'enfant, de symptdmes ophtalmologiques
associés comme le kératocbne, un arbre décisionnel permettant de restreindre les genes

candidats a tester peut-étre réalisé (figure 6).

3.7. Particularités de la clinique liée a la mutation du géne rpe65

Pour les patients, ayant une mutation du géne rpe65, d’autres critéres peuvent étre
utilisés pour les détecter. En fait, la majorité des patients ayant une mutation dans le géne
rpe65 présente une cliniqgue un peu différente de I'ACL classique rentrant plus dans le cadre
d’'une dégénérescence précoce et sévére ou early-onset severe retinal dystrophy (Lorenz et
al., 2000; Thompson et al., 2000). Ces enfants présentent une atteinte sévére visuelle avec
une atteinte de la vision nocturne. Mais la vision est améliorée lors d’une forte illumination et
ces enfants ont tendance a fixer la lumiére (Thompson et al., 2000). La présence d'un
nystagmus n’est pas constante. Le champ visuel peut étre relativement peu atteint dans la

premiére enfance mais les isoptéres se constrictent ensuite sévérement (Lorenz et al., 2000;

48



El Matri et al.,, 2006). Le fond d'ceil est généralement normal dans I'enfance puis

apparaissent ensuite un
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amincissement du calibre artériel, une atrophie rétinienne, une pigmentation anormale
(Lorenz et al., 2000; Thompson et al., 2000) ou encore des dépbts ponctiformes jaunatres
(Hamel et al., 2001). Ces patients ayant une mutation du géne rpe65 ont une caractéristique
particuliere : ils présentent une faible autofluorescence ou une absence d’autofluorescence
lors de I'examen du fond d’'ceil avec un HRA (Heidelberg Retina Angiograph) dés la premiére
décennie (Lorenz et al., 2004). Dans la premiere enfance, l'acuité visuelle peut-étre
relativement bien préservée pour se détériorer ensuite dans la seconde décennie (Lorenz et
al., 2000; Thompson et al., 2000; Felius et al., 2002; El Matri et al., 2006).

Comme il sera développé dans le chapitre sur la thérapie génique des modeéles
animaux de dystrophies rétiniennes, des modéles d’ACL sont souvent étudiés pour tester
I'efficacité d’un traitement substitutif par transfert de géne. De nombreux modéles animaux
d’ACL existent : souris (mutation du géne rpe65) (Batten et al.,, 2004; Pang et al., 2005),
(mutation du géne rpgripl) (Pawlyk et al., 2005), poulet (mutation du géne retGC1) (Semple-
Rowland et al.,, 1998), chiens (mutation du géne rpe65) (Narfstrom, 1999; Veske et al.,
1999).

IV. VECTEUR VIRAL RECOMBINANT A PARTIR DE L’ADENO-ASSOCIATED
VIRUS (AAV)

4.1. Généralités sur le virus AAV

Le virus adéno-associé ou Adéno-Associated Virus (AAV) est un virus non enveloppé a
ADN linéaire simple brin de la famille des Parvoviridae appartenant au genre Dependovirus,
qui a été découvert il y a plus de 40 ans (Atchison et al., 1965).

Les Parvoviridae sont subdivisés en deux sous-familles : les parvovirinae (Parvovirus
autonomes, Erythrovirus et Dependovirus) infectant les vertébrés et les Densovirinae
(densovirus, Iteravirus et Contravirus) infectant les insectes. Les Dependovirus auxquels
appartiennent les AAV sont uniques dans le monde animal car, ils nécessitent la co-infection

d’'un autre virus auxilliaire, également appelé helper, pour assurer leur cycle réplicatif. Ce

50



réle de virus helper peut étre joué par I'adénovirus, par I'herpés virus, par le cytomégalovirus

ou par le virus de la vaccine.

Les AAV sont résistants a des conditions extrémes de pH, aux détergents et a la
chaleur. lls sont capables d’infecter des cellules en division mais également des cellules

post-mitotiques comme les cellules des tissus oculaires.

Les AAV sont non pathogénes pour ’homme, une majorité d’individus (70 a 90 % selon
les études), a été une fois dans la vie au contact de I'AAV, sans conséquences
pathologiques connues (Tobiasch et al., 1998). L'infection par les AAV aurait lieu dans
I'enfance sous la forme d'infection des voies respiratoires. Toutefois, Arechavaleta-Velasco
et Al se posent la question de I'implication de l'infection gynécologique par 'AAV2 dans la
genése de troubles de la migration cellulaire au sein du tissu trophoblastique lors de la

prééclampsie (Arechavaleta-Velasco et al., 2006).

La plupart des individus possédent des immunoglobulines dirigées contre I'AAV2.
Selon les études, un taux d’anticorps circulants, allant de 80% a 96%, sont retrouvés dans
les sérums humains testés. Cependant la plupart de ces anticorps ne sont pas neutralisants,
et ne devraient pas perturber I'efficacité des vecteurs. Seulement 18% a 32% des anticorps
sont neutralisants (Chirmule et al., 1999; Moskalenko et al., 2000). Toutefois, la production
d’anticorps et d’anticorps neutralisants sériques peut survenir aprés l'utilisation de vecteurs

viraux dérivés a partir de 'AAV.

4.2. Le génome viral de 'AAV

Le génome de 'AAV est constitué d’'une molécule d’ADN simple brin de 4979 bases
(Srivastava et al., 1983), GenBank AF043303). Il contient deux cadres de lecture ouverts
(ORF open reading frame), rep et cap, qui codent respectivement pour quatre protéines
régulatrices (Rep) et trois protéines de structure (Cap). Les extrémités de cet ADN sont
marquées par la présence d'une structure non-codante palindromique de 145 nucléotides,
les ITR (pour Inverted Terminal Repeat) formant une structure en « épingle a cheveux »
(Muzyczka, 1992; Berns and Giraud, 1996). (Figure 7)
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Le génome de 1" AAV se compose dune molécule d ADN simple brin de 4979 pucléotides. Les glnes rep et
cerpr somt encadiés par les séquences ITR (Inverted Terminal Repeat) de 145 nucldotides . Les protdines Rep 78,
Rep 68, Rep 32 ot Rep 40 sont codées par des transerits initids par les promoteurs p3 et pl9 par épissage
alternatif, Les protéines de capside VPL. WP2 @t WP3 sont issues de transcrits initids au promoteur pdi.
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Trois régions promotrices contrélent I'expression des génes rep et cap de 'AAV : les
promoteurs p5 et p19 conduisent la transcription d’ARNm, respectivement pour les protéines
Rep 78/68 et Rep 52/40. Le promoteur p40, quant a lui, permet la transcription de TARNm
codant pour les trois protéines de capside. La régulation de ces trois régions promotrices
s'effectue en cascade et est contrélée de fagcon complexe par des facteurs cellulaires, des

protéines adénovirales et par les protéines Rep elles-mémes :

- En l'absence d’Adénovirus, les trois promoteurs de I'AAV sont silencieux suite a
I'effet répresseur exerce, en trans, par les protéines Rep, et en cis par un site appelé
RBE (Rep Binding Element) du promoteur p5 (Pereira et al., 1997). L'élément RBE,
qui également présent dans les régions promotrices pl9 et p40 et dans les ITR,
constitue des sites de fixation des protéines Rep 78 et Rep 68 sur '’ADN double brin.

- En présence d’Adénovirus, le promoteur p5 est trans-activé par la protéine E1A de
I'adénovirus (Chang et al., 1989). Les protéines Rep 78 et Rep 68 trans-activent a
leur tour les deux autres promoteurs de I'AAV qui sont également régulés par des
signaux présents, en cis, dans les ITR et dans les régions promotrices p5 et p19. Les
protéines Rep 78 et Rep 68 exercent également un effet trans-répresseur sur leur

propre promoteur (Pereira et al., 1997).

Les protéines Rep 78 et Rep 68 sont nécessaires a la réplication du génome (Im and
Muzyczka, 1990; Owens et al., 1993; Smith et al., 1997). Elles modulent la transcription de
'AAV et de différents promoteurs hétérologues (Labow et al., 1986; McCarty et al., 1991;
Horer et al., 1995). Enfin, elles orientent, in vitro, I'intégration site-spécifique de L'AAV dans
le génome humain grace a une activité de liaison a 'ADN au niveau d'un site spécifique
appelé RBS (Rep Binding Site) (Weitzman et al., 1994).

Les protéines Rep 52 et Rep 40 sont nécessaires a la production du génome simple brin et a
la modulation des promoteurs de I'AAV (Chejanovsky and Carter, 1989; Pereira et al., 1997;
Smith and Kotin, 1998).

Il a également été montré que les protéines Rep interagissaient avec les protéines cellulaires
impliqguées dans I'expression génigue (Chiorini et al., 1998; Di Pasquale and Stacey, 1998;
Weger et al., 1999).

Les trois protéines structurales de la capside sont VP1 (90kDa), VP2 (72kDa) et VP3
(60 kDa). Elles sont codées par le méme gene Cap avec un seul codon stop. Toutefois, Ces
protéines different dans leur partie N-terminale du fait d'un épissage alternatif. Trois
protéines plus courtes résultent de cet épissage alternatif. L’association de ces 3 protéines
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au ratio 1 :1 :10 aboutit a une capside icosaéedrale de 25 nm de diamétre (Buller and Rose,
1978).

Les ITR sont constituées de trois régions palindromiques (AA’, BB’ et CC’) de 125
nucléotides et d’'une région unique de 20 nucléotides (D) (Muzyczka, 1992; Berns and
Giraud, 1996). Les séquences palindromiques de chaque ITR s’apparient pour former une
structure secondaire en forme de T, également appelée en « épingle a cheveux ». La région
A comporte une séquence RBS et un site de coupure par les protéines Rep 78/68 appelé trs
(terminal resolution site) (McCarty et al., 1994). Ces ségquences sont nécessaires en cis pour
la réplication du virus et pour I'encapsidation du génome viral dans des capsides

nouvellement formées. Elles servent également a la mobilisation de I’ADN viral.

4.3. Les différents sérotypes d’AAV

Le sérotype 2 de I'AAV a été le premier AAV découvert. Il fut découvert comme
contaminant d'un stock d’Adénovirus (Hoggan et al., 1966). Il fut, également, le premier
sérotype a étre cloné dans des plasmides bactériens pour servir de vecteurs pour le transfert
de génes (Samulski et al., 1982). Par la suite, 10 autres sérotypes ont été découverts puis
clonés pour le développement de vecteurs viraux (Choi et al.,, 2005). De méme, les
sérotypes 1, 3, 4 et 6 de '’AAV ont été, initialement, trouvés comme contaminants de stocks
d’Adénovirus de laboratoires (Atchison et al., 1965; Melnick et al., 1965; Hoggan et al.,
1966). Le sérotype 4 de 'AAV, que nous évoquerons longuement dans la seconde partie de
la thése, a été découvert des 1967 (Parks et al., 1967). Mais il n’a été cloné et utilisé comme
vecteur viral pour le transfert de génes que 30 ans aprés par Chiorini et Al (Chiorini et al.,
1997).

L'origine des divers sérotypes est variée. Pour le moment, I'h6te naturel de 'AAV1
n'est pas déterminé. L’AAV2 et 3 sont d'origine infantile. L'AAV 4 a été isolé a partir d'une
culture cellulaire rénale d'origine simienne. L’AAV5 a été isolé a partir d’'un condylome
humain (Bantel-Schaal and zur Hausen, 1984). L'AAV6 semble étre un recombinant entre
'AAV 1 et 'AAV2 : ITR gauche et promoteur p5 de I'AAV2, le reste des séquences codantes
et I'I'TR droit de 'AAV1 (Xiao et al., 1999). L'AAV7, 8 et 9 ont été isolés chez des primates
rhésus (Gao et al., 2002; Gao et al., 2004b). Alors que les sérotypes 10 et 11 ont été isolés

chez des primates cynomolgus (Mori et al., 2004).
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Lorsque lI'on compare les ressemblances entre les différents sérotypes d’AAV par
appariement des séquences nucléotiques, on s’apercoit que '’AAV5 semble étre le sérotype
le plus divergent. La séquence nucléotidique rep de 'AAV5 est identique a celle de 'AAV2 a
67% alors que la séquence cap ne I'est que pour 56%. Les ITR de ce méme sérotype ont
une homologie de 56% avec les ITR de 'AAV2 mais ils conservent la méme structure
secondaire (Chiorini et al., 1999). L'AAV3 présente une similarit¢ de séquence assez
importante avec 'AAV2 (82%) (Muramatsu et al., 1996). Le géne rep de 'AAV4 posséde une
grande homologie avec celui de I'AAV2 (90%) alors que le gene cap ne possede que 62%
d’homologie avec celui de I'AAV2 (Chiorini et al., 1997). Pour L’AAV7 et I'AAVS, il existe,
respectivement, 78% et 79% de similarité dans la séquence codant pour VP1 a 'AAV2 (Gao
et al., 2002). Les protéines de capside de I'AAV10 et de 'AAV11 partagent respectivement
84% et 65% d’homologie les amino-acides de I'AAV2 (Mori et al.,, 2004). Enfin, les
séquences amino-acides de I'AAV10 ressemblent a celles de 'AAV8 alors que celle de
'AAV11 ressemble & 'AAVA4.

La majorité des différences dans les protéines de capside se situent dans des régions
proposées comme étant a la surface extérieure du virus. 2 études récentes ont montré que
VP1 est situé a l'intérieur du virion (Bleker et al., 2005; Kronenberg et al., 2005).

Les différences, en relation avec la structure secondaire des protéines de capside, peuvent

expliquer les différences de tropisme cellulaire d’un sérotype a l'autre.

Dernierement, cent dix isolats d’AAV, pouvant étre considérés comme des variants des
AAV existants, ont été isolés de prélevements humains et simiens (Gao et al., 2004b). Ces
AAV ont été classées en « clades » selon leur origine phylogénique. Plus de 10 de ces

variants AAV ont été clonés pour le développement de vecteurs viraux (Gao et al., 2005).

4.4. Devenir de I'AAV dans la cellule hote

Au niveau de la cellule héte, 'AAV doit effectuer plusieurs étapes majeures avant de
pouvoir exprimer son génome viral : I'attachement aux récepteurs cellulaires de surface,
I'endocytose du virion, le transport de celui-ci par I'endosome jusqu’a la zone périnucléaire,
I'échappement de I'endosome, l'atteinte du noyau par le génome viral constitué d’ADN
simple brin. Une fois le génome viral dans le noyau de la cellule hote, la transcription du

génome de I'AAV dépendra de la présence ou non du virus helper. (Figure 8).
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4.4.1. Arrimage de I'AAV a la cellule héte

La premiere étape d’'une infection virale notamment par 'AAV est son arrimage a la
cellule cible. L’AAV2, dont le cycle cellulaire a été le plus étudié, utilise des récepteurs de
surface cellulaire. L'Héparan Sulfate proteoglycan (HSPG), récepteur de surface cellulaire
largement exprimé, est le récepteur principalement utilisé par 'AAV pour s'attacher aux
cellules cibles. Il a dailleurs été montré que l'efficacité de linfection par I'AAV était
directement liée a la présence et la concentration des HSPG récepteurs (Summerford and
Samulski, 1998). Le site de liaison de 'AAV a I'HSPG est localisé dans la partie VP3 des
protéines de capside (Wu et al.,, 2000). L’AAV2 utilise, également, pour potentialiser son
internalisation des co-récepteurs incluant le Fibroblast growth factor receptor-1 (FGFR-1)
(Qing et al., 1999), I'integrin alpha-V-beta-5 (aVp5) (Summerford et al., 1999) et 'hépatocyte
growth factor receptor (HGFR) (Kashiwakura et al., 2005). Pour les autres sérotypes, il a été
décrit que 'AAV4 s’attachait a un O-linked o2-3 linked sialic acid alors que I'AAV5 se lie a
N-linked a2-3 ou 2-6 sialic acid (Kaludov et al., 2001). Un co-récepteur platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR-a) a aussi été identifié pour I'AAV5 (Di Pasquale et al.,
2003).

4.4.2. Entrée de 'AAV dans la cellule et transport cytosolique

L'entrée dans la cellule h6te de I'AAV se réalise par I'endocytose de puits recouverts
de clathrine sous le contréle de la dynamine. L'endocytose nécessiterait I'activation GTP-
dépendante de la protéine Rac-1 par l'intégrine aVp5. Cette premiéere activation induirait en

cascade I'activation de la kinase phosphatidylinositol (P13K) qui permet, alors, le
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déplacement des endosomes contenant les particules d’AAV vers le noyau le long des
microtubules et des microfilaments du cytosquelette (Sanlioglu et al., 2000).

Avant de s’échapper de I'endosome, le virion subit des changements conformationnels
aboutissant a I'exposition N terminale de VP1 (Carreira et al., 2004; Reguera et al., 2004).
L'étude de Grieger et Al suggére, également, que 172 aa de VP1 et 35 aa de VP2 seraient
exposeés lors de ce passage dans I'endosome par le virion (Grieger et al., 2006). Ces
événements seraient nécessaires pour I'’échappement du virion de 'endosome et essentiels
pour le cheminement intracellulaire, ultérieur, de la particule virale. De plus, Bartlett et al ont
montré qu’une acidification du contenu endosomal était nécessaire pour permettre la
libération dans le cytosol des particules virales. Particules qui vont, alors, s’accumuler dans
la région périnucléaire (Bartlett et al., 2000).

Au cours de ce passage dans I'endosome, les capsides de I'AAV seraient ubiquinilées.
Ubiquinilation qui marque les capsides virales pour la dégradation future de ces capsides
par le complexe du protéasome (Yan et al., 2002). Pour d’'autres parvovirus comme le MVM
(Minute Virus of Mice), il a été évoqué que cette ubiquinilation faciliterait la disloquation de la
capside virale ; Disloquation qui permettrait au génome viral de pénétrer plus facilement
dans le noyau (Ros and Kempf, 2004). Pour le virus AAV, des expériences d'inhibition du
complexe du protéasome contredisent cette hypothese. En effet, I'utilisation d’'inhibiteurs du
protéasome, comme le MG-132, augmente l'efficacité de transduction de certains sérotypes ;
le 2 et 5 (Duan et al., 2000; Douar et al., 2001; Ding et al., 2003; Yan et al., 2004). Ceci
laisse penser, qu’une partie des particules virales ayant atteint le cytoplasme de la cellule
hote sont détruites de cette maniére. Pour une efficacité infectieuse maximale, le virion AAV
doit, par conséquent, éviter les protéasomes cytoplasmiques afin d'arriver jusqu’au noyau
non dégradé (Douar et al., 2001; Yan et al., 2004).

4.4.3. Entrée de I'AAV dans le noyau de la cellule héte

Pour le moment, I'entrée dans le noyau de ce virion AAV n’est pas élucidée. Des
particules virales intactes ont été retrouvées dans le noyau (Xiao et al., 2002; Lux et al.,
2005). Les premiéres études suggéraient une entrée du virion via les NPC (nuclear pore
complex) (Bartlett et al., 2000). Les NPC sont des complexes protéiques permettant de faire
passer d'un c6té a l'autre de la membrane nucléaire, par un mécanisme actif, des éléments
faisant jusqu’a environ 26nm de diamétre (Talcott and Moore, 1999). Mais une autre étude a
montré que I'entrée de I'AAV pouvait se faire par un mécanisme passif qui ne requiére pas

les NPC (Hansen et al., 2001). Grieger et al ont montré qu’un domaine nommé BR3 (pour
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basic region 3), située dans VP1 et VP2, était nécessaire pour la translocation du génome de
'AAV2 au travers de la membrane nucléaire lors de linfection virale primitive ; région
relativement bien conservée entre les différents sérotypes d’AAV qui pourrait servir de NLS
(nuclear localization sequence). Plusieurs équipes ont montré que I'adénovirus augmentait
I'efficacité de I'entrée des capsides AAV dans le noyau (Xiao et al., 2002; Lux et al., 2005).
La translation a l'intérieur du noyau devrait avoir lieu aprés des modifications de la capside

virale ou sans capside virale (Bartlett et al., 2000).

4.4.4. Devenir de 'AAV dans le noyau

Les modalités de décapsidation sont, actuellement, mal connus.

Lorsque le génome AAV arrive sans virus helper dans le noyau cellulaire, il rentre dans
une phase latente ou les trois promoteurs (p5, pl9 et p40) sont silencieux. Durant cette
phase latente, il a été montré, in vitro, que le génome viral s'intégrait de maniére spécifique
au niveau du site AAVS1 du chromosome 19 (Kotin et al., 1990; Samulski et al., 1991).

Lorsqu’il y a une co-infection cellulaire d'un AAV avec un virus helper, 'AAV rentre
alors dans ce que l'on appelle un cycle lytigue. Cette phase est caractérisée par la
production des protéines de I'AAV, par la réplication de I’ADN viral puis par 'assemblage de
nouvelles particules virales. Les particules néo-formées sont secrétées dans le milieu extra-

cellulaire a la suite de I'effet cytopathopathique induit par 'adénovirus.

4.4.5. A propos de l'intégration du génome de I'’'AAV dans le génome de la cellule
hote

In vitro sur des cultures cellulaires, il a été montré que I'AAV était capable de s'intégrer,
de maniere site-spécifique, dans le génome humain. Cette intégration se fait au niveau d'un
site appelé AAVS1, qui est localisé sur le dix-neuviéme chromosome humain en q13.3-qter
(Kotin et al., 1990; Kotin et al., 1991; Samulski et al., 1991; Kotin et al.,, 1992). Cette
intégration se fait grace a une recombinaison, non-homologue, entre le génome de 'AAV et
celui de 'AAVSL. Les protéines 68 et 78 seraient nécessaires a cette recombinaison en
formant un complexe multimérique (Chiorini et al., 1995; Balague et al., 1997). Ces protéines

Rep facilitent la formation d’'un complexe entre les ITR de 'AAV et la séquence de 'AAVS1
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contenant le RBE (Rep Binding Element) et le trs (terminal resolution site). Trois sites portent
le RBE: les deux ITRs et une zone proche du promoteur p5, le P5IEE. Ce P5IEE
permettrait, par rapport aux seuls ITRs de I'AAV, d’induire une intégration site spécifique
dans I'AAVS1 plus efficace et plus spécifique daprés Philpott (Philpott et al., 2002).
Toutefois réecemment, Feng et Al ont montré que 16 paires de bases du RBE étaient les
seuls éléments, en cis, suffisants pour induire une recombinaison entre un ADN plasmidique
et le site AAVS1 du chromosome 19 (Feng et al., 2006). Le mécanisme précis de cette
intégration de 'AAV reste encore a élucider. In vivo, Chen ainsi que Schnepp ont recherché
la présence de séquences nucléotidiqgues d’AAV sauvage, ainsi que leurs caractérisations
moléculaires et que leurs localisations cellulaires dans des prélévements humains.
Prélévements, pour la plupart d’origine oropharyngés, qui provenaient de pieces opératoires
d’amygdalectomie ou d’adénoidectomie chez des enfants agés de 2 a 13 ans (Chen et al.,
2005; Schnepp et al., 2005). Chen, sur 101 prélévements analysés, a retrouvé la présence
du génome de I'AAV dans 9 prélévements (9%,), dont deux prélévements contaminés de
facon conjointes par I'adénovirus (Chen et al., 2005). Dans cette méme cohorte, le taux de
séropositivité des anticorps dirigés contre I'AAV est retrouvé a 12%, ce qui est en accord
avec |'étude génétique réalisée mais en désaccord avec les résultats habituels de la
littérature concernant l'infection par I'AAV ou la présence d’anticorps atteint jusqu’a 80% des
sérums analysés (Moskalenko et al., 2000). Cela serait d0 au jeune age de la cohorte car
dés que cette méme analyse est faite chez des sujets agés de plus de 14 ans, le taux de
séropositifs contre 'AAV passe a 76% des sérums testés. Sur les mémes prélevements de
cette cohorte d’enfants, Schnepp a réalisé la caractérisation et la localisation de I’ADN viral
de 'AAV sauvage, lors de ces infections a adéno-associated virus acquises et naturelles de
'enfance. Il n’a pas pu détecter la présence de I’ADN viral de 'AAV dans le site d’'intégration
AAVS1 par des PCR (Schnepp et al., 2005). Afin de rechercher une insertion aléatoire au
sein du génome cellulaire, une analyse des neufs échantillons positifs par LAM-PCR (linear-
amplification-mediated-PCR) a été réalisée. Une seule jonction AAV-génome cellulaire a été
trouvée dans une zone satellite hautement répétitive du chromosome 1 dans un échantillon
d’amygdales (Schnepp et al., 2005). L'adaptation a la détection du génome AAV circulaire
d’'une nouvelle technique de LCRA (linear rolling-circle amplification) a permis de mettre en
évidence le génome de I’AAV sauvage sous la forme circulaire, réorganisé en jonction AAV-
AAV avec de vastes délétions dans les ITRs et des réarrangements, dans les 8 autres
prélevements positifs (Schnepp et al., 2005). Cette équipe pense que ces génomes AAV

circulaires détectés seraient des épisomes extrachromosomiques (Schnepp et al., 2005).
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4.4.6 Cinétique de l'infection par I'AAV dans la cellule héte

De nombreux travaux ont étudié la cinétique d’infection de cellule héte par 'AAV. Les
premieres étapes surviennent rapidement apres linfection par le virus AAV. Pour
Seisenberger et Al, I'entrée par endocytose du virion survient des 60 millisecondes aprés
linfection (Seisenberger et al., 2001). Aprés les 10 premieres minutes, deux tiers des
particules virales attachées a la membrane cellulaire seraient internalisées (Bartlett et al.,
2000). Certaines études ont montré que I'accumulation périnucléaire de particules d’AAV
était observée 1 a 2 heures aprés linfection alors que I'équipe de Biining retrouve cette
accumulation dés 15 minutes aprés l'infection (Xiao et al., 2002; Ward, 2004; Lux et al.,
2005). En comparaison, l'entrée dans le noyau de capsides intactes, en l'absence
d’adénovirus, est relativement lente car il faut attendre de 11 a 24 heures post-infection pour
pouvoir détecter des particules virales a lintérieur du noyau (Lux et al., 2005). Résultats
discordants avec ceux de Bartlett et de Sanlioglu qui retrouvaient dés 2 heures ou 3 heures
post-infection des particules virales d’AAV intranucléaires (Bartlett et al., 2000; Sanlioglu et
al., 2000). Par contre, la co-infection de cellules par I'adénovirus et 'AAV permet de
retrouver des particules virales dans les noyaux cellulaires dés 2 heures aprés l'infection
(Xiao et al., 2002; Lux et al., 2005). L'adénovirus serait capable d'augmenter I'entrée des

capsides d’AAV dans le noyau cellulaire.

4.5. Production de vecteurs dérivés de I'’Adéno-Associated Virus

Les méthodes de production des vecteurs dérivés de I'AAV-2 seront, en premier lieu,

exposées puis celles des autres sérotypes seront envisagées.

4.5.1 Production des vecteurs AAV de sérotype 2

» Les méthodes de production

Les vecteurs AAVr dérivent de I'AAV sauvage. Les ITRs sont les seules séquences du
virus sauvage retenues. Les genes rep et cap sont remplacés par le transgene associé aux
éléments de régulation nécessaires a son expression (promoteur et signal de
polyadénylation) (Figure 9). La taille du vecteur, ITRs comprises, ne peut excéder 105% de
la taille du virus sauvage. Ce qui laisse 4,6 kb a insérer. Au dela, de cette taille, 'ADN

encapsideé est souvent incomplet (Dong et al., 1996).
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Les ITRs sont les seuls éléments en cis nécessaires a la réplication et a
'encapsidation des virus recombinants. Les fonctions Reps et Cap sont apportées en trans
par un plasmide ne comportant pas les ITRs (Muzyczka, 1992).

Historiquement, la premiére méthode consistait & une double transfection des cellules
productrices Hela par un plasmide pAAV portant la cassette d’expression plus les deux ITRs
et par un plasmide pHelper portant les fonctions Rep et Cap. Secondairement, les cellules
étaient infectées par I'adénovirus sauvage. Quelques jours plus tard, on pouvait récolter un
lysat cellulaire contenant des rAAV puis le purifier. Mais cette méthode, outre qu’elle soit
laborieuse, produisait des solutions de vecteurs rAAV avec une forte contamination par
I'adénovirus sauvage malgré la purification. Cette contamination par I'adénovirus peut étre a
I'origine de réactions immunogénes (pour revue voir (Merten et al., 2005) + figure de ce
papier). De plus, la réplication de I'adénovirus sauvage par cette méthode de production était
possible. Afin d’éviter ces risques, un systéme défectif pour la réplication de I'adénovirus a
été créé. Une lignée cellulaire de 293, cellules dérivées de cellules embryonnaires rénales,
exprime de fagon stable la région E1 de I'adénovirus. Ces cellules sont transfectées par le
pAAV et le pHelper. Puis secondairement les cellules sont infectées par un adénovirus
délété de la région E1 (Figure 10). Pour réduire la contamination des préparations virales en
adénovirus, les fonctions helper peuvent étre apportées par un plasmide adénoviral pAd qui
est transfecté au niveau des cellules 293 en méme tant que les plasmides pAAV et pHelper
(Salvetti et al., 1998; Xiao et al., 1998). L'utilisation du plasmide pAd permet de supprimer
I'effet cytopathique di a I'infection adénovirale, ce qui simplifie la méthode de production en
augmentant le rendement de production. Une amélioration dans la procédure de transfection
a été réalisée en générant un plasmide pDG portant les genes rep et cap ainsi que les génes
E2, E4 et VALl adénoviraux (Grimm et al., 1998). Ce protocole ne nécessite alors qu’'une
double transfection des cellules 293, ce qui a permis d’augmenter les titres de production par
10.
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La purification des stocks de rAAV se fait aprés lyse du culot cellulaire par action de
détergents ou de nucléases (Clark et al., 1999; Gao et al., 2000) ou par succession de cycle
congélation/décongélation (Salvetti et al., 1998; Zolotukhin et al., 1999; Brument et al.,
2002). Les méthodes conventionnelles de purification des vecteurs AAV sont basées sur
I'ultracentrifugation des lysats cellulaires sur gradient Chlorure de Cesium (CsCl) (Salvetti et
al., 1998). L'affinité de 'AAV2 pour les groupements d’héparane sulfate a permis d’utiliser
des protocoles de chromographies sur colonne d’héparine. La combinaison d’une
ultracentrifugation sur gradient de densité de iodixanol suivie par une purification des
particules sur colonne d’héparine permet d'obtenir des lots plus purs qu’une double
purification sur gradient de CsCI (Zolotukhin et al., 1999; Brument et al., 2002). Salvetti et al
ont développé une méthode de purification basée sur la technique de chromatographie
échangeuse d’ions FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) qui permet d'obtenir des
stocks de rAAV purs sans traitement préalable du lysat par des détergents ou des nucléases
(Brument et al., 2002)(Figure 10).

La pureté des suspensions virales est testée par une coloration des protéines au nitrate
d’argent apres migration sur gel SDS.

» Les méthodes de titration
Différentes techniques de titration existent.

Le dot blot permet de quantifier 'ADN viral encapsidé en comparaison avec des
guantités connues d’ADN plasmidique ayant servi a la production du vecteur. Cette méthode
permet de connaitre le nombre de particules « pleines » par millilitre de solution virale.
L'unité est alors le nombre de particules/ml ou vector genome/ml. Le dot blot ne renseigne

pas sur le caractére infectieux des particules virales.

De plus en plus, certains laboratoires développent des méthodes de PCR quantitatives afin

de pouvaoir titrer les solutions virales (Veldwijk et al., 2002; Rohr et al., 2005).
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Le RCA (Replication Center Assay) permet de détecter le nombre de particules
infectieuses par ml de solution. Il permet aussi de détecter les contaminations des stocks de
rAAV en particules Rep+ et en adénovirus. Il est basé sur la mesure de réplication du
vecteur en présence d’adénovirus et de Rep. Des clones de cellules HelLa, qui expriment de
facon constitutive les fonctions Rep, sont infectés par le rAAV a titrer et par de I'adénovirus
(Chadeuf et al., 2000). Apres resuspension, les cellules sont transférées sur une membrane
puis sont lysées. L’hybridation avec une sonde spécifique de I'ADN encaspidé permet de
détecter 'ADN amplifié lors de la réplication. La technique repose sur la réalisation de
dilutions limites pour infecter les cellules HeLa a une faible MOI. On considére alors qu’un
spot aprés hybridation correspond a un événement d’infection et matérialise une particule

infectieuse.

Un dernier test peut étre réalisé lorsque le vecteur code pour un géne rapporteur. La
titration est alors basée sur la détermination du nombre de cellules transduites en présence
d’adénovirus. Le produit d’expression du transgéne gfp est visualisé par microscopie
electronique, pour le transgéne LacZ par la coloration du substrat X-Gal. Pour ces deux

exemples, les titres sont exprimés en TU (transducing unit).

4.5.2. Production des vecteurs AAV d’autres sérotypes

» Les méthodes de production

La production de vecteurs AAV dérivés d’autres sérotypes que le sérotype 2 de 'AAV
nécessite des méthodes de pseudotypage. Les AAV recombinants obtenus sont en fait des
chiméres qui possedent les ITRs de 'AAV2 mais la capside de leur sérotype. En terme de
nomenclature, le vecteur est dénommé rAAV2/1 quand il porte les ITRs de | ‘AAV2 et la
capside de 'AAV1.

La technique présentée en 2002 par le groupe de Samulski est la technique qui a été
utilisée pour la production des différents sérotypes de rAAV que nous avons utilisés
(Rabinowitz et al., 2002)(Figure 11). Les plasmides helper utilisés, dénommés pXR# (#
représentant le numéro du sérotype) véhiculent le géne cap propre a chaque sérotype et tout

ou une partie du géne rep de I'AAV2. Les protocoles de production font appel a une
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tritransfection des cellules 293 par 3 plasmides : un plasmide vecteur contenant les ITRs de
'AAV2 et le transgene, un plasmide adénoviral dérivé de pXX6 et le plasmide helper pXR#
choisi en fonction du sérotype voulu pour le rAAV (Rabinowitz et al., 2002).

Cette méthode de production permet de produire des vecteurs dont les propriétés de

transduction sont dues uniquement a la capside.

» Les méthodes de purification

Pour les divers sérotypes (1, 4, 5 et 8), plusieurs protocoles de purification, basés les
chromatographies échangeuse d'ions, ont été développés (Brument et al., 2002; Kaludov et
al., 2002; Zolotukhin et al., 2002; Davidoff et al., 2004). Concernant 'AAV4 et I'AAVS5, qui
n'ont aucune interaction avec I'héparine, I'équipe de Chiorini a développé une méthode
d’HPLC (high-performance liquid chromatography) pour purifier les rAAV de sérotype 4 et 5
(Kaludov et al., 2002). De plus pour la purification des rAAV5, il a été développé une colonne
riche en mucine, qui est une protéine riche en acide sialique, du fait de la propriété de ce
sérotype a se lier aux résidus d'acide sialique (Auricchio et al., 2001b). Dans le laboratoire
de thérapie génique INSERM U649, les rAAVS5 sont purifiés grace a une méthode de FPLC
(Brument et al., 2002). Grace a leur capacité a se lier avec I'héparine, les vecteurs AAV de

sérotype 6 peuvent étre purifiés par colonne d’affinité a I’héparine (Halbert et al., 2001).

V. ETUDE DU TROPISME DES RAAV DE DIFFERENTS SEROTYPES DANS
LA RETINE

Comme il a été évoqué dans le chapitre sur les AAV, il a été retrouvé plus de 100
isolats différents d’AAV (Atchison et al., 1965; Melnick et al., 1965; Hoggan et al., 1966; Mori
et al., 2004; Gao et al., 2005) dont plus d’'une dizaine ont été clonés pour le développement
de vecteurs viraux pour le transfert de génes (Gao et al., 2005).

C’est surtout des vecteurs recombinants chimeéres, dérivés de ces différents sérotypes, qui
ont été étudiés. Par vecteur chimere, on sous-entend que les ITRs de '’AAV2 sont conservés
et flanquent la cassette d’expression choisie mais que ce génome est encapsidé dans la
capside virale du sérotype d’AAV seélectionné. Pour quelques-uns de ces sérotypes d’AAV,
I'efficacité de transduction de la rétine ainsi que le tropisme cellulaire, c’est-a-dire I'étude des

différents types cellulaires transduits, ont été évalués. En effet, comme pour les différents
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sérotypes de virus sauvages, chaque sérotype de vecteur recombinant n’a pas la méme
efficacité pour transduire différents types cellulaires. Ces études de tropisme ont été
réalisées en utilisant un transgene dit rapporteur comme le gene gfp (green fluorescent
protein) ou le géne LacZ . Les vecteurs recombinants de sérotype 2 sont capables de fournir
une expression efficace et prolongée du transgéne dans de nombreux tissus et ont été
utilisés pour délivrer des génes thérapeutiques afin de corriger des déficits dans des
modeles animaux d’une grande variété de maladies humaines.

Au niveau de la rétine, de multiples types cellulaires peuvent étre transduits par les
vecteurs dérivés du sérotype 2 de I'AAV. Les cellules ganglionnaires le sont apres injection
intravitréenne (Dudus et al., 1999; Guy et al., 1999; Liang et al., 2001a; Folliot et al., 2003).
Aprés une injection intravitréenne d’AAV2/1, AAV2/4 et d'’AAV2/5, aucune cellule de la rétine
n'a été transduite. Dans la rétine de souris, aprés une injection sous-rétinienne, les vecteurs
AAV de sérotype 2 transduisent les cellules de 'EPR, les photorécepteurs et de maniére
plus anecdotique les cellules bipolaires, les cellules de Mdller, les cellules amacrines et les
cellules horizontales (Ali et al., 1996). Chez le rat, les vecteurs AAV de sérotype 2
transduisent les cellules de 'EPR, les photorécepteurs aprés une injection sous-rétinienne
(Rabinowitz et al., 2002). Chez les chiens de I'utilisation du méme sérotype et de la méme
voie d'injection résulte une transduction efficace des cellules de 'EPR, des codnes et des
batonnets (Bainbridge et al., 2003b). Chez le primate, par contre, les cones semblent étre
moins transduits par cette méthode alors gu’une transduction efficace des batonnets est
obtenue (Bennett et al., 1999).

Pour ce qui concerne les autres sérotypes: aprés une injection sous-rétinienne d'un
rAAV2/1, les cellules de 'EPR murin sont transduites, quelgues photorécepteurs ainsi que
guelques cellules de Miller (Auricchio et al., 2001a). Avec le sérotype 3, aucune expression
du transgene n’a lieu dans la rétine de souris aprés une injection sous-rétinienne (Yang et
al., 2002) ou une expression tres faible dans la rétine de rat (Rabinowitz et al., 2002). Le
sérotype 4 permet une transduction exclusive des cellules de 'EPR dans la rétine de rat, de
chien et de primate (Weber et al., 2003). Dans la rétine de souris aprés une injection sous-
rétinienne, le vecteur AAV-2/5 permet une transduction efficace des photorécepteurs et des
cellules de I'épithélium pignentaire (Auricchio et al., 2001a; Yang et al., 2002). Chez la
souris, le rAAV2/6 transduit uniqguement les cellules de 'EPR (Yang et al.,, 2002). Des

résultats de tropisme dans la rétine avec les autres sérotypes n'ont pas été publiés.
Auricchio et Al ont montré que le choix de la capside virale influencgait également le

délai d'apparition de I'expression du transgéene apres injection sous-rétinienne. Le sérotype 1

permet une expression rapide du transgene en 24 a 48 heures, en 3 jours pour le sérotype 5
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dans la rétine de souris (Auricchio et al., 2001a), 8 jours pour le sérotype 2 dans une rétine

fetale murine (Surace et al., 2003)et en 2 semaines pour le sérotype 4 (Weber et al., 2003).

Le choix de la capside influence, également, le degré de | ‘expression du transgéne. Une
hiérarchie du taux d’expression du transgéne gfp dans les cellules rétiniennes de rat a été
établie apres une injection sous-rétinienne a titre égal de différents AAV chiméres codant
pour la GFP. L’AAV2/5 permet une transduction plus importante et plus efficace des cellules
de la rétine aprés une injection sous-rétinienne chez le rat. Puis sont classés, selon cette
étude, dans un ordre hiérarchique d’expression du transgene I’AAV2/4 puis le 2/1, puis le 2/2
et le 2/3 (Rabinowitz et al., 2002).

Ces subtilités d'efficacité cellulaire de transduction ainsi que la vitesse d’apparition de
I'expression du transgene en fonction du sérotype doit étre prise en compte lors de la
réalisation de projet de thérapie génique. L'adaptation du choix du sérotype a l'atteinte

pathologique cellulaire ainsi qu’a la vitesse de progression de la maladie doit étre effectuée.

VI. TRANSFERT DE GENES THERAPEUTIQUES DANS LA RETINE VIA DES
VECTEURS AAV

La thérapie génique corrective a pour but d'apporter a la cellule déficiente le géne, qui
suite a une mutation quelconque, entraine I'apparition d’'une maladie, d'une insuffisance
cellulaire. L'apport de ce géne et du promoteur, qui contrdle I'expression de ce géne permet
d’obtenir, dans la cellule ciblée, I'expression de la protéine qui faisait jusqu’alors défaut. Ce
mode thérapeutique est utilisé pour les dégénérescences rétiniennes récessives ou les
photorécepteurs ou les cellules de I'EPR deviennent les cellules cibles. De multiples
modeles animaux, soit naturels ou soit transgéniques, existent pour les dystrophies
rétiniennes. Dans ce chapitre, nous aborderons le traitement par thérapie génique de

différentes pathologies rétiniennes.
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6.1. Thérapie génique corrective de dystrophies rétiniennes héréditaires
autosomiques récessives

6.1.1. Remplacement de génes de structure des photorécepteurs
» Le géne de la périphérine 2

La premiére thérapie génigue convaincante d'un modele animal de RP a été le
traitement du modéle murin Prph2R9?R% &galement appelé rds pour retinal degeneration
slow. C’est un modéle de rétinite pigmentaire récessive, qui présente une mutation dans le
géne de la périphérine 2. Cette protéine est nécessaire pour la formation des disques
externes des photorécepteurs. La périphérine 2, qui est une glycoprotéine membranaire,
forme un complexe avec la protéine ROM1, complexe qui stabilise la membrane des
segments externes des disques des photorécepteurs (Bascom et al., 1992b). Cette souris
Prph2R¥2R%2  présente un défaut dans le développement des articles externes des
photorécepteurs, une diminution de la rhodopsine. Ces anomalies aboutissent a la perte de
photorécepteurs par apoptose. La fonction rétinienne est rapidement altérée, 'ERG devient
indétectable dés I'dge de 2 mois. L'injection sous-rétinienne d’une solution virale d’AAV de
sérotype 2 portant 'ADNc de prph2 sous le contréle du promoteur rhodopsine (AAV2/2-
RHO-prph2) permet I'apparition de segments externes des photorécepteurs au niveau de la
zone de la rétine qui a été traitée chez la souris Prph2fR% agée de 10 jours lors du
traitement (Ali et al., 2000). Ces néo-segments externes sont visibles sur des coupes
histologiques mais également lors de la réalisation de microscopie a transmission
électronique 6 semaines aprés l'injection sous-rétinienne de I'AAV2/2-RHO-prph2 chez ces
souris (Ali et al., 2000). Le traitement par I'AAV2/2-RHO-prph2 aboutit a la formation de
segments externes dont l'ultrastructure est comparable a celles de segments externes des
photorécepteurs de rétine de souris normale. Le métabolisme des photorécepteurs traités
est également amélioré car un taux représentant 15% du taux normal de rhodopsine est
retrouvé au niveau des cellules traitées (Schlichtenbrede et al., 2004). L’amélioration du
métabolisme des photorécepteurs s’accompagne d'une amélioration de la fonction
rétinienne. En effet 6 semaines apreés le traitement, les amplitudes des ERGs au niveau des
yeux traités par AAV2/2-RHO-prph2 ont doublé comparé aux résultats obtenus chez des
souris Prph2R9R92 non.injectées (Schlichtenbrede et al., 2004). La dégénérescence des
photorécepteurs survient progressivement sur plus d'un an (Sanyal and Jansen, 1981). Le

suivi histologique a long terme (42 semaines) a permis de mettre en évidence, que ce
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traitement par I'AAV2/2-RHO-prph2 chez les souris Prph2Rd2/Ré

ne permettait pas un
maintien de la restauration de l'ultrastructure des segments externes dans le temps (Sarra et
al., 2001). La dégénérescence lente des photorécepteurs se poursuit malgré le traitement.
L’effet d’'une surexpression de Prph2 sur la rétine, qui pourrait expliquer le bénéfice a cours
terme du traitement par AAV2/2-RHO-prph2 chez les souris Prph2R®R%2 3 &té testé. Sarra
et ses collaborateurs ont réalisé I'injection sous-rétinienne de AAV2/2.RHO.prph2 chez des
souris normales. Dans la zone rétinienne injectée, ils ont retrouvé une perte de
photorécepteurs liee a l'expression de prph2 car les yeux-contréles injectés par un
AAV2/2.CMV.gfp ne présentaient pas de perte de photorécepteurs. Le contrble du niveau de
'expression du transgéne lors de traitement de rétinopathie pigmentaire par thérapie
génique corrective sera donc une nécessité absolue avant de réaliser ces traitements en
clinique. Ce contrdle de I'expression pourra étre réalisé en utilisant des sérotypes particuliers
de rAAV, des promoteurs différents mais également des systémes de régulation de
I'expression du transgéne.

Schlichtenbrede et ses collaborateurs sont allés encore plus loin dans I'analyse de la

restauration de fonction rétinienne aprés traitement des souris Prph2Rd2/Rd

par injection sous
rétinienne d’AAV2/2.RHO.prph2. lls ont montré une amélioration des réponses visuelles au
niveau du colliculus supérieur par I'enregistrement des potentiels évoqués visuels (PEV) au
niveau de cette structure neuronale en rapport avec des yeux traités comparés aux réponses
PEV des colliculus en rapport avec des yeux non traités (Schlichtenbrede et al., 2004).
L’amélioration des PEV au niveau du colliculus est surtout visible pour les stimulations de
faibles intensités entre 20 et 24 cd/m?® et elle représente une amélioration de 166% par
rapport aux résultats trouvés au niveau des colliculus supérieurs des souris non traitées a
lintensité 24 cd/m?® Cette amélioration est retrouvée 6 semaines aprés le traitement par
injection sous-rétinienne et est en étroite relation avec I'amélioration des ERGs au niveau
des yeux traités ainsi qu'avec l'augmentation du taux de rhodopsine retrouvé au niveau de
ces rétines. C'étaient les premiers résultats qui montraient un effet positif d’'un traitement par
thérapie génique sur les réponses neuronales visuelles du cortex; réponses qui ne
dépendent pas des seules réponses fonctionnelles rétiniennes mais également de la
capacité des axones des cellules ganglionnaires a maintenir ou a réutiliser des connexions
synaptiques normales avec le cerveau dans un modéle de dégénérescence rétinienne

héréditaire.

» Le géne rpgripl
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L'équipe de Li a montré qu'une protéine intervenant dans la structure des
photorécepteurs semblait, & priori, reprendre strictement sa place au sein de la cellule une
fois qu’elle était exprimée grace a une thérapie génique (Pawlyk et al., 2005). Chez la souris,
la protéine RPGRIP1 est située au niveau du cil connecteur des photorécepteurs. Une souris
déficiente rpgripl-/- présente des anomalies au niveau du cil connecteur, ce qui induit une
dégénérescence rétinienne dés le 15eme jour post-natal. Cette souris est le modéle d’'une
ACL liée a la mutation du géne rpgripl qui s’exprime dans les photorécepteurs. L’expression
de la protéine RPGRIP1, apres une injection sous-rétinienne d'un rAAV2 codant pour le
gene rpgripl sous le contréle du promoteur photorécepteur-spécifique ospine, est retrouvée
uniquement au niveau du cil connecteur chez ces souris. Cette protéine est naturellement
associée a la protéine RPGR au niveau du cil connecteur. Cette particularité fonctionnelle
est retrouvée dans le cadre de cette néo-protéine RPGRIP1. Bien entendu les fonctions

rétiniennes de ces souris, testées par ERG, sont améliorées (Pawlyk et al., 2005).

Ces différents exemples montrent, qu’au niveau des photorécepteurs, une protéine,
gu'elle soit de nature enzymatique ou structurelle, reprend son rdle premier, sa place
« naturelle » aprés que cette protéine ait été produite par un transcrit provenant d’'un ADNc

apporté par thérapie génique.

6.1.2. Remplacement d’un gene impliqué dans la phagocytose des segments
externes des photorécepteurs

La premiere thérapie génique corrective concernant les cellules de ['épithélium
pigmentaire et notamment le remplacement d’une protéine intervenant dans le jeu complexe
de phagocytose des segments externes des photorécepteurs a été réalisée des 2001
(Vollrath et al., 2001). Le rat RCS (Royal College of Surgeons) présente une délétion dans le
géne mertk qui code pour une protéine transmembranaire de 'EPR : un récepteur tyrosine
kinase qui transporte les débris des photorécepteurs a lintérieur de 'EPR. Cette délétion
induit une dégénérescence rapide des photorécepteurs rétiniens par incapacité des cellules

de 'EPR a phagocyter les segments externes des photorécepteurs. L’équipe de Robin Ali a
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montré une amélioration de I'électrorétinogramme suite a l'injection sous-rétinienne d’un
vecteur dérivé d’'un AAV2 codant pour la protéine MERTK (Smith et al., 2003).

6.1.3. Remplacement d’un gene de la phototransduction visuelle

La thérapie génique corrective, la plus ancienne, réalisée a I'aide d'un vecteur rAAV au
niveau des photorécepteurs a été publiée des 1997 (Jomary et al., 1997). Le modéle murin
rd présente une dégénérescence rétinienne trés rapide liée a la mutation du géne pde-g. Ce
géne code pour la sous-unité B de la phosphodiésterase dépendante du GMPc, qui est une
enzyme du cycle de transduction visuelle. L'injection intravitréenne d'un AAV2/2.0PSIN.
pde-f a été réalisé chez des souris rd/rd, I'expression de la protéine PDE-f a été confirmée
par RT-PCR et par immunohistochimie. La présence de la protéine PDE-B a permis de
diminuer la perte des noyaux des photorécepteurs chez les souris traitées. L'amélioration, in
vivo, des performances électrorétinographiques des souris injectées n'a pas été étudiée. Par
contre, un ERG in vitro, qui mesure les variations de potentiels électrigues au sein de la
rétine aprés I'éclairement, a démontré que I'expression de la protéine PDE-B permettait
I'apparition des courants électriques dépendant de la lumiére dans les rétines isolées des
souris traitées comparées aux rétines isolées de souris non-traitées (Jomary et al., 1997). Il
existe, également, un modéle canin de cette dégénérescence rétinienne, le chien setter rcdl
(Aguirre et al., 1999). Plusieurs équipes dont celle de R Ali ont tenté en vain de réaliser un
transfert du gene pde-f dans ce modeéle (résultats non publiés). La dégénérescence
rétinienne est si rapide que le transfert de géne pde-# a un jeune age ne suffit pas a arréter

cette dégénérescence ni a améliorer les capacités visuelles de ces chiens.

6.1.4. Remplacement de génes du cycle des rétinoides

» le géne rpe65

La pathologie la plus ciblée et la plus étudiée, pour une thérapie génique de
substitution est I’Amaurose Congénitale de Leber liée a la mutation du géne Rpe65. Ceci car
cette pathologie posséde un modéle canin spontané. Disposer d'un modéle canin en fait une

maladie d’'intérét car cela permet aux chercheurs d’étre dans une situation pré-clinique pour
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évaluer les bénéfices et les risques d’un traitement par transfert de géne thérapeutique. En
effet, effectuer des essais chez des animaux plus grands est important pour I'étude de la
toxicologie du vecteur, mais également car ces animaux possédent une immunologie se
rapprochant plus de celle de 'hnomme. Mais encore car I'abord chirurgical, pour délivrer la
solution virale, se rapproche de celle qui pourrait étre utilisée chez 'homme ou un abord
transvitréen est utilisé pour la réalisation d’une injection sous-rétinienne. De surcroit, ce cas
particulier de dystrophie rétinienne liee a une mutation du gene rpe65 est une pathologie
récessive, condition nécessaire pour un transfert de gene correctif. Deux modéles murins (la
souris knockout RPE65™ et la souris rd12) ainsi qu’'un modéle canin (le chien briard RPE65™
) existent (Narfstrom, 1999; Veske et al., 1999; Pang et al., 2005)

Différents sérotypes d’AAV (1, 2 et 5) et différentes cassettes d’expression codant pour le
géne rpe65 ont été testés dans ces différents modéles (Acland et al., 2001; Narfstrom et al.,
2003a; Dejneka et al., 2004; Lai et al., 2004; Acland et al., 2005; Narfstrom et al., 2005;
Pang et al., 2006).

C'est dans le modéle canin que le bénéfice d'un traitement correctif de cette maladie
génétique ophtalmologique par un rAAV a été publié en premier. Des 2001, Acland et ses
collaborateurs ont publié un article montrant la restauration de la fonction visuelle d'un chien
briard RPE65™ aprés traitement par un vecteur AAV de sérotype 2 portant le géne rpe65
sous le contrdle du promoteur CAG (Acland et al., 2001). Cette premiére étude était
focalisée sur la restauration de la fonction rétinienne. En effet, cette fonction testée par des
ERGs est quasi non-enregistrable chez les chiens briards RPE65” non-traités aprés 4 mois
de vie pour les réponses scotopiques, un peu plus tard pour les réponses photopiques
(Aguirre et al., 1998). La maladie canine est liée a une délétion de 4 paires (AAGA) de base
dans le gene rpe65. Cette délétion entraine I'apparition prématurée d'un codon stop avec la
production d'une protéine non fonctionnelle (Aguirre et al., 1998; Veske et al.,, 1999).
L'administration du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65, par voie sous-rétinienne chez des chiots
agés de 4 mois a permis de retrouver des amplitudes électrorétinographiques enregistrables.
L'amplitude des ERGs photopiques et scotopiques s'est améliorée et correspond a 16% de
I'amplitude des ERGs d'un chien briard normal (Acland et al., 2001). Une seconde étude a
retrouvé des améliorations électrorétinographiques semblables avec un vecteur qui différe
par son promoteur. L'équipe d'Acland a utilisé le promoteur CAG, qui est un couplage entre
le promoteur chicken B actin et I'enhancer du CMV (Acland et al., 2001), I'équipe de
Narfstréom a utilisé un promoteur CMV seul au sein du vecteur
AAV2/2.CMV.rpe65(Narfstrom et al., 2003a). Les deux équipes ont noté que I'amélioration

de la fonction visuelle ne se produit pas si 'administration du vecteur se fait par voie
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intravitréenne (Acland et al., 2001; Narfstrom et al., 2003a). Dans ces 2 premiéres études,
'apparition post-opératoire d’'une uvéite chez la plupart des chiens opérés, avait été
rapportée. Aprés diverses analyses, il a été mis en évidence que les préparations virales,
injectées chez les premiers chiens, n’étaient pas purifiées correctement. Une contamination
protéique serait a I'origine de I'apparition de ces inflammations intra-oculaires (Acland et al.,
2005; Narfstrom et al., 2005). Des publications récentes concernant le suivi a long terme des
premiers animaux injectés et le suivi d’'une cohorte d’animaux plus importante ont été
publiées (Acland et al., 2005; Narfstrom et al., 2005; Jacobson et al., 2006a). Vingt six yeux
RPE65™ ont été opérés dans I'étude d’Acland, 5 yeux dans I'étude de Narfstrom et 32 dans
I'étude de Jacobson (Jacobson et al., 2006a).

Pour I'équipe d’Acland, la restauration de la fonction électrorétinographique (scotopique et
photopique) chez les chiens opérés avec I'AAV2/2.CAG.rpe65 est stable a 3 ans (Acland et
al., 2005) alors que I'équipe de Narfstrom retrouve une baisse de I'amplitude des ERGs qui
survient a partir d’'un an aprés le traitement par AAV2/2.CMV.rpe65. Cette diminution
d’amplitudes survient progressivement pour les réponses scotopiques et pour les réponses
photopiques (Narfstrom et al., 2005).

L'apport du géne rpe65 au niveau de la rétine des chiens RPE65" permet une reprise du
cycle des rétinoides. La présence de 11-cis retinal est détectée au niveau de zones
rétiniennes qui ont été injectées par 'AAV2/2.CAG.rpe65 (Acland et al., 2005). La détection
de ce rétinoide permet de conclure que la protéine RPE65 joue a nouveau son role
d’'isomérase dans le cycle des rétinoides car dans les yeux contréles RPE65™ non traités, il
n'y a pas de détection de cette forme en 11-cis mais uniqguement la forme en all-trans retinol,
ce qui prouve l'arrét du cycle des rétinoides en I'absence d’injection d’AAV2/2.CAG.rpe65
(Acland et al., 2005). La diminution des dépots lipidiques présents dans 'EPR des chiens
opérés reflete également 'amélioration de ce cycle des rétinoides. En effet, chez les chiens
RPE65", on retrouve des vacuoles lipidiques dans 'EPR dés I'age de 4 mois, liées a
'accumulation lysosomale de dérivés lipidiques, associés a une désorganisation des
segments externes des photorécepteurs (Wrigstad et al., 1992; Aguirre et al., 1998). Que ce
soit avec le traitement par AAV2/2.CAG.rpe65 ou par AAV2/2.CMV.rpe65, les segments
externes des photorécepteurs apparaissent moins désorganisés dans les zones opérées lors
d’'un examen par histologie en paraffine (Acland et al., 2005) ou en microscopie électronique
(Narfstrom et al., 2005). Dans les deux études de biosécurité réalisées par Jacobson, les
analyses histologiques ont mis en évidence la présence de modifications de la structure
rétinienne aprés les injections sous-rétiniennes (Jacobson et al., 2006a; Jacobson et al.,
2006b). L'analyse histologique, réalisée sur 15 yeux de chiens RPE65 injectés par voie
sous-rétinienne par AAV2/2.CAG.rpe65, met en évidence des altérations de deux origines

(Jacobson et al., 2006a). Certaines anomalies, comme la perforation locale de la rétine ou la
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désorganisation des segments externes des photorécepteurs dans la zone de la rétine ou
l'aiguille, qui permet l'injection sous-rétinienne, a pénétré, semblent liées au geste opératoire
(Jacobson et al., 2006a). L'origine d’autres Iésions, comme des fragmentations rétiniennes
ou des atrophies rétiniennes, est discutée : manifestations liées a la maladie rétinienne
rpe65 ou liées au vecteur (Jacobson et al., 2006a) ? L'étude récente de Jacobson chez le
primate a montré que l'injection sous-rétinienne de ce vecteur chez le primate n’induisait pas
l'apparition de telle anomalie (Jacobson et al., 2006b). Dans cette étude, I'examen
histologique réaliseé une semaine apres [linjection sous-rétinienne du vecteur
AAV2/2.CAG.rpe65 chez 4 primates, a retrouvé des trous rétiniens avec une rétine
adjacente décollée ou des cellules gliales, des cellules de 'EPR et des mélanophages ont
été détectés. Ce méme type de lésions a été retrouvé chez les deux primates témoins
injectés en sous-rétinien par une solution tampon. Dans I'étude histologique réalisée 3 mois
chez 6 primates injectés en sous-rétinien par 'AAV2/2.CAG.rpe65, la désorganisation des
couches rétiniennes dans la zone de contact avec l'aiguille a été mise en évidence sans
autre complications au terme de ces trois mois. Par contre, les bulles sous-rétiniennes
effectuées chez ces primates incluaient un décollement de la macula. Dans la zone
fovéolaire, des remaniements de la fovéa avec plus ou moins un décollement persistant a 3
mois et la présence de pigments entre les photorécepteurs et les cellules de 'EPR est noté
lors de I'examen histologique que ce soit chez les primates injectés avec le vecteur ou avec
la solution témoin (Jacobson et al.,, 2006b). Narfstrom, qui a utilisé un autre vecteur
(AAV2/2.CMV.rpe65), retrouve lors de la réalisation d’'une angiographie a la fluorescéine des
zones d'atrophie rétinienne dans la zone opérée chez les chiens RPE65™ (Narfstrom et al.,
2005). Ces différentes constatations suggerent que la zone rétinienne par laquelle I'aiguille
pénetre dans I'espace sous-rétinien subit un remaniement suite a la chirurgie que ce soit
chez le chien RPE65 ou chez le primate sain, que le décollement de la fovéa induit
'apparition de maodifications focales histologiques chez le primate et enfin que les
modifications rétiniennes apparues chez les chiens RPE65" suite & une injection sous-

rétinienne semblent étre liées a la pathologie rétinienne.

L'intérét des modéles murins de cette pathologie liée a la mutation du géne rpe65 réside
dans la possibilité d'effectuer les études préliminaires sur un grand nombre de sujets
(Dejneka et al., 2004; Lai et al., 2004; Pang et al., 2006). La petite taille de I'animal permet
de développer des tests d'appréciation de la restauration de la vision de maniére plus aisée.
Pang et ses collaborateurs ont mis au point une technique d'immersion dans I'eau des souris
traitées, par injection sous rétinienne AAV2/5-CAG-rpe65, afin de tester la restauration de la

vision. Les souris traitées sont capables de retrouver une plate-forme située sur I'eau en
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ambiance nocturne alors que les souris non-traitées nagent désespérément sans jamais
retrouver la plate-forme (Pang et al., 2004). Ce genre de tests, dont la reproductibilité est
sans reproche, est irréalisable chez des animaux comme les chiens RPE65”. Enfin, le
modele murin a permis I'étude de I'effet d'un traitement ultraprécoce par thérapie génique.
Suite aux constatations réalisées par Porto et al sur les yeux d'un feetus humain RPE65",
agé de 33 semaines, qui présentaient déja des altérations rétiniennes (Porto et al., 2002),
'équipe de Bennett a réalisé des injections sous-rétinienne, au quatorzieme jour de
gestation, dans I'un des deux yeux d’embryons de souris RPE65” avec un vecteur
AAV2/1.CMV.rpe65. Dans les yeux qui ont recu ce traitement, la fonction, la biochimie et
I'aspect histologique de la rétine ont été améliorés, mais le taux de perte de souriceaux
secondaire a cette chirurgie foetale est important rendant assez aberrant qu’une telle

modalité d’administration du gene soit envisagée (Dejneka et al., 2004).

» le géne Lrat

LRAT est une enzyme, située dans I'épithélium pigmentaire rétinien, qui catalyse le
transfert d'un groupe acyl de la phosphatidylcholine sur le all-trans-retinol (Golczak et al.,
2005). Des mutations du géne LRAT sont associées a des dystrophies rétiniennes précoces
ou des formes d’ACL (Thompson et al., 2001). Un modéle murin Lrat” a été produit par
transgénese, il présente des anomalies similaires a la pathologie humaine (Batten et al.,
2004). L'injection sous-rétinienne d'un AAV2/1-VMD2-LRAT, permet de retrouver rapidement
une amplitude aux ERGs. La fonction enzymatique au sein de I'EPR est distinguée
uniquement dans les cellules de 'EPR et permet une reprise du recyclage du retinol car de
la rhodopsine (11-cis retinal + ospine) est augmentée apres le transfert de géne (Batten et
al., 2005). L'utilisation du promoteur VMD2 a pour but de limiter I'expression du transgéne
LRAT aux cellules de I'EPR car la protéine codée par le géne VMD2 est la bestrophine-1.
Cette protéine est localisée au niveau de la membrane basale des cellules de I'EPR
(Rosenthal et al., 2006). Batten et al, ont également montré que I'association de traitements
était complémentaire et efficace (Batten et al., 2005).En effet, I'association d'un traitement,
chez les souris Lrat”, comprenant une injection sous-rétinienne d’AAV2/1-VMD2-LRAT et
d'un gavage par voie orale avec du 9-cis retinyl acétate (prodrogue du 9-cis retinol) permet
d’améliorer les réponses des ERGs comparés a l'utilisation d'un traitement seul (Batten et
al., 2005).
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6.2. Thérapie génique corrective de dystrophies rétiniennes héréditaires récessives
lies a I'X

Le traitement par thérapie génique a l'aide d’'un vecteur dérivé d'un AAV a été testé dans

deux atteintes rétiniennes liées a une mutation dans des génes du chromosome X: le

rétinoschisis et I'albinisme oculaire.

6.2.1. Le rétinoschisis

Le rétinoschisis est une maculopathie et une vitréorétinoapthie congénitale, secondaire
a un clivage anormal de la rétine au niveau de sa couche la plus interne. Cliniquement, cette
pathologie est caractérisée par une Iésion maculaire bilatérale kystique associée, dans a peu
prés un tiers des cas, a un soulévement bulleux de la périphérie rétinienne. Le géne rsl est
situé en X p22.2, il code pour la protéine rétinoschisine ou RS1 dont I'absence ou la
présence sous une forme mutante est responsable de la maladie chez les hommes. Une
souris knockout Rsl1lh-KO reproduit les caractéristigues de la maladie notamment la
négativation de lI'onde b de 'ERG (Zeng et al.,, 2004). Quand un AAV2/2.CMV.Rslh est
injecté en sous-rétinien chez des souris Rs1h”" agées de 9 semaines, I'onde b de I'ERG
redevient normale mais par contre il n'y a pas damélioration de la structure des
photorécepteurs (Zeng et al., 2004). Par contre, quand un rAAV2/5 codant pour le gene
humain Rs1 sous le contrdle du promoteur opsin, spécifique des photorécepteurs, est injecté
par voie sous-rétinienne chez des souriceaux agés de 15 jours, ce traitement permet une
restauration de l'intégrité de la structure rétinienne et de la fonction rétinienne jusqu’a 1 an

apres la réalisation de la chirurgie (Min et al., 2005).

6.2.2. L’albinisme oculaire lié a la mutation du géne Oal

Il existe 2 types d'albinisme: [l'albinisme oculaire et I'albinisme oculo-cutané.
L'albinisme oculaire pur est lié & la mutation du géne Oal. C’'est une maladie liée a I'X car ce
gene est situé sur le chromosome X en Xp22.3. Les patients atteints de cette pathologie ont
une acuité visuelle réduite, un nystagmus, un strabisme, une photophobie marquée. Le fond
d’'ceil apparait comme décoloré avec une hypoplasie fovéolaire associée a une anomalie de
décussation chiasmatique. Les anomalies retrouvées dans cette pathologie sont liées a une

altération d'une protéine exprimée uniquement dans la peau et dans les cellules de

79



I'épithélium pigmentaire : un récepteur couplé a une protéine G . Un modéle murin knockout
existe : la souris Oal-/- (Incerti et al., 2000). Un AAV2/1 codant pour le géne Oal sous le
contrdle du promoteur ubiquitaire CMV a été injecté en sous-rétinien chez des souris Oal-/-
agées de 1 mois (Surace et al., 2005). Les yeux controlatéraux, servant de témoins, ont été
injectés par un vecteur codant pour la GFP. Ce traitement a permis la détection de la
protéine Oal dans les cellules de I'EPR et dans les photorécepteurs des 1 mois apres le
traitement. L'ERG, qui est altéré chez les souris Oal-/- non-traitées ou traitées avec le
vecteur codant pour la GFP, est améliorée lors du traitement par le vecteur
AAV2/1.CMV.0Oal. La fonction des cbnes et des batonnets est partiellement recouvrée. Au
niveau histologique, une diminution des macromélanosomes, caractéristiques de la maladie,
est également visible. La souris n'ayant pas de macula, on ne peut connaitre I'effet de ce
traitement sur I'hypoplasie fovéolaire. Mais il faut bien noter que I'absence d’amélioration de
cette particularité suite a ce traitement correctif par thérapie génique serait un facteur limitant
car sans fovéola, I'acuité visuelle est limitée a 1/10. Il faut donc s’attacher a essayer cette
thérapeutique chez des modéles animaux d’albinisme ayant une macula. Or ce type de
modéle est trés rare. Seul le cas de deux primates, qui présentent un albinisme oculo-cutané
lié a une mutation d'un autre géne (le gene Tyr), a été décrit dans la littérature (Ding et al.,
2000).

6.3. Thérapie génique corrective de I'atteinte rétinienne qui survient dans des
maladies lysosomales générales

Certaines maladies lysosomales ont une répercussion sur l'ceil et notamment sur la
rétine. Deux publications font part de leurs résultats encourageants suite a un traitement
correctif du déficit enzymatique par thérapie génique par voie intraoculaire (Hennig et al.,
2003; Griffey et al., 2005). Ce mode thérapeutique permet de passer la barriere hémato-
rétinienne qui peut bloquer le traitement enzymatique oral.

La mucopolysaccharidose de type VII (MPSVII) est secondaire a un déficit en une
enzyme : la B-glucuronidase qui dégrade normalement des portéoglycanes. Le déficit
enzymatique induit une surcharge lysosomale qui est responsable des différents signes
cliniques trés hétérogénes. Au niveau ophtalmologique, divers tissus oculaires comme la
cornée, le corps cilaire, la sclére ou la choroide présentent une surcharge lysosomale. Au

niveau de la rétine, une dégénérescence rétinienne survient par apoptose des
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photorécepteurs accompagnée d’une surcharge lysosomale des cellules de 'EPR. Cette
atteinte rétinienne est visualisable en histologie, mais est également quantifiable lors d'un
ERG. Un modele murin reproduisant les différents symptémes liés a la MPSVII est
disponible (Lazarus et al., 1993). L'injection intravitréenne d'un AAV2/2-BGEnh-Gusb permet
I'obtention d'un taux enzymatique suffisant a lI'intérieur de I'ceil pour améliorer les amplitudes
des ERG chez les souris traitées ainsi que diminuer la surcharge lysosomale de 'EPR
(Hennig et al., 2003).

Le méme mode d'injection d'un rAAV2 permet I'expression en quantité satisfaisante de
'enzyme PPT1 (palmitoyl protein thioesterase-1) dans le modéle murin de la maladie de
Batten (Griffey et al., 2005). Dans cette maladie neurodégénérative liée a I'accumulation de
fer dans le cerveau, une dégénérescence rétinienne survient progressivement dans les

premiéres années de vie (Birch, 1999).

Un AAV de sérotype 2, injecté en intravitréen dans I'ceil, transduit les cellules ganglionnaires
voire quelques cellules de la couche nucléaire interne. Dans les deux atteintes rétiniennes
présentées ci-dessus, il semble que lI'expression de I'enzyme déficiente & une distance
moindre de la couche des photorécepteurs et des cellules de I'EPR suffise a effacer les

différentes manifestations rétiniennes de la maladie.

6.4. Interruption de I'expression d’alleles dominants dans les dystrophies
rétiniennes

Les thérapies géniques correctives ne sont pas le traitement approprié pour les formes
autosomiques dominantes des dystrophies rétiniennes ou la pathologie est liée & un gain de
fonction d’une seule copie d’'un géne. L'apport d’'une ou plusieurs copies du gene non-muté
ne pourra contrecarrer ce gain de fonction. L'approche thérapeutique pour de telles
pathologies doit étre différente, il faut supprimer I'expression du gene muté ou anormal soit
par un systeme de ribozyme, soit par un systeme de siRNA. Les ribozymes ou ARN
catalytiques suppriment les transcrits en clivant les ARNm cibles, apres appariement, grace
a une activité hydrolase (Haseloff and Gerlach, 1988). Deux types de ribozymes (en téte
d’épingle et en marteau) ont été utilisés dans le traitement d’'une dystrophie rétinienne
dominante (Lewin et al., 1998; LaVail et al., 2000). Le modele transgénique de rats P23H est
un modele de dystrophie rétinienne dominante suite a une substitution de I'histidine par la

proline dans le codon 23 du géne de la rhodospine, substitution qui est retrouvée chez 10%
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des patients ayant une RP dominante (Dryja et al., 1990b). Deux rAAV2/2 codant pour les
ribozymes (Hpll ou Hh13), injectés en sous-rétinien, permettent un ralentissement de la
dégénérescence rétinienne dans ce modele chez le rat plus de 225 jours aprés la chirurgie
(LaVvail et al., 2000). Méme lors d’'une injection du vecteur plus tardive, a 45 jours post-natal
au lieu de 15 jours, la méme protection est quasi retrouvée (LaVail et al., 2000). L'effet
bénéfique de ces ribozymes sur la vitesse de dégénérescence rétinienne est lié au clivage
spécifiqgue de ’TARNmM mutant de la rhodopsine. Par contre, que ce soit avec un ribozyme en
téte d’épingle ou en forme de marteau, I'appariement et la reconnaissance de '’ARNm cible
se fait a une base prés. Or, plus de 100 mutations différentes de géne de la rhodopsine ont
été rapportées, ce qui signifie que pour chaque mutation un ribozyme particulier devra étre
produit. Pour faciliter le traitement par les ribozymes des dystrophies liées a une mutation du
gene rhodopsine, un ribozyme universel Rz 397 dirigé contre 'ARNm de la rhodopsine a été
développé. Ce ribozyme Rz 397 codé par un AAV2 a été testé dans la rétine de souris
RHO+/- ou il permet une diminution de 80% de production de la protéine rhodopsine
(Gorbatyuk et al., 2005). Pour le moment, I'efficacité de ce ribozyme Rz 397 n'a pas été testé

dans des modeles animaux de RP dominantes.

Les siRNA (small interfering RNA), double brin d’'une vingtaine de paires de bases, clivent
'’ARNmM par un mécanisme différent de celui des ribozymes. Ces siRNA s’assemblent & des
enzymes pour former le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Ce complexe,
aprés avoir dissocié les doubles brins des siRNA, dirige I'appariement du siRNA-ARNmM
cible, phénoméne qui induit le clivage de 'ARNm cible en plusieurs morceaux (Novina and
Sharp, 2004). Les siRNA ont été testés sur rétine de souris normale ou un siRNA dirigé
contre le transcrit murin de la rhodopsine permet de diminuer de 90% ce transcrit dans des
rétines en culture (Kiang et al., 2005). La prochaine étape sera le test de ces siRNA en les
dirigeant contre le transcrit d’'un géene responsable d'une dystrophie rétinienne héréditaire

autosomique.

6.5. Expression de facteurs de survie pour le traitement de dystrophies rétiniennes

Comme nous l'avons vu dans le chapitre sur le mécanisme de dégénérescence des
photorécepteurs dans les dystrophies rétiniennes, les processus qui conduisent a cette mort

cellulaire dans le cas d’'atteintes héréditaires ne sont pas encore totalement élucidés. Il est

82



donc difficile d’organiser un traitement dirigé contre un mécanisme de mort cellulaire
particulier. Plusieurs facteurs neurotrophiques (GDNF, glial cell line-derived neurotrophic
factor ; FGF-2, fibroblast growth factor ; BDNF, brain-derived neurotrophic factor ; CNTF,
ciliary neurotrophic factor) ont été identifiés comme susceptibles d’induire la survie des
photorécepteurs dans une variété de modeles animaux de dégénérescence rétinienne
(Frasson et al., 1999a; Lau et al., 2000; McGee Sanftner et al., 2001a). Plusieurs de ces

facteurs de survie ont été testés pour un transfert de genes.

6.5.1. Le CNTF (ciliary neurotrophic factor)

Le CNTF est exprimé par la rétine en voie de développement et la rétine adulte chez le
rat de facon prédominante au niveau des cellules de Miuller (Kirsch et al., 1997). Cette
protéine CNTF possede un récepteur spécifique, la sous-unité o du complexe récepteur au
CNTF, localisée au niveau des cellules de Miller, des cellules horizontales, des cellules
amacrines et des cellules ganglionnaires. Ce récepteur n’a pas été retrouvé au niveau des
photorécepteurs (Wahlin et al., 2000). Une seule injection de la protéine recombinante de
CNTF dans le vitré permet dans une grande variété de modeéles murins de dégénérescence
rétinienne de prolonger, a court terme (7 & 10 jours), la survie des photorécepteurs (LaVail et
al., 1998). Le CNTF a une demi-vie trés courte (1,5 minute), ce qui nécessite la recherche de
dispositifs qui permettent de libérer de facon prolongée ce facteur neurotrophique (Dittrich et
al., 1994). Le transfert de gene peut étre un de ces dispositifs. Des 1997, ce facteur de
survie, délivré a l'aide de vecteurs adénoviraux, a montré sa capacité a retarder la perte des
photorécepteurs dans des modeéles murins de RP (Cayouette and Gravel, 1997). Aprés une
injection intravitréenne d’un vecteur rAAV codant pour le CNTF, Liang et al ont montré une
préservation des photorécepteurs 9 mois aprés le traitement de souris Prph2R%R% et 8 mois
aprés le traitement de deux modéles de dégénérescence rétinienne dominante chez des rats
transgéniques porteurs d’'une mutation dans le géne de la rhodopsine (rat P23H et rat
S334ter). Cette préservation de la dégénérescence rétinienne par le CNTF a été jugée sur
deux données obijectives : I'épaisseur de la couche nucléaire externe et le nombre de
rangées de noyaux présents dans cette couche cellulaire. Ces deux données sont
significativement plus importantes dans les yeux injectés par un rAAV-cntf-gfp chez le

modeéle murin Prph2Rd2/Rd2

et chez les deux modéles de rats P23H et S334ter comparés aux
yeux contréles injectés par le rAAV codant uniquement pour la GFP (Liang et al., 2001a).
Malgré I'amélioration structurelle de la rétine suite a I'injection de rAAV-cntf-gfp, des effets
secondaires a I'administration du CNTF semblent exister. En effet, la méme équipe a

retrouvé des différences d’amplitude de I'électrorétinogramme (ERG) entre les yeux injectés

83



par rAAV-cntf-gfp comparés aux yeux contrdle chez les souris et chez les rats avec une
différence en défaveur du vecteur codant pour le CNTF. Cette atteinte de la fonction
rétinienne a également été retrouvée par d’autres équipes dans la souris Prph2R%R% et dans

la souris rds *-P?1L

qui présente une mutation dominante dans le géne Prph2. Cette
anomalie est marquée par la décroissance paradoxale de I'amplitude de I'onde a et b au
niveau de 'ERG scotopique et de I'amplitude de I'onde b dans 'ERG photopique malgré la
préservation morphologique chez la souris rds "¢

rAAV.CMV.cntf ou rAAV.CBA.cntf (Bok et al., 2002). Schlichtenbrede et ses collaborateurs

apres injection sous rétinienne de

ont mis en évidence cette altération de I'amplitude de 'ERG uniquement pour I'onde b chez

la souris Prph2RdRd2

traitée par rAAV.CMV.cntf. lls ont également montré que l'injection de
ce méme vecteur chez une souris sauvage "normale" entrainait de la méme facon une
réduction de I'amplitude de I'onde b de 'ERG (Schlichtenbrede et al., 2003). Derniérement,
Buch et al ont montré que cette altération de I'ERG était dépendante de la dose de CNTF
délivrée (Buch et al., 2006). Par contre a la dose non toxique, 'AAV.CMV.cntf ne permettait
pas de préserver les photorécepteurs de la dégénérescence dans le modéle murin
Prph2R92R%2 (Bych et al., 2006). Quelques hypothéses concernant cet effet secondaire
toxique ont été faites. Les souris ont, peut étre, une sensibilité particuliéere au CNTF car chez
le lapin, apres traitement par le CNTF a dose efficace contre la dégénérescence, il n'y a pas
de différences dans I'amplitude des ERG de contrble (Bush et al., 2004). Walkin et al ont une
explication physiologique. Ce sont les neurones internes de la rétine et les cellules de Muller
qui sont a lorigine de lI'onde b de 'ERG. Walhin et al ont montré qu’'aprés linjection
intraoculaire de CNTF recombinant, un message d’activation parvenait aux cellules de
Muller, aux cellules amacrines et aux cellules ganglionnaires mais pas aux photorécepteurs
(Wahlin et al., 2000). Ce message d’activation suite a l'injection de CNTF est retrouvé dans
les rétines normales ou dégénératives (Wahlin et al., 2001). C'est peut-étre I'absence de ce
message d’activation au niveau des photorécepteurs qui est a l'origine de leur préservation
et sa présence au niveau des cellules ganglionnaires et amacrines qui est a l'origine de
I'effet sur 'onde b de 'ERG. Il est également rapporté un second effet lié a I'injection de
CNTF. En effet, suite a I'administration sous rétinienne d’AAV codant pour le CNTF chez la

souris transgénique rds P26t

, il se produit un changement morphologique au niveau du
noyau des batonnets, avec un accroissement de taille du noyau et une augmentation de
'euchromatine, signes qui traduisent habituellement un changement dans |'expression
génique d’'une cellule (Bok et al., 2002). Ces modifications nucléaires survenant au niveau
des batonnets sont dose-dépendantes du CNTF. Les liens entre les changements de
configuration du noyau des photorécepteurs, le chemin d’activation des cellules de la couche
interne de la rétine et de la diminution de 'amplitude de 'ERG suite a I'administration du

CNTF ne sont pas encore connus. Le réle du CNTF et son mécanisme d’action ne sont pas
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encore complétement élucidés. Peut-étre une fenétre thérapeutique serait-elle
nécessaire pour ne pas voir apparaitre d'effets délétéres au niveau de la rétine? Cette
fenétre pourrait étre réalisée en utilisant des promoteurs régulables comme le systeme
tétracycline. Les résultats de I'étude de phase Il concernant des dispositifs intravitréens
diffusant du CNTF dans le vitré de patients atteints de RP devrait nous donner des
conclusions quant a la préservation des fonctions visuelles par ce traitement (Sieving et al.,
2006).

6.5.2. Le GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor)

Le GDNF a un effet neuroprotecteur contre la dégénérescence des cellules rétiniennes
dans le glaucome et dans les dystrophies rétiniennes (Martin et al., 2003; Buch et al., 2006)
mais aussi dans le cerveau ou il protége les cellules de I'ischiémie (Miyazaki et al., 1999). Ce
facteur retarderait I'induction de I'apoptose dans des cellules rétiniennes mises en culture
(Politi et al., 2001). Le mécanisme d’action du GDNF n’est pas entiérement connu. Dans le
tissu nerveux, il a été montré que le GNDF, agirait comme antiapoptotique, en activant la
voie MAP kinase (Mitogen-activated protein kinase) et du phosphaditylinositol-3 kinase
(PI3K) (Ho et al., 2000; Sawada et al., 2000; Nicole et al., 2001). L’injection intraoculaire d’'un
vecteur AAV2 codant pour le GDNF chez le rat RCS a permis un accroissement des
amplitudes des ERG uniquement a court terme car 8 semaines aprés le traitement, il n'y a
plus de différences significatives entre les yeux traités par le GDNF et les yeux contréle. Par
contre si dans le méme temps, le traitement par 'AAV2.CBA-gdnf est combiné a un
traitement correctif qui apporte la protéine MERTK déficiente, il est retrouvé une préservation
de la fonction rétinienne. Celle-ci est quantifiée a environ 10 fois plus de réponses ERG dans
les yeux traités par cette combinaison comparés aux les yeux n'ayant pas recu de traitement
(Buch et al., 2006). Dans le modéle murin, cette combinaison potentialise, également, le
bénéfice du traitement correctif par la périphérine (Buch et al., 2006). Par contre il semble
que ce traitement par AAV2.CBA-gdnf ne peut étre utilisé seul si la dégénérescence
rétinienne est liée a une anomalie dans un géene responsable de structure cellulaire (Buch et
al., 2006).

6.5.3. L’érythropoiétine (EPO)
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De fagon assez surprenante, I'érythropoiétine a été décrite comme facteur de survie
dans un modéle de dégénérescence rétinienne induite par la lumiere (Grimm et al., 2002).
L’EPO, produit par le rein a I'dge adulte, est une cytokine dont le réle est d’étre un facteur de
croissance naturel lors de la fabrication de globules rouges. La présence de récepteurs de
'EPO a la surface des photorécepteurs chez les rongeurs a laissé suggérer un réle de ce
facteur sur la rétine (Grimm et al., 2002; Gassmann et al., 2003). L’expression de I'EPO,
suite a une injection intraoculaire d'un vecteur AAV codant pour cette cytokine, n’a pas eu
d’effet protecteur sur la dégénérescence des photorécepteurs dans le modéle murin rds
(Prph2R92R%2 ) oy dans le modeéle rd10 lié & une mutation du géne pde6s ni méme dans un
modéle de dégénérescence induit par la lumiéere chez le rat (Rex et al., 2004). Par contre, de
facon inattendue, le méme vecteur AAV2-CMV-Epo injecté dans le muscle a permis de
préserver les photorécepteurs dans le modéle rds et dans le modéle induit par la lumiére
mais pas dans le modéle rd10 (Rex et al., 2004). Cette équipe n'a pas trouvé de différences
dans le poids moléculaire de 'EPO produite par le vecteur et 'lEPO commerciale. Mais
'étude des isoformes de 'EPO aprés transfert du géne Epo dans le muscle ou dans les
photorécepteurs ou dans les cellules de I'épithélium pigmentaire montre que chacune de ces
formes d’EPO produites difféere selon le type de cellules par laquelle elle a été produite
(Stieger et al., 2006). On peut donc penser que les récepteurs rétiniens a I'EPO ne sont pas
sensibles a 'isoforme d’EPO produit dans I'ceil.
Une seconde conclusion peut étre déduite de cette étude (Rex et al., 2004). Il semble que
'EPO n’agit pas aussi efficacement sur les différents modéles animaux de dégénérescence
rétinienne. Or il semblerait que les voies signalétiques pour aboutir a I'apoptose soient
diverses dans le cadre de dégénérescence rétinienne et notamment en fonction de la
mutation a l'origine de la pathologie (Hao et al., 2002). L’'EPO agirait en bloquant la voie AP-
1 de I'apoptose (Grimm et al., 2002). Par conséquent 'EPO ne pourrait agir que dans les
modeéles de dégénérescences rétiniennes héréditaires qui présentent une surstimulation de

cette voie de signalisation.

6.6. Expression de facteurs antiangiogéniques pour le traitement de pathologies
rétiniennes néovasculaires

Les pathologies néovasculaires de la rétine comprenant la rétinopathie diabétique, la
dégénérescence liée a I'age (DMLA) et la rétinopathie du prématuré sont des causes

importantes de cécité dans le monde développé (Bressler and Bressler, 1995; Rahmani et
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al., 1996; Steinkuller et al., 1999). La DMLA est la premiére cause de malvoyance chez les
personnes agées de plus de 50 ans. La prévalence de la DMLA en Europe est estimée a 1%
avant 70 ans et a 12% aprés 70 ans (Augood et al., 2004). Le diabéte est une des cinq
principales causes de cécité en Europe. La prévalence est de 2% a 2,5% de la population

francaise, 90% des patients ayant un diabéte de type 2.

6.6.1. Traitements existants dont les antiVEGF

Les traitements conventionnels de ces pathologies comprennent la chirurgie, le laser,
la cryothérapie et depuis un peu plus de 5 ans, la photothérapie dynamique pour la DMLA.
Malheureusement, la photothérapie dynamique ne suffit pas, a elle seule, a maintenir I'acuité
visuelle chez la plupart des patients présentant la forme exsudative de DMLA ; seule forme
pouvant étre traitée. C’est pourquoi de nouvelles stratégies de traitement sont en évaluation.
Ces nouvelles stratégies impliquent notamment I'emploi de médications bloguant le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF). Cette stratégie anti-VEGF a été développée car ce
facteur de croissance a été retrouvé dans des cellules de I'épithélium pigmentaire au niveau
de membranes néo-vasculaires excisées provenant d'yeux atteints de DMLA (Lopez et al.,
1996) ainsi que dans le vitré de patients souffrant de rétinopathie diabétique proliférante
(Aiello et al., 1994). Le VEGF est un puissant facteur angiogénique. Il agit sur les cellules
endothéliales via deux récepteurs spécifiques : Fltl (fms-like tyrosine kinase) ou VEGFR1(de
Vries et al., 1992) et FIk/KDR (fetal liver kinase) ou VEGFR2, qui est sont des récepteurs
tyrosine kinase de haute affinité présents sur les cellules endothéliales (Mustonen and
Alitalo, 1995). Flt-1 présente une affinité 10 fois plus forte avec le VEGF que FIk/KDR. Une
forme soluble de Flt-1 existe : sFlt-1. Elle a été découverte dans les cellules HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cell) (Kendall and Thomas, 1993). Le role des deux récepteurs
est différent. Le récepteur FIk/KDR est essentiel pour la prolifération des cellules
endothéliales, pour leurs migrations ainsi que pour la survie de ces cellules, également pour
la vasoperméabilité des vaisseaux (Brekken et al., 2000). Alors que le récepteur Fltl est
nécessaire pour l'organisation du réseau vasculaire ainsi que pour son remodelage (Fong et
al., 1995; Shalaby et al., 1995). Ces phénomenes sont a la base de la néovascularisation qui
est un processus de prolifération vasculaire anormal, présent dans des pathologies oculaires
comme la DMLA ou la rétinopathie diabétique proliférante. Des médicaments bloquant le
VEGF viennent d’avoir ou sont sur le point d’obtenir leur AMM (Autorisation de Mise sur le
Marché) en ophtalmologie ou bien l'ont déja dans d'autres domaines d'application. Ces

médicaments sont le Macugen® qui est un aptamére anti-VEGF, ou le Rhufab V2

87



(Lucentis®) qui est un anticorps soluble du VEGF ou encore I'Avastin® qui est également un
anticorps soluble du VEGF qui n'a pour le moment qu'une AMM en cancérologie. Les
médications comme le Macugen® ou le Rhufab V2 ou I'Avastin® semblent permettre une
diminution de la taille des membranes néovasculaires dans la DMLA, mais ils nécessitent
I'injection intravitréenne fréquente du produit antiangiogénique. L'injection itérative du produit
peut étre a l'origine de complications (décollement de rétine, infections) ou de difficultés
(déplacement des patients, blocs opératoires surchargés). C'est pourquoi une approche par
transfert de génes, qui permettrait une injection unique, est a I'étude. Un inhibiteur naturel
spécifique du VEGF existe. C’est le récepteur soluble du VEGF : sFlt-1. Ce récepteur soluble
a montré un potentiel d'inhibition des effets du VEGF sur des cellules endothéliales (Kendall
and Thomas, 1993). Plusieurs équipes ont travaillé avec un vecteur adénoviral exprimant cet
sFIt-1 (Honda et al., 2000; Rota et al., 2004) et d'autres avec un vecteur rAAV (Bainbridge et
al., 2002; Lai et al., 2002b; Lai et al., 2005).

6.6.2. Thérapie génique antiVEGF

Afin de tester, ces facteurs antiangiogéniques, délivrés par des rAAV, deux modéles de
néovascularisation (rétinienne et choroidienne) ont été mis au point chez la souris. Le
premier est créé par un modéle de rétinopathie ischémique en exposant des souriceaux
agés de 7 jours (p7) a des hauts taux d'oxygéne 75% durant 5 jours puis en les remettant
ensuite a vivre a un taux normal doxygene 21%. Il se développe alors une
néovascularisation rétinienne dépendante de la sécrétion du VEGF chez tous les animaux.
Le second modeéle est créé par la réalisation d’'un laser rétinien avec une forte intensité
permettant de rompre la membrane de Bruch. Cette rupture est a l'origine de I'apparition
d'une plague néovasculaire choroidienne dans la zone lasérisée. Bainbridge et al ont testé
un vecteur dérivé de I'AAV de sérotype 2 dans le premier modéle de néovascularisation
rétinienne. Sept jours aprés le retour des souriceaux en élevage a un taux d’oxygéne normal,
ils ont été injectés en intravitréen soit par un vecteur contréle : I'AAV.CMV.gfp soit par un
AAV.CMV.sFlt-1. L'analyse quantitative par comptage des noyaux des cellules endothéliales
dans les zones néo-vascularisées a été choisie comme méthode de suivi de I'effet des
traitements sur la néo-vascularisation. Le comptage par cette méthode a retrouvé une
diminution significative de la néovascularisation dans les yeux injectés par le géne codant
pour sFlt-1 avec une moyenne de 23,3 noyaux par zone comparée a celle des yeux injectés
par le géne codant pour la GFP ou la moyenne est de 52.1 noyaux par zone. L'analyse
histologique des rétines retrouvait une rétine normale apres transfert de genes (Bainbridge et

al., 2002). Ce méme vecteur, dans le modele murin laser-induit, permet une diminution de la
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néovascularisation choroidienne dans les yeux injectés par 'AAV.CMV.sFlt-1 (Lai et al.,
2002b). Chez les souris transgéniques (trVEGF029), qui présentent une rétinopathie
néovasculaire associée a une dégénérescence des photorécepteurs a la suite d'une
surexpression du géene VEGF, le traitement par 'AAV2.CMV.FItl a permis, une regression
des néovaisseaux dans 85% des yeux injectés jusqu’a 8 mois aprés le traitement (Lai et al.,
2005). Ce vecteur est egalement capable de prévenir, & long terme, l'apparition d'une
néovascularisation chorio-rétinienne post-laser chez le primate (Lai et al., 2005).
L’expression du VEGF est augmentée par I'hypoxie in vitro (Shweiki et al.1992) et in vivo
(Shima et al.1996). Le promoteur régulable HRE(Hypoxia-Responsive Element) permet une
expression du transgéne lors de I'hypoxie (Bainbridge et al., 2003a). En mettant le transgéne
de ce facteur antiangiogénique FItl sous le contréle du promoteur HRE, on peut penser que
le traitement par thérapie génique sera le plus proche possible de la physiologie. D’autant
plus gu’une administration en continu d’un produit comme un produit anti-angiogénique n’est
pas concevable car le VEGF a d’autres fonctions. |l permet le maintien de fonctions basales
pour la rétine mature et il est un facteur de survie pour les cellules endothéliales (Alon et al.,
1995).

D’autres molécules antiangiogéniques existent. Des peptides venant de I'exon 6 et de I'exon
7 du VEGF ont montré des propriétés anti-angiogéniques in vitro (Soker et al., 1997; Jia et
al., 2001). Vingt acides aminés, dérivés de I'exon 6, ont été identifiés comme étant a I'origine
de ce phénomeéne antiangiogénique. Ces acides aminés réalisent un blocage de I'interaction
du VEGF avec le récepteur KDR et son corécepteur Npnl (Jia et al., 2001). Le peptide
dérivé de l'exon 7 de VEGF a montré une inhibition de la prolifération de cellules
endothéliales en bloquant l'intéraction du VEGF avec le corécepteur Npnl (Soker et al.,
1997). De cette découverte, Deng et Al ont développé un AAV2 codant pour ces deux
peptides sous le contrble du promoteur CBA (ChikenBActin) avec une stabilisation des
ARNmM par WPRE (Deng et al., 2005). L'’AAV2 qui code pour les 20 aa dérivés de I'exon 6 du
VEGF est appelé AAV2-CBA-VEGF6, celui dérivé de I'exon 7 du VEGF AAV2-CBA-VEGF6.
L’expression de chacun de ces peptides, suite a une injection intravitréenne d’AAV2-CBA-
vegfé ou d’AAV2-CBA-vegf7, permet une inhibition de 71 & 83 % de l'apparition d’'une
néovascularisation rétinienne dans un modele murin de rétinopathie oxygéno-induite, ceci
quinze jours apres le traitement lorsque l'injection est réalisée chez ces souris a I'adge de 2
jours (Deng et al., 2005).
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6.6.3. Le PDEF (Pigment Epithelium-Derived Factor)

Le PDEF (Pigment Epithelium-Derived Factor) est aussi un facteur inhibiteur de
'angiogenése (Dawson et al.1999). Il a été montré que ce puissant facteur anti-angiogénique
permettait de réduire le développement de la néovascularisation choroidienne quand
'administration de ce facteur était faite avant le début de la stimulation angiogénique. Une
injection intravitréenne ou sous rétinienne de AAV.CAG.PEDF est réalisée 4 a 6 semaines
avant I'exécution d’'un laser rétinien chez une souris. Elle permet de réduire de fagon
significative la taille des zones néovascularisées qui apparaissent dans ce modele murin
secondairement a la rupture de la membrane de Bruch par le laser (Mori et al.2002). Un
AAV2.CMV.PEDF injecté en sous-rétinien, chez des souris modéle de rétinopathie du

prématuré, permet de diminuer la néovascularisation rétinienne (Auricchio et al., 2002a).

VII. TRANSFERT DE GENES DONT L’EXPRESSION EST REGULABLE VIA DES
VECTEURS AAV

Dans le chapitre précédent, nous avons abordé les traitements par thérapie génique de
complémentation. La délivrance par thérapie génique de facteurs neurotrophiques ou
antiangiogéniques a montré son effet bénéfique pour le traitement, respectivement, des
dystrophies rétiniennes héréditaires (Liang et al., 2001a; Schlichtenbrede et al., 2003) et des
pathologies rétiniennes néovasculaires (Bainbridge et al.,, 2002; Lai et al., 2002b). La
régulation, a long terme, de I'expression de telles protéines, qui sont généralement solubles,
est essentielle pour la sécurité future d’applications cliniques. De plus, on peut penser que
certaines molécules neurotrophiqgues ou antiangiogéniques possedent une fenétre
thérapeutique, au dessous de laguelle ces produits sont inactifs et au dessus de laguelle une
toxicité rétinienne pourrait étre observée. En effet dans trois modéles animaux de
dégénérescences rétiniennes, trois études récentes ont démontré que I'expression
intraoculaire de CNTF suite a un transfert du géne cntf par un rAAV2/2 était responsable
d’'une diminution significative de I'amplitude des ERGs (Bok et al., 2002; Schlichtenbrede et
al., 2003; Buch et al., 2006). La nécessité de pouvoir, si besoin, arréter la sécrétion d’'une
protéine soluble, I'existence possible d’une fenétre thérapeutique, la possibilité d’avoir a faire
varier le niveau de I'expression du transgene en fonction de I'histoire naturelle de la maladie
sont autant d’éléments en faveur d'un développement de systemes de régulation de

I'expression du transgéne pour certaines thérapies oculaires.
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Plusieurs systemes de régulation du transgeéne existent, ils ont tous un fonctionnement de
base identique : ils associent une protéine transactivatrice dont I'action stimulatrice sur la
transcription dépend d'un inducteur, et des sites de fixation, pour cette protéine, placés en
amont d’'un promoteur. Différents systémes d’induction ont été utilisés avec succes in vivo :
la rapamycine (Rivera et al., 1996), le mifepristone (Serguera et al., 1999), I'ecdysone (No et
al., 1996), la tétracycline (Gossen and Bujard, 1992; Gossen et al., 1995). Dans I'ceil avec un
vecteur rAAV, seuls deux systemes ont été testés : le systeme rapamycine et le systeme

tétracycline.

7.1. Le systéme Rapamycine

Le systeme rapamycine est basé sur [I'hétérodimérisation de deux protéines
chimériques (Rivera et al., 1996)(Figure 12). L'une est constituée du domaine de liaison a
I’ADN de la protéine non eucaryote ZFHD-1 associé a la protéine FKBP et l'autre de la
protéine FRAP associée au domaine de transactivation p65 du facteur nucléaire NFxB.
L’hétérodimérisation de ces deux protéines chiméres, rend fonctionnel le facteur de
transcription et permet I'expression du gene cible de fagon dépendante de la présence de la
rapamycine ou d'un analogue non immunosuppresseur. Pour contrbler I'expression d’'un
gene par ce systeme, il suffit de placer avant 'ensemble promoteur-transgeéne des sites de
fixation a 'ADN de ZFHD-1. La rapamycine est un médicament immunosuppresseur. Afin de
réduire les effets secondaires liés a la rapamycine lors de l'utilisation de ce systeme de
régulation lors d'essais futurs, des analogues de la rapamycine non-immunosuppressifs
(rapalogs) ont été développés et la sécurité de ces traitements a été testée chez 'homme
(luliucci et al., 2001). Aprés avoir testé avec succés dans le muscle (Rivera et al., 1999) et
dans le foie (Auricchio et al., 2002b) un rAAV ayant incorporé ce systéme de régulation,
I'équipe de Wilson a testé ce systéme dans la rétine de rats et de primates (Auricchio et al.,
2002c; Lebherz et al.,, 2005). Le gene de I'érythropoiétine a été utilisé comme géne
rapporteur car suite au transfert de géne, érythropoiétine (EPO) exprimée diffuse a l'intérieur
de I'ceil ; ce qui permet le dosage de 'EPO dans I’humeur aqueuse suite a une ponction de
chambre antérieure par un kit commercial Elisa. Un mélange de 2 vecteurs (AAV-2/2-CMV-
TF1Nc et AAV-2/2-Z12l-thEpo2S6) a été injecté par voie sous rétinienne ou par voie
intravitréenne chez des rats nude ou chez des primates. Chez le rat, il 'y a pas de
différence entre les 2 voies d’administration, le pic d’expression d’EPO apparait rapidement

3 jours apreés l'injection de la rapamycine et revient au niveau basal en 21 jours. Chez le
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primate, le pic d’expression d’'EPO est plus tardif et apparait entre 7 et 14 jours suivant
I'induction. Le niveau basal d’expression n'est atteint qu’en plusieurs semaines. A la
différence du rat chez le primate, le pic d’expression d’EPO est environ 6 fois moins
important aprés une injection intravitréenne qu’aprés une injection sous rétinienne. Un
analogue de la rapamycine (AP22594) a été testé chez le primate, mais il semble induire une
expression plus faible d’EPO. Il faut noter que, chez le primate, une perte de poids est
associée a l'administration de rapamycine a la dose de 2 mg/Kg, ce qui est la dose
habituelle. Cet effet peut étre génant pour l'utilisation future de ce systeme dans des essais

cliniques.
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Figure 12: Systéme rapamycine

A Schina d obtention du systine d expression génigque dépendant de la rapanyane d apris Rivera et
al 1996, Le domaine de lisison & "ADM de ZFDH-1 est fusionnd & la protéine FKBP, e domaine Jactivation
5 du facteur nucléaine NFxB est fusionnd avec la protdine FRAP. Les deux facteurs de transcription
aificiellement sfpan’s sont mtivis en pefsence de la rpamycine.

B. Constructions utilisées par Auricchio et af. 2002 et Lebherz et al., 2005, L' AAV-CMY-TF I Ne contient
le promotenr CMY (cytomdoalovins) qui dige Vexpression & un message biscistronigee codant pour
I"activation et le domaine de liaison b "ADN des domaines fusionnds N-FRAP-p63 ot N-ZFHDI-3XFEEP. Le
signal & localisation nucl&ane (N) est dérivé du c-miye humain, Le domaine FRAP* contient une mutation s
mivean & acide aminés 20698 permettant la lianison avec un analogue nonimmunosuppresseur de la mpamycine.

L'IRES {Intemal Ribosome Entry Sequence) déave du virus encephalomyocanditis. Dans ' AAV-Z121-thEpo256,

I'expression du géne cible thEPO est sous ke conteole de 12 sites de liaison pour es facteurs de transcription
ZFHI¥ .
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7.2. Le systéme Tétracycline

Le second systeme testé dans I'ceil est le systeme Tétracycline. Ce systeme fait
intervenir comme inducteur la doxycycline, un antibiotique analogue de la tétracycline. Ce
systeme, développé par Gossen et Bujard il y a plus d’'une dizaine d'années, dérive de
I'opéron de résistance a la tétracycline du transposon Tnl10 d’Escherichia coli. Dans cette
Escherichia coli, c’est une protéine membranaire qui élimine la drogue hors de la bactérie et
qui est a l'origine de la résistance a l'antibiotique. L'expression de la protéine membranaire
est sous la dépendance de la présence de la tétracycline, par le biais d’'un mécanisme qui
fait intervenir une protéine répresseur de la transcription (TetR), normalement fixée sur
I'opérateur Tet-O, qui est déplacé en présence de I'antibiotique. Ce systéme de I'opéron a
été artificiellement transformé. Le domaine de transactivation de la protéine VP16 du virus
Herpes Simplex a été fusionné avec le domaine de liaison a Tet-O de la protéine TetR pour
donner une protéine transactivatrice artificielle tTA (tetracycline controlled Trans-Activator).
Un promoteur minimal dérivé du Cytomégalovirus (promoteur CMVmin) a été placé en amont
de la séquence Tet-O pour former le promoteur Pi-1. En I'absence de la tétracycline, la
protéine tTA se fixe sur la séquence Tet-O, ce qui induit l'initiation de la transcription. En
présence de la tétracycline ou d'analogues comme la doxycycline, le tTA se lie a
I'antibiotique de fagon préferentielle, ce qui entraine une baisse d’affinité de tTA pour la
séquence Tet-O puis secondairement un arrét de la transcription (Figure 13A). Ce systéme,
suppressible par la Dox, a été baptisé Tet-Off. Un systéme inverse, inductible par la Dox
(systeme Tet-On) a également été développé par le méme groupe. Une version rTet-R,
obtenue par mutagénese chimique, posséde des caractéristiques inverses de celles du Tet-
R : elle se fixe avec une forte affinité sur la séquence tet-O en présence de l'inducteur
(tétracycline ou doxycycline). Cette protéine rTet-R a été, également, fusionnée avec le
domaine de transactivation de la protéine VP16 du virus Herpes Simplex pour former la
protéine rtTA (reverse tetracycline-controlled Trans-Activator) (Figure 13B). Ces 2 systemes
Tet-Off et Tet-On ont été testés dans I'ceil.

Le systéme Tet-Off a été testé dans le laboratoire de Thérapie génique (INSERM U649,
CHU Nantes) chez le rat. Aprés une injection intravitréenne d’'un AAV2/2 qui cible les cellules
ganglionnaires, l'expression du transgene gfp disparait entre 5 et 7 jours aprés
I'administration de doxycycline dans I'eau de boisson des rats puis retrouve son niveau basal
en 21 jours aprés l'arrét de I'administration de la doxycycline. Cette cinétigue a été

reproductible plusieurs fois
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durant les 6 mois de la durée de I'étude (Folliot et al., 2003). Est-ce que le lent retour au
niveau basal de I'expression du transgene est lié a la présence prolongée de la doxycycline
dans I'eeil ? Dans le sérum, sa présence est d'assez courte durée car la demi-vie de cet
antibiotique apres une administration orale est de 16 a 22 heures. Cette hypothése semble la
plus juste car la certaine inertie dans la disparition de I'expression du transgene gfp ne peut
étre liée a la persistance de la protéine gfp car c’'est la gfp déstabilisée dont la demi-vie est
réduite a 2 heures qui a été choisie pour cette étude. Malgré une régulation reproductible
dans la rétine, ce systéme semble peu adapté a une application clinique. En effet, I'utilisation
d'un systéme Tet-Off induirait une expression du transgéne sans l'adjonction d’antibiotique,
ce qui est la configuration la moins sécuritaire possible car le sujet traité serait contraint de
prendre cet antibiotique a vie si un probléme survenait suite au traitement par thérapie
génique. Le systéme Tet-On permet, également, une régulation fine dans la rétine. Mc Gee
Sanftner reporte une régulation, in vivo, de l'expression du transgene gfp dans les
photorécepteurs et les cellules de I'épithélium pigmentaire, aprés une injection sous-
rétinienne chez le rat d'un AAV2/2 portant le rtTA et cDNA de la gfp sous le contrdle du
promoteur Tet-O (McGee Sanftner et al., 2001b). Cette premiére étude de la régulation de
I'expression d’un transgéne dans la rétine par le systéme Tet-On dans la rétine n’a pas mis
en évidence d’altération de la fonction rétinienne aprés le transfert de gene lors d’'un examen
électrorétinographique chez les rats ayant eu une injection sous-rétinienne du vecteur. De
plus, outre I'étude classique du tropisme, cette équipe a montré qu'une dose minimale de
doxycycline permettait d’obtenir 'expression du transgene, ce qui laisse supposer, qu'avec
un tel systeme, la dose d’antibiotique administée pourrait étre la plus faible possible, en
dessous des doses classiques de I'antibiotique. Dans le laboratoire de thérapie génique de
Nantes, ce systéme Tet-On a été testé chez le primate avec des variations dans la
construction et I'élaboration du vecteur afin d'affiner le plus possible le systéme de
régulation : différents sérotypes d’AAV pour cibler au mieux certaines cellules rétiniennes
ainsi qu'un promoteur spécifique de I'épithélium pigmentaire (promoteur RPE65) ont été
testés (Stieger et al., 2006). Chez le primate, comme la visualisation de la gfp au fond d'ceil
est difficile (rétine fortement pigmentée), c’est le géne de érythropoiétine qui a été utilisé
comme géne rapporteur. Différents taux d’EPO ont été obtenus en fonction du sérotype
d’AAV utilisé et du promoteur choisi. Trois vecteurs différents ont été injectés par voie sous-
rétinienne chez le primate : un AAV2/5.CAG.TetOn.Epo, un AAV2/4.CAG.TetOn.Epo et un
AAV2/5.RPE65.TetOn.Epo. Le dosage de 'EPO a été réalisé dans 'humeur aqueuse qui a
été prélevée a différents moments des cycles d’induction ; induction réalisée par doxycycline
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qui a été administrée par voir intraveineuse. Le sérotype 4, comme il ne transduit qu’un type
de cellules (EPR), entraine I'obtention d’un taux plus bas d’EPO par rapport au sérotype 5.
Le promoteur RPEG65 entraine également un taux plus bas d’EPO que le promoteur
ubiquitaire CAG. Contrairement a ce qui a été trouvé lors de l'utilisation du méme systéme
Tet-On exprimant de 'EPO dans le muscle (Favre et al., 2002; Chenuaud et al., 2004a), il n'y
a pas eu dans I'ceil de développement de réponse immune contre le rtTA ou contre I'EPO.
Ce systéme Tet-On permet dans I'ceil une régulation de l'expression du transgéne,
régulation qui peut étre affinée en utilisant différents sérotypes d’AAV ainsi que des

promoteurs spécifiques.

7.3. Le promoteur HRE (hypoxia-responsive element)

Pour les méthodes de régulation qui viennent d'étre décrites ci-dessus, il faut a chaque fois,
'administration d’'une drogue pour réguler ce systeme. On est donc loin de la régulation
physiologique fine de I'expression des génes. Une équipe a développé un systéme de
régulation en situation d’hypoxie rétinienne. Bainbridge et ses collaborateurs ont montré une
expression régulable par I'hnypoxie grace a un promoteur particulier: le promoteur HRE
(hypoxia-responsive element). En effet, ce promoteur permet de réguler I'expression d'un
transgéne GFP en fonction de I'hypoxie de la rétine. Le test d’efficacité de ce promoteur
régulable s’est fait grace a l'utilisation du transgéne visualisable gfp. L'injection intravitréenne
d’AAV2/2.CMV.GFP a été comparée a l'injection intravitréenne d’AAV2/2.HRE.GFP. Les
injections ont été realisées chez les deux modéles murins de néo-vascularisation.
L'utilisation du transgéne gfp a permis de suivre I'évolution de I'expression du transgéne en
fonction de I'hypoxie et du promoteur. Les souris injectées avec le promoteur HRE ont
montré des zones GFP positives uniguement dans les zones soumises a I'’hypoxie alors que
les souris injectées avec le promoteur CMV présentent des cellules GFP positives réparties
sur I'ensemble de la rétine (Bainbridge et al., 2003a). Ces résultats montrent que certains
systemes comme ce promoteur HRE, peuvent permettre de réaliser un contrble et une

expression du gene transféré dans les conditions le plus proche de la physiologie.

VIIl. ETUDE DE LA BIODISTRIBUTION SUITE AU TRANSFERT DE GENE DANS
LA RETINE VIA UN VECTEUR AAV
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Le développement de projets thérapeutiques par transfert de génes nécessite des
études précliniques de biosécurité pour étudier la toxicité, la biodistribution et la sécurité des

vecteurs viraux utilisés.

La technique de référence pour I'étude de la biodistribution d’'un rAAV est la PCR et
récemment depuis son développement, la PCR quantitative en temps réel. D’'aprés Gonin et
Galillard, la validation de la technique, le choix judicieux des primers, une organisation
minutieuse du prélévement des organes afin d’éviter les contaminations, une durée d'étude
adéquate sont autant de paramétres indispensables a une bonne étude de biodistribution
(Gonin and Gaillard, 2004). De nombreuses études ont été réalisées montrant la variabilité
des résultats en fonction de la voie d’administration du vecteur, du promoteur utilisé dans la
construction ainsi que la construction en elle-méme (Conrad et al., 1996; Ponnazhagan et
al., 1997; Arruda et al., 2001; Favre et al., 2001; Lai et al., 2002a). Chez le primate non
humain, le vecteur rAAV2/2 (AAVcm-ET(LTR) ou AAVcm-ET(CAG)) est détectable dans le
sérum durant 6 jours aprés une injection intramusculaire (Favre et al., 2001) et 14 jours
aprés une administration pulmonaire d'un AAV2/2.cftr (Conrad et al., 1996). Aprés une
injection par voie intraveineuse, Ponnazhagan et Al retrouvent une distribution du vecteur
AAV2/2.CMV.pgal dans le foie, le coeur et le muscle dés une semaine apres l'injection
intraveineuse (Ponnazhagan et al., 1997). Une recherche a long terme est intéressante pour
savoir combien de temps, apres une injection de vecteur, 'ADN de celui-ci est-il encore
détectable ? Aprés une injection intramusculaire d'un rAAV2/2 ((AAVcm-ET(LTR) ou
AAVcm-ET(CAG)), une séquence d’ADN du vecteur peut étre retrouvée dans le foie et dans
le nceud lymphatique de drainage du muscle d’'injection 18 mois aprés l'injection du vecteur
(Favre et al.,, 2001). Le vecteur est, également, détecté dans les cellules mononuclées
blanches (PBMC) jusqu’'a 10 mois aprés cette injection (Favre et al., 2001). En ce qui
concerne les injections intraoculaires: aprés une injection sous-rétinienne d'un
AAV2/4.CMV.gfp, I'ADN du vecteur peut étre détecté dans le sérum des 15 minutes aprés
I'injection et ce jusqu’a 25 jours post-injection. Dans le liquide nasal et lacrymal, 'ADN du
vecteur viral est détecté 25 minutes aprés l'injection et ce durant 4 jours suite au geste
chirurgical (Weber et al., 2003). L'étude de biodistribution du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65
chez 4 chiens RPE65™ injectés par voie sous-rétinienne a été réalisée par PCR (polymerase
chain reaction) trois mois apreés l'injection (Jacobson et al., 2006a). Aucune trace du génome
du vecteur n'a été détectable ni dans le nerf optique ni dans le cerveau (Jacobson et al.,
2006a). Par contre, la présence du génome du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 a été détectée
dans le cceur, le diaphragme et un noeud lymphatique mandibulaire par PCR en utilisant des
primers encadrant le promoteur CAG (Jacobson et al., 2006a). L'étude de la biodistribution

de ce méme vecteur chez le primate a mis en évidence des différences dans la détection de
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’ADN du vecteur apres injection sous-rétinienne en fonction du temps écoulé entre I'étude
de biodistribution et le moment de l'injection (Jacobson et al., 2006b). En effet, quand I'étude
est réalisée une semaine apreés l'injection chez 4 primates, le génome du vecteur est détecté
dans le muscle chez 2 primates et dans un noeud lymphatique péri auriculaire chez un
primate (Jacobson et al., 2006b). Par contre 3 mois aprés l'injection, il n'a pas été mis en
évidence de génome du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 dans les organes a distance des voies
visuelles chez les 8 primates étudiés (Jacobson et al., 2006b). Dans une autre étude, qui a
étudié la biodistribution d'un vecteur AAV de sérotype 2 codant pour le gene gfp aprés
injection sous-rétinienne ou injection intravitréenne, il n'a pas été mis en évidence de
diffusion a distance de I'ceil dans les organes comme le foie, le muscle, un mois, deux mois
ou trois mois aprés ces deux types d'injections chez le rat (Provost et al., 2005). Par contre,
chez 3 chiens injectés par voie intravitréenne par un vecteur AAV2.CMV.gfp, le génome du
vecteur a été détecté dans les PBMC, les nceuds lymphatiques axillaires, sous-
mandibulaires ou prétraggiens, les amygdales et les glandes lacrymales. La méme étude
chez le primate injecté en sous rétinien par un AAV4.CMV.gfp a détecté le génome du
vecteur 2 mois aprés l'injection au niveau des PBMC et au niveau d’'un nceud lymphatique

sous-mandibulaire (Provost et al., 2005).

Intéressons-nous maintenant a la diffusion au cerveau, organe trés proche de I'ceil
avec des connexions importantes du fait de I'embryogénése. Aprés injection intravitréenne
d’'un rAAV-2/2.gusb, l'activité enzymatique GUSB a pu étre retrouvée dans le cerveau d'une
souris modéle de la mucopolysaccharidose VII (Hennig et al., 2003). Plus récemment, ce
n'est pas la protéine transgénique mais I’ADN du vecteur lui-méme qui a été retrouvé dans le
cerveau aprés une injection intravitréenne d'un AAV2/2.CMV.gfp chez le rat et le chien
(Provost et al., 2005). La présence d'une séquence du génome du rAAV a été détectée le
long des voies visuelles : nerf optique, chiasma, tractus optique, corps géniculé latéral,
colliculus supérieur, radiation optique et cortex visuel (Provost et al., 2005). Ceci suggere
gu'un transport transynaptique du vecteur AAV2 est possible et non uniqguement une
diffusion de protéine transgénique comme on pouvait le supposer dans I'étude de Hennig qui
n'a pas mis en évidence de séquence du vecteur. Toutefois, la voie d’administration semble
importante pour cette diffusion car aucun ADN viral n’est détectable dans le cerveau au-dela
du nerf optique de I'ceil injecté 1 mois ou 2 mois ou 3 mois aprés une injection sous-
rétinienne de cet AAV2/2.CMV.gfp chez le rat (Provost et al., 2005). Ce type d'injection induit
seulement la présence de séquence du vecteur dans le nerf optique de I'oeil injecté (Provost
et al., 2005). D'ailleurs, I'étude récente de biodistribution du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 chez
4 chiens RPE65™, injectés par voie sous-rétinienne a une dose comprise entre 0,1.10° et

0,3.10° Vg retrouve la trace du génome du vecteur détectable par PCR dans le nerf optique
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chez 1 animal mais pas dans le cerveau (Jacobson et al., 2006a). Une étude de
biodistribution cérébrale de ce méme vecteur chez le primate a mis en évidence des
différences dans la détection de 'ADN du vecteur apres injection sous-rétinienne dans le
cerveau (Jacobson et al.,, 2006b). En effet, I'étude de biodistribution du vecteur dans le
cerveau réalisée une semaine aprés l'injection sous-rétinienne d’AAV2/2.CAG.rpe65, a une
dose comprise entre 1,5 et 4,5. 10*? Vg, chez 4 primates a mis en évidence la présence du
génome du rAAV dans le nerf optique, dans le tractus optique, dans le corps géniculé latéral
et dans le cortex visuel chez 3 primates (Jacobson et al., 2006b). La présence du génome
du vecteur n'a été détectée qu'au niveau du corps géniculé latéral trois mois aprés l'injection
sous-rétinienne d’AAV2/2.CAG.rpe65 chez un primate sur les huit analysés (Jacobson et al.,
2006b).

L'étude du risque de transmission d'un ADN étranger a la descendance, suite a
I'injection d'un vecteur rAAV par différentes voies d'administration, a été étudié par de
nombreuses équipes (Monahan et al., 1998; Arruda et al., 2001; Favre et al., 2001). Une
équipe a dédié une étude compléte a I'étude de la transmission germinale du rAAV2/2
(Couto et al., 2004). Des spermatozoides matures ont été mis en contact avec un vecteur
AAV2/2-hFIX16 puis ces spermatozoides ont été utilisés pour une fertilisation in vitro
d’ovocytes. Aucune trace du vecteur n'a été retrouvée au niveau des 102 embryons nés de
cette fertilisation. Par contre, dernierement, avec ce méme vecteur, il a été rapporté le cas
d’une transmission germinale suite a une injection dans la veine porte chez 6 des 7 patients
hémophiligues B injectés (Manno et al., 2006). Alors que les 8 sujets injectés, par voie
intramusculaire, n'ont pas présenté de dissémination germinale (Manno et al., 2003). Une
étude chez le lapin a permis de déterminer par RCA (replication center assay) qu’aprés une
injection intraveineuse, les particules infectieuses d’AAV ne sont présentent dans le liquide
séminal que durant les 4 jours suivant l'injection (Schuettrumpf et al., 2006). Pour ce qui en
est des injections intraoculaires (intravitréenne (IV) ou sous-rétinienne(ISR)), aucune trace
d’ADN du vecteur n'a été retrouvé dans les gonades chez le rat, le chien ou le primate aprés
IV de rAAV-2/2.CMV.gfp ou une ISR rAAV-2/2.CMV.gfp ou rAAV-2/4.CMV.gfp ou rAAV-
2/5.CMV.gfp (Provost et al., 2005). De méme chez le chien ou chez le primate apres une
ISR d’AAV-2/2.CAG.rpe65 (Jacobson et al., 2006a; Jacobson et al., 2006b).
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B : RESULTATS

Dans la premiére partie du manuscrit, nous avons abordé les différents aspects des
thérapies géniques, via des rAAV, envisageables pour les pathologies rétiniennes
néovasculaires ou héréditaires. Deux éventualités sont concevables pour le transfert de
génes dans la rétine : une thérapie génique de complémentation permettant I'apport de
facteurs neurotrophiques ou antiangiogéniques et une thérapie génique de substitution
essentiellement pour les dégénérescences rétiniennes héréditaires (Auricchio and Rolling,
2005). Il est nécessaire que ces deux modes de thérapie génique répondent a certains
critéres pour permettre de garantir le succes du traitement par thérapie génique. Dans cet
objectif, la stabilité de I'expression du transgéne est essentielle afin d'éviter les réinjections,
car dans un organe comme I'ceil ces réinjections peuvent étre a I'origine d’effets secondaires
handicapants (décollement de rétine, infection...). De méme, I'innocuité du traitement pour la
rétine, qui est un tissu fragile et complexe, doit étre garantie. Bien entendu, I'efficacité et la
sécurité du transfert de génes pour la rétine et I'individu sont des criteres nécessaires.

Ensuite, en fonction du type de thérapie génique, des critéres propres peuvent étre défini:
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- La thérapie génique de substitution implique que le transfert du transgéne assure la
restauration des proprietés de la protéine naturelle, en faisant que cette
« néoprotéine » soit fidele a la qualité de la protéine naturelle afin que le déficit
génétique soit corrigé.

- Lathérapie génique de complémentation qui apporte a la rétine une protéine absente
ou présente en faible quantité dans la rétine, nécessite la mise au point de systeme

de régulation afin de préserver I'intégrité rétinienne.

C’est pourquoi 'objectif de ce travail de thése a été d'évaluer ces différents points
gualitatifs, indispensables a la viabilité d’'un projet de thérapie génique pour des maladies

rétiniennes.

Dans cette premiére partie de thése, nos objectifs étaient de tester I'efficacité et la
stabilité du transfert de génes au moyen d'un vecteur AAV de sérotype 2, 4 et 5 dans la
rétine d’'animaux sains. Nous souhaitions évaluer l'innocuité pour la rétine du transfert du
transgene dans la cellule-cible. Afin de compléter, les études réalisées chez les rongeurs (Al
et al., 1996; Auricchio et al., 2001a; Rabinowitz et al., 2002; Surace et al., 2003), nous avons
réalisé ces évaluations chez le chien et le primate ou peu d’études avaient été réalisées
(Bennett et al., 1999; Bainbridge et al., 2003b). Pour cette étude, nous avons utilisé le
transgéne gfp sous le contréle du promoteur ubiquitaire CMV (Doll et al., 1996).

Dans la seconde partie de thése, nous avons évalué I'effet d’'une thérapie génique de
substitution dans un modele de dégénérescence rétinienne héréditaire. Le modéle utilisé est
le chien briard RPE65™, qui est un des modéles canins de 'amaurose congénitale de Leber.
L’objectif de ce travail était d’évaluer, pour le traitement de cette pathologie rétinienne dont
'anomalie est située au niveau de I'épithélium pigmentaire rétinien. le sérotype 4 de I'AAV,
qui cible spécifiquement les cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien. Contrairement aux
publications déja réalisées sur le sujet (Acland et al., 2001; Narfstrom et al., 2003a), nous
avons choisi d'utiliser dans la construction de la cassette du vecteur un promoteur spécifique

des cellules a cibler : le promoteur RPE65 (Boulanger et al., 2000).

Dans la troisieme partie du travail de thése, nous nous sommes focalisés sur la
régulation de I'expression d’'un transgéne dans la rétine au moyen d’'un vecteur AAV. Nous
avons opté pour le systétme de régulation TetOn dont l'induction est réalisée par
I'administration d'un antibiotique : la doxycycline. Ce systéme de régulation TetOn a été testé
au sein du laboratoire INSERM U649 pour la régulation de I'expression d’un transgéne dans

le muscle chez le macaque fascicularis (Favre et al., 2001; Chenuaud et al., 2004b). Notre
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objectif était d’évaluer I'efficacité et la stabilité de ce systéme de régulation pour le transfert

de géne dans la rétine chez le primate lors d’'inductions répétitives.
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Post-surgical assessment and long-term safety of recombinant Adeno-Associated Virus

(rAAV)-mediated gene transfer into the retina of dogs and primates
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= LABORATORY SCIEMCES

Postsurgical Assessment and Long-term Safety
of Recombinant Adeno-Associated Virus—Mediated
Gene Transfer Into the Retinas of Dogs and Primates

Guvlene Le Meur, MDY, Michel Weber, MDD, PhEE. Yarn Péréon, MD, Alexandig Mendes-Madedra, BS
Delphing Mivard, B, Jack-Yves Deschanps, DVM, Philippe Moudlicr, MD, PhDY, Falicane Rolling, FhD

Objective: 1o evaluate, in dogs and primates, the shor-
term eflects of subretinal injection and the salety of long-
term recombinant adeno-associated virus (rAAY )=
mediated transgene expression with respect 1o retinal
JII1:-I'|J|‘I':I]':I}:}' and lunction

Maethods: Subretinal delivery ol tAAY (serotvpe 24,
ot 3) was performed vnilaterally im 14 beagles and 9 ma-
caques. Postsurgledl condition was evaluated dunng o
2-month lollow-up study. Three dogs and | primate were
examined lor the long-term study. Green fuorescent pro-
tein expression was monitoted by Muorescent retinal tm-
wnng,. Retinal amatomy and lunction were assessed by an-
giography and electroretinography, respectively

Results: | ransgene expression was ohserved in 2060213
subretinally injected antmals (hoth with and withour vi-
trectomy ). We did net detectan |h||;il1:|1|u|1:-l'} response
i any al the 23 preated subjects. Inthe long-term study,
transgene expression was detected at the latest points
evaluated: 36 months for the cAAY-2-injected dog, 24
manths lor the pAAV-4 and rAAV-5 dogs, and more than
18 months for the rAAV-4—injected primate. Angiogr-

phy examinations were performed and showed no reni-
tlH-I. H!‘}I“rrll“l.l.l'“ﬁ. ['L'lll.i.'“u]!il] 'L"r'il]\lil[ll.l:li .‘|tI.I1WCIJ mor-
l.'II.i.I] I:'IA.'LIII I.III."|IIII.|KIJI1]||‘.' u|:||.|'.||:|.l IJIJi.' IL'.‘!EI(E'I'I.‘\L'!\ 1]!“.1 weie
similar to those of the noninjected contralateral eyes.

Conclusions: Subietinal injeciogn ol the PAAV vector in
dongs amad priates s a safe procedure with no perlopera-
tive complications and a high rate of seecesshul rennal gene
transfer. The retinal anatorny and funcion rematned un-
changed, despate persislent ransgene expression up o 36
months postinjection with tAAY-2, -4, or -5 Addition-
ally, we oh=erved no other adverse elfects, such as mwmon
lormation due o possible insertional mutagenes, These
short- and long-term studies on LAAY ransgene expres-
sion wsing large animals are encouraging lor the pros-
pects of ocular gene therapy applications in bemans

Clinical Relevance: [hew short- and leng-lerm siud-
Les on PAAY ransgene expression usang large animals are
encoutaging lor the prospects ol acular gene therapy ap-
plications in bumans
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JGHIFICANT FROGERESS 1M LN-
derstanding the molecular ba-
sis ol a vartety of retinal dis-
cases has |:|I:-:r||:|-:r1cd the
devels il -:|f|.t|.'m.' l|:|-:ru.|:l!,-'

approaches b treat these diseases
Adeno-associated virus type 2 (AAV-1)
&5 a human parvovirus that bas gained in-
cressing atlention because of Hs success-
ful pse, in many diflerent organsms, as a
gene transfer vector ™ The AAV-2 ge-
b consists of a 4. 7—kilo-base pair Ckbp)
sungle-strnded DNA miolecuke, which con-
sists of 2 open reading franes, rep (repli-
cation) and cap (capsid), Manked by 2
145-bp inverted erminal repeats. Recom-
Binant AAYV-2 (EAAY-2) vectars used for
gene therapy are derived from the wild-
ype virus I'J:r' |J.n'.'|n:ll.1'|}"‘ the eetire viral cod-
kng reglon (rep and cap) and replacing it
with a reporier or therapeutic gene More
recently, ¥ other tAAN serotypes (AAV-1,

-3 4, -5, -6, -7, and -8) have been solaed
and clomed ™

Recombinant AAV vectors are among
the most ellicient vehicles lor wreatment
ool retimal diseases because the '|II.I|J|:|I'I:'I.‘\. and
trensduction paterns of these vectors lead
1o eflicient and stable gene ransler in ren-
il pigment epithelial (RPE), photorecep-
tor, and ganglion cells ™" As a conse-
guence, an incresang number of sirategics
[k the molecular treatment ol retinal dis-
ease relbes on rAAY vectoms To date, tAAY-
mediated gene therapy studies have in-
volved gene transler 1o spontansous and
genetically engineeved animal models of
retinal diseases. The diseases thar have
been studied include neovascular dis-
eases (age-relaed macular degeneration,
diabetic tl.'llhupathy. and H.'ll.tlf.rp.i.l'lh'r' ol
prematurity) and retinal degenerative
diseases (retinkts pigmentosa and Leber
congenital amaurosis]. Lo rodents, sueces-

o
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ful treatenent of peovascularezation and retingd degenera-
tion has been demonstrated "™ In dogs, 2 stodies have
reported the restoration of viskon in a canine model of Lebes
cobgenitl amaurosis <= Although restotation ol vision
wits observed In some Briard dogs using AAV-2-
medated delivery of the canine RPESS gene, tAAN sero-
tvpes that Lead o exclusive tansgens expression in RPE,
such as rAAV-4." might be a benter candicate for sale and
stable long-term gene transfer in humans. As shown pre-
viously, PAAY-2 xid pAAY-5 are the most appropriale vec-
tors Lo tread petinad degeneration where ganglion cells or
photoreceptors are targeted =220 Alhough the sera-
peutic petential of these novel eAAV -mediated treatments
appesrs promasiag for retinal degenerative diseases, such
@ retinits pigmentosa or Leber congenital amanresis, ad-
dirbonal salety studies should be carelully conducted and
eviluated in lurge anbmals before proceeding 1o dinical ap-
plecation in humans. Evaluation of tAAV-medised gene
transder o the eyes of large anbmals i relevant w the fu-
wire clinical development of human applications. the ocu-
lar anatomy of Lirge animals 15 more similar o humans than
it of enher the mowse of the m Nonhubon prioges
poasess ocilas anatormie features virtally identbeal 1o those
of liwmans, Is coanponents are of similar propotion and
e reting pessesaes a macnla Also, the surgical proce-
dures for vector delivery and the amount of ijected vec-
1ot would be simblar in dogs and prioates o what s proe-
jected for use in bumans. Inaddinon, dogs or primates have
greater inmuanelogical and biological simikarity (o hu-
iains, which e crical i determining how well vectors are
tederated before clinacal triaks can proceed in humans.

In this report, we have evaluated the postsurgieal con-
dition and the long-term safery of rAAV-2, -4, and -5
mediated transgene expression with respect 1o retinal mor-
phiology and funetion in dogs and primates. Because direct
examization of the geeen Nuorescem protein {GFP} ex-
pression o the retina can be easily done on anesthetized
anbmals waing Musrescence lundus phatagraply, we used
vectors enceding for the GFP gene. Following o single
subretinal injection of either tAAV-2, 4, or -5, each car-
rying a eviomegalovieus prometer and green Muores-
cent protein (CMY glp) penome, we examined 3 dogs and
1 primate for up o 36 months. Green Muorescent jro-
1Ein EXPression in these anbmals was monitered |'.'|1_.- flua-
rescent retinl bagieg . The retimal morphalogy and luane-
o of these long-term ansgene expressing anils were
evaluated by angagraphy and elecroretinography {ERG ),
respectively

 EEETE5ERS

All rAAY veciors cammied o CMY glp cassette Hanked by the
AMN-Finveried wermimal repeats and encapsidated inan AAV-1,
=4, or -3 capsid, vielding cAAV-Z2CMY glp, rAAY-1S
4CMY plp. ar tAAY-LSCMV glp, respectively. The rAAW.
B2 rAAN LS anad tAANS 1S veciors were produced as pres
ously described.** The rAAV titer was determined by dot blat
and is expressed as veclor genomes (vg) per mulliier.™ The
wierswere 155 1011 vg'mil, 4 1012 vgfml, and 2% LO12 vig'mll
for rAAV-LE rAAY-2M4 and rAAV-L5, respectively

We pur:haul} the dogs (D1-D14] and macaques (Macl-
Macd) bram the Centre d'Elevage du Domaine des Souches (Mez-

illes, France h and trom BinPrm | Haziege, Framee), respecrively
All animalks were cared lar in sccordonce with the Association
lor Research in Vision and Ophthabmckogy (Rockoille, M } state-
ment about the we af animals in ophthalmic and vision re-
scarch. Subretimal injections were p-:rln:!n:m:d via a transvitreal
approach onder isellurane gas anesthesza as previowsly de-
scrbed ™ The protocal was approved by the Instiianonal Ani-
mal Care andd Use Commitice al the University ol Manies

We monitored the GFF expression m bive animals waih Hun-
rescence retimal imaging wsng a Canon UV retmal camera
[Lhentier 534, Saini-Ouen-lAumane, France) connecied o a
dipgital imaging system { Lhedsop b Win Sedvware, Lheritber SA0.
Wi exarmned the retinas at monthly intervals following mjec-
tion. Identical experomental conditions and parameters were
used for fluorescence fundus photography ai each pmni.

The pupils were dilated 20 munuies belore anesthesia with
l'rnplr:l.mldr tCiha Vision Faure, Sovariis Pharma 545, An-
nenay, France) and phenylephrine hydrochlorice (10% Meo-
symephrine, Movartis Pharma SA5). Animals were anestheizzed
a0 described earhier. Fluarescemn angiography and insdacyanine
green angingraphy were maged usang a Canon UYL retmal came-
era connected 10 a digital imaging system (Lhedioph Win Sali
ware}. We mijecied miravenously 0.1 mgkg of 10 [uorescein
sodiom solution { Ciha Vision Dphlh.l.lrnu:x. Blagnoc, France).
The photagraph sequence was started alter myection with the flun.
rescein exciter and harrier tilters in place antil dye ehimination
We mjected miravenonsly 0.5 mgleg of indocyanine green dye
linfracyanine, Lahoraioires SERE, Pans, France ). Lale-phase an-
programs were chtained 15 manuies alier injection

Retinal lunctinn was tested wwing stmultane ows hilateral flash
phatopc and scolopic ERG. We recorded ERGs in a stanclard-
ized shion, accordimg e International Saciety for Clinical Elec.
traphyssalagy ol Vision protocels.” using a compater-hased sys-
tem {Nenropack p MER-9102K; Nihan-Krhden, Toloeo, Japan)
and comtact lens electrodes IERGjet; Universa l‘l;ullqul:' 54 Le
Crétedu-Locle, Switzerland) . Bandpass filier cut-odl Irequen-
cies were | Hz and 100 Hz for all measuremenis, Analysis dme
was 100 milliseconds. The a-wave amplituce was measured lram
the haseline to the a-wave peal, and the b-wave amplitude was
mezured b the a-wave peak wo the bowave peak, whale licker
amplitude was measured peak o prak. Each uninjecied eye
served as an mira-individual contrel

— T

Subretinal debivery of eAAV serviypes -1, -4, or -5 en-
cading bt GEP was perlormed anilaterally in 14 beagles
(1-D14) and in 9 markgies ISlacl-Mact) (Takle 1)
Total volumes ol 60 pL 1o 100 pl ol vector were in-
jected into the vight eve of each animal. For all the dogs
inpected, s 44-gauge cannula was inserted through a scle-
totomy and advanced through the vireous, creating a
single retinotomy, belore injecting the vector, which
cavsed a retinal bleb. For D14, the retina did not detach
propecly dunng the subretinal injection, and therefore
ner ransgene expression cowbd be detected. Inall ather
dogs treated (13 [935%]), we made the [ollowing ohser-
vallons: retinas spontanesusly Oattened by 24 o 48 hours
postinjection, no nflammatory response was detected by
[undus photography within 2 months postnjection, and
transgene expression was ohaerved by live Nuorescence
Laging within 1 week, persisting to the Last paint Two
primates (Macl and Mac2) were injecied wsing the same
transvitreal approach. For both macagues, the reting ve-
antached as soon as the cannula was removed, resuling

LAEFRINTET ARCH OPFHTEALLOL VO 119, AFE 1N

Fm

WY ARTHOPITHALMOL C0M

22005 Amerbcan Medical Assectation. All rights reserved.

105



Table 1. Pestsurglcal Morbidity Following Subretinal Injection of rAAY Wectors

Breed {Dags) Pars Piana Mg 2 Clinigal Signs ol Transgene
Aaimal Subject ar Spacies |Primates) Vilresinmy Pracadure, y Iniraacalar flammatiza Exprasziza
01 thrgagh M3 Banla K 12 Hima Yau
o4 Beagle Ko 2 Nme K
Maci Marace fasgivalany W HA HNone R
Mazd U fzciewse K WA None W
Tec3 through Mach M Bschs Yag L0 Noma Yag

Abbrriatons: KA, nol avalahl; rARY, recomb inant asana-associaiid vinie

i the veclor suspension bang immediately released o
thie vitreous, As expected, primates Macl and Mac2 never
displayed transgene expression. For the ¥ other ma-
cagques (Moc3-Macd), in which a vitrectomy was per-
lormed before subretinel injection, retinas spontane-
ausly fattened by 24 10 48 hours pestinjection, o
inflammatory response was detected, and transgene ex-
pression was observed. Ioall successfully injected reti-
tas, the transduced ares seen h:.- live [eorescence inueg-
ing matched exactly the retinal detschment created by
the injection The GFF expression gradually increased
aver tine o teach a maximal level ar approximately 60
days postnjecuon.' Although most of the anbmals ex-
pressing GFF were killed for histology and biodisiribu-
v stadies, degs D4, D5, and D6 and macagque Macs
were kept lor the long-1eem sty

LOMG-TERM ASSESSMENT
OF TRAMNSGENE EXPRESSIOMN
BY FUNDUS FLUORESCENT PHOTOGRAFHY

Subretinal injection of rAAV-L2CMY glp, tAAV-L/
4CMY.glp, anud tAAN-ZSCMY glp was perlommed within
the taperal retines of dogs D4, 15, and D6, respectively

We chose the tapetal reting because RPE cells are not pig-
mented in this reglon. In Mach, we performed the sub-
reiial injection ol tAAY-Z4CMY glp owside the maculy
We monitored retinal morphology amd GEP expressaon
with color [undus pimlngraph-. [sst g b 36 months (4],
24 months (D5, Dé), or 18 months (Mach) (Figure 1)

Noticeably, when compared with live fluorescent imag-
ing ebtained in the dog treated with rtAAV-24CMY gip,
the GEP signal was less intense o primate Mac5, This
result 15 noa htl]ﬁﬂhi.l:g because in [rimales, RPE cells are
strongly pigmented, resulting in partial Nuorescence
guenching. The GFP expression levels in the retinas of
the 3 dogs and the primate rematned remarkably stable
duiring the fespective monklofing perbods

LONG-TERM EVALUATION OF RETINAL
MORPHOLOGY BY ANGIOGRAPHY

ler clinbeally monior eventual chonoretinal alterations
due o rAAV-medinred ]IJ:I'IH.-IL‘ 1 LFARSREne expression,
wie performed anglogriphies in the dogs and in the pri-
mate at different points after vector sdministration. As
pt:'.-luu:f'r' t‘epurluﬂ. hy I‘.!I:.I'ﬂl.'ltr]‘l.‘h-l."'l.':lll.'l.' ar ]l:f'pul'fuurn-
cence detected by Duerescein and indocyanine green an-
glograme, respectively, is a sign ol anatomical abnor-
malities such as RPE or choroldal atrophies e [ dugs,

the presence of the tapem lucidum in the reting pre-
venls any interpretaion of indocyanine green anglo-
grams; thevefore, we perlormed only Ouorescein angi-
ograply. Mo aboormalities were detected o Nworescein
anglograms, as shown o the posterior lundus color prho-
tographs when 36 months postinjection lor dog D4 and
24 momths postisjec ton for dogs D5 and D6 (Figure 2.
In the 3 dogs, the transduced retinas had normal angio-
gravms, except for the presence ol o hyperlluorescem dot
catsed by a window defect at the needle intrusion site
lor diog D4 In the |.'|r.rg:|. D4 and Dé, which Both pre-
sented ]llgh levels of GFE EXPIERSION, the GFP Muoees-
cent signal became visible during the late phase of the
anglogram becawse the uoreseein was gradually elimi-
pakted From the retinal and choroidal vasealatuee. This
result was expected because the Muorescein and GFP have
the same excitation and emission wavelengths. 1a the pri-
mmate treated with tAAV-D4CMY glp, the posterior fun-
dus wis normal ar LB months pestinjection, and we sh-
setved b abpormalivies i the Duorescein and indocyaniae
presi anglograins (Flgure 3). Simila o dog D4, the hy-
perluctescent dot, o windew delectar the igection site,
15 wisible on the Nuorescein angiogram. Together, these
resules indicate that long-term rAAV-mediated expres-
sion of a transgene i subretinally inpected eves does no
aleer retinal morphology

LOMG-TERM ASSESSMEMNT
OF RETINAL FUNCTION
BY FULL-FIELD BILATERAL FLASH ERG

The effect of loag-term thinsgene expression kllowing sul-
retinal delivery of eAAY vectors on global retinal lunc-
tien in dogs was evaluated using flash photopie and sco-
topic ERG, The same investigator (G L) recorded the ERGs
in & standardized Bshion up o 36 months pestinjection
for dog D4, 24 manths postingection for dogs [F and D,
anad LB months postinjection for prmate Macs, Mormal
prasterns of ERCoamplinedes were elicied in both the weated
anad wntreated eyes of all 4 animals studied. The ERG re-
cordings of D4 and MaceS are shivwn i Figure 8. The sum-
mary of the ERG responses i the 3 treated diogs are re-
ported s mean s-wave and bwave amplitudes for each
stimiulus, rod ERG, ERG max, cone ERG, and Moker
(Table 2} The ERG findings support the conclusion that
ol rod and cone funcions in dogs and primates are
preserved for up o 36 months alier efflicient rAAV-
mediated gene ransfer and inthe face of connnuwal trans-
BETIE EXPEssinn.
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It nheks study, we have lownd that subretinal rAAY deliy
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From the perspective ol gene therapeutics, we con-
sidet i essential 1o assess clinecally the morphology of the
reting 1o evaluate any possible adverse effects of long-
term gene transfer. To this end, we perlormed Mueres
cein or indocyanine angiography inall the antmals and de-
tected no abnormalivies or lesions. A recent siudy on rAAN-
2 gip-mediated gene transler o the canine retbna reporied
that 2 ol the & subretimally inpected animals developed a
delaved-onser intraccular |.|1f|.1|.|1||1.|I-::|'| response 4 Lo 6
weeehs folloswing vector delivery. ™ Similarly, inasiudy wesr-

ing gene replacenment therapy wsing AAY-L2-mediated de
livery of a canine RPEES gene into the retinas of Briard dogs
affected by Leber congenital smaurosks * weettls devel-
oped i T5% of the eves treated with tAAV-Lrped5. Inboth
cases, Lhe inflammation response wis attributed either
the presence of a contaminant in the veclor preparation
oF W an imamune response Lo the expressed lorelgn pro-
ek (GFF or RPEAS). Meither ol these suudies climically
assessed the retimas using angiegraphy. It = known tha
during early stages of posterior uveltis, RPE may show [o-
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cal areas of damage or may undergo arophy, both de-
tected by anglograply ! Therefore, clinical sssessments
of the rennal morphology over the wansduced area i hese
2 enhons of dogs would have been ol inestumable value
1o the field. Anglography exambnations in dogs and pri-
wates ape essential for any prechinleal evalwation of reti-
al gene thenipies

Few studies have assessed the functional effecrs of tAAY
veelor delivery 1o the retina in normal anmals. We found
that rtAAV-2, -4, ot -3 transduced eves expressing the trins-
gene forseveral vears all bud inice recinal function. Mo ERG
evidence of woxic effects was detected over the 36-month
petwd Lot dog D4, ever the 24-month perlod lor dog D5
arr gy D, i wover thee 18-anenh period for prirae Macs
These hndings are conststent with a study where normal
ERG phertoresponses were observied 4 months alter the ad-
mumsteation of eAAY-2 gl i 3 of 4 primates. ! However,
oer clata contrast with a study nowhich a significant re-
duction i global retinal lunction was observed a1 8 weeks
Tolloawing subretinad delivery of tAAY- 2 glp in normal dogs ™
Assessing the function of the transduced pai of the retina
wsing mulifocal ERGSs would e the most accurate evala-
ation method. However, becavse animalbs are wnable 1o lx
thetr gaze on command as humans can, this examination

15 Lar more complicated than i bumans, As a vesuln in ani-
tmals, mulifocal ERG recondings require sinsultaneous scan-
ning-Laser opfuhalmoscope simulation

A few vears ago, a disturbing finding in an pAAV-L
J-medisted gene therapy experiment using a maotse model
of the ]:r'.id:li.tlrllul SICrrgle diseise nml.'upul:,-sdl.ch;l.tldﬂhls
VIL I:rl_gj'ctu] the [R340H E]lr!ra.!:l}' CEHTUmLUELLY Lo reevaluare
the salery ol these vectors. Inthis siudy, some of the mice
intravenouwsly infected with the AAV-HT vector devel-
oped hepatocellular carcinoma a8 months after vector
adiminsieanion ' Results foom quantiinve polymercase
chatn reaction performed on the tumor samples could
ned determine U the tumors identified i these mice were
a consequence of the rAAY reatment. ™ This observa-
tiern highlighted the aeed for long-term studies de-
signed 1o address the wmorigenic potennial of rAAY-
hased gene transfer vectors.

In sumimary, we have lound that the subretinal injec-
tion of PAAY 18 4 sale procedure that leads w efficient
pene transfer in dogs and primates. We have shown the
persistence ol transgene expressson over several years lal-
lowing the administration of rAAV-2, -4, or -5 and have
[urther found no pathological effect on retinal anatomy
or funcoon. Our lindings swpport the [unher develop-
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ment ol tAAY serotypes 2, 4, and 5 for the clinical ap-
plication of retinal gene therapy.
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|. DISCUSSION DU PREMIER ARTICLE

Le but de ce premier travail a été I'évaluation ophtalmologique post-chirurgicale suite a
une injection sous-rétinienne d'un vecteur AAV ainsi que I'évaluation de la sécurité a long
terme lors de I'expression d’un transgeéne via un vecteur AAV de sérotype 2, 4 ou 5 dans la
rétine de chien et de primate non-humain. Apres une injection unique d'un vecteur AAV de
sérotype 2, 4 ou 5 portant le transgene gfp sous le contréle du promoteur CMV, I'expression
du transgéne dans la rétine a été stable plus de 36 mois chez 3 chiens et un primate.
Aucune altération rétinienne n'a été mise en évidence lors des angiographies a la
fluorescéine ou au vert d'indocyanine. De méme, aucune altération de la fonction rétinienne
n'a été démontrée lors des tests électrorétinographigues suite a ce transfert de géne chez

les 4 animaux.

1.1. Efficacité et stabilité du transfert de genes dans la rétine via un vecteur AAV

Comme nous l'avons évoqué dans le chapitre V de la premiére partie dédiée au
tropisme des vecteurs AAV, il existe plusieurs types d’injections intraoculaires. En ce qui
concerne le transfert de génes dans la rétine deux types d’injections sont envisageables :
l'injection intravitréenne et I'injection sous-rétinienne. L'injection intravitréenne, au cours de
laquelle le vecteur est déposé dans la cavité vitréenne, permet notamment avec l'utilisation
d'un vecteur AAV2/2.CMV.gfp, la transduction des cellules ganglionnaires chez les souris et
les chiens (Dudus et al., 1999). L'injection sous-rétinienne, réalisée par voie transclérale
chez les souris et les rats et par voie transvitréenne chez les animaux de plus grandes
tailles, permet de transduire les cellules rétiniennes des couches internes de la rétine. Les
types cellulaires transduits varient en fonction des sérotypes d’AAV injectés. Chez le rat, les
vecteurs AAV de sérotype 2 transduisent les cellules de 'EPR et les photorécepteurs aprés
une injection sous-rétinienne (Rabinowitz et al., 2002). Le sérotype 4 permet une
transduction exclusive des cellules de I'EPR dans la rétine de rat, de chien et de primate
aprés une injection sous-rétinienne (Weber et al., 2003). Dans la rétine de souris aprés une
injection sous-rétinienne, le vecteur AAV2/5.CMV.gfp permet une transduction efficace des
photorécepteurs et des cellules de I'épithélium pigmentaire (Auricchio et al., 2001a; Yang et

al., 2002). Chez les gros animaux, les injections sous-rétiniennes sont réalisées avec ou
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sans vitrectomie en fonction des équipes (Bennett et al., 1999; Bainbridge et al., 2003b;
Weber et al., 2003). Dans le laboratoire INSERM U649, plusieurs tests non publiés nous ont
permis de mettre au point une stratégie concernant la conduite chirurgicale a tenir. Nous
réalisons une vitrectomie chez le primate car sinon le décollement sous-rétinien est fugace
avec un reapplatissement de ce décollement sous-rétinien quelques minutes apres la
chirurgie. Cette fugacité ne permet pas un transfert de gene correct, car le temps de contact
du vecteur avec les cellules cibles est alors trop court, les particules de vecteurs ne peuvent
pas rentrer dans les cellules cibles. Chez les jeunes chiots, qui ont un vitré dense, a cause
de leur jeune age, nous utilisons la méme procédure chirurgicale d'injection sous-rétinienne

avec vitrectomie.

Pour ce travail sur la stabilité du transfert de gene, le choix du modele animal a été
essentiel. En effet, un des buts de la thérapie génique est notamment d’éviter les injections
itératives réalisées actuellement, par exemple lors de traitements antiVEGF (Macugen®,
Avastin®, Lucentis®) dans le cadre de pathologies rétiniennes néovasculaires (Bashshur et
al., 2006; Heier et al., 2006; Tobin, 2006). Par conséquent, il est préférable que I'efficacité de
ce traitement par thérapie génigue soit stable dans le temps. Il est donc nécessaire de
s’assurer que le transfert de géne est stable a long terme chez des animaux qui ont une
espérance de vie suffisante. Afin d’atteindre cet objectif, les études chez le chien et le
primate sont intéressantes car I'espérance de vie de ces animaux est plus longue que celle
des rongeurs, ce qui permet de réaliser des études avec un recul d’évaluation du transfert de
gene bien plus grand que dans les études chez les rongeurs. De plus chez ces gros
animaux, I'abord chirurgical pour réaliser les administrations intra-oculaires des vecteurs est
guasi identique a I'abord chirurgical a employer chez 'homme : injection sous-rétinienne par
voie transvitréenne. Mais encore, les gros animaux type chiens-primates ont une immunité
plus complexe que les rongeurs, ce qui permet de tester la thérapie génique dans des
conditions les plus proches des futures conditions de protocole d’essai clinique. Et enfin, la
taille de I'ceil de tels animaux se rapproche de celle de 'lhomme (Osuobeni and Hamidzada,
1999; Goyal et al., 2003). C’est pourquoi, la dose de vecteur utilisé se rapproche de celle qui
serait nécessaire d’administrer & ’'homme pour espérer un effet thérapeutique et par voie de
conséquence, les études sur la biosécurité, sur la diffusion du vecteur semble plus adaptées
chez ces animaux de grande taille. Ces études a long terme chez les gros animaux ont un
autre avantage : elles permettent d’évaluer I'apparition d’'une éventuelle pathologie tumorale

secondaire au transfert de géne.
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Les chiens de cette premiére étude étaient 4gés de plus de 2 ans au moment de
l'injection sous-rétinienne. C’est pourquoi, ces chiens n'‘ont pas eu de vitrectomie avant
l'injection sous-rétinienne. Par contre, une vitrectomie a été réalisée chez le primate Mac 5
avant I'injection sous-rétinienne. Dans la Figure 1 du premier article, le transfert du géne gfp,
suite a l'injection sous-rétinienne d’'un vecteur dérivé d’'un AAV, est stable. Le recul d’'une
expression stable et efficace du transgéne gfp est actuellement de plus 5 ans chez le chien
D4 injecté avec un sérotype 2 (AAV2.CMV.gfp), de plus de 4 ans chez le chien D5 et chez le
primate Mac 5 injectés tous les deux avec un sérotype 4 (AAV4.CMV.gfp) (Figure 14).
Comme on peut le remarquer sur cette figure complémentaire numéro 14, il y a une variation
dans l'intensité du signal GFP lors des derniers time-points. La GFP est une protéine qui est
excitée par des lumiéres d’ondes d’environ 475 nm puis qui émet une lumiére a 509 nm.
Pour la détection du signal GFP, nous utilisons un angiographe numérisé, en utilisant le filtre
barrier/exciter de I'angiographe qui diffuse une lumiére d’excitation adéquate a 470 nm puis
qui capte la lumiére d’émission diffusée par le signal GFP aprés I'excitation de cette GFP. Ce
signal GFP nous est alors redistribué sur un moniteur aprés analyse par le logiciel ledioph
qui dirige I'angiographe numérisé. Avant la réalisation des derniers clichés funduscopiques
de cette figure complémentaire, nous avons adopté la nouvelle version du logiciel ledioph,
qui permet I'analyse et I'enregistrement des données captées par I'appareil angiographique.
Malgré nos réglages, il persiste une différence entre le signal GFP détecté par I'angiographe
et le signal GFP enregistré par lI'angiographe. Car lorsque le fond d'ceil est regardé
directement dans I'angiographe avec les filtres sans analyse par le logiciel ledioph, nous ne
pergevons pas de diminution du signal GFP. Par contre, une diminution de la force du signal
GFP apparait lors d’'une prise de cliché photographique avec utilisation de la derniere
version du logiciel Ledioph qui gere I'analyse des photographies prises par I'angiographe.
Cette modification de logiciel rend la plaquette de suivi du signal GFP moins expressive.
Toutefois, cette étude sur la stabilité de I'expression du transgéne gfp dans la rétine aprés
transfert de géne via un vecteur AAV est I'étude qui chez des gros animaux a été menée a
plus long terme. Auparavant, une stabilité de I'expression de ce transgéne gfp via un AAV2
avait été montrée a 1 an dans la rétine de primate (Bennett et al., 1999) et a 6 mois dans la
rétine de chiens (Bainbridge et al., 2003b).
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Résultats complémentaires ( 1)
Figure 14: Suivi de la fluorescence rétinienne, suite & une injection sous-rétinienne d un
vecteur codant pour le transgéne gfp, par des photographies du fond d'eil réalisées &
différents temps post-injection chez deux chiens et un primate: le chien D4 a éid injevté par un
AAVLZCMVY g, le chien D3 par un AAVZACMY gfr et le primate MucS par un AAVZE.CMY i,
Mmpi. mois post-injection.
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1.2. Innocuité du transfert de génes dans la rétine

L'autre intérét de cet article a été de s'intéresser a I'effet de la chirurgie sur la rétine et
a l'effet du transfert de génes, via un vecteur AAV, a long terme sur la rétine. Comme I'ceil
est systéme optique qui posséde des milieux transparents, I'examen, in vivo, de la rétine a
été possible par application aux études de thérapie génigue de systémes d’examens propres
a I'ophtalmologie. Le systeme visuel étant un systeme complexe notamment la rétine, qui est
constituée de 10 couches de cellules neuronales différentes, il a fallu s’assurer que ces
cellules neuronales n’avaient pas perdu leurs interactions apres une injection sous-rétinienne

ou apres une longue expression d’un transgeéene.

La meilleure compréhension des événements électriques qui surviennent dans la rétine
lors de la phototransduction a permis le développement de I'électrorétinographie clinique
(ERG) dés 1933 (Granit, 1933). La technique a été, petit a petit, améliorée notamment grace
aux progres informatiques avec l'apparition dans les années 1990 de protocoles de
stimulations lumineuses et d’enregistrements des ERGs afin de pouvoir avoir dans le monde
des résultats plus facilement comparatifs. Cette standardisation est liée au travail d’'un
comité qui a mis en place des recommandations internationales d’examens:
recommandations de I'ISCEV (International Society of Clinical Electrophysiology for Vision)
(Marmor and Zrenner, 1998). C'est ce protocole clinique d’examens qui a été suivi pour les
travaux de cette thése. L'ERG enregistre 'activité électrique émise par la rétine aprés une
stimulation lumineuse. L'enregistrement fait apparaitre une courbe avec différents pics (onde
a, onde b, onde ¢ onde d, potentiels oscillatoires) qui représentent I'activité électrique de
différentes cellules rétiniennes. L'onde a, représente I'activité des photorécepteurs, l'onde b
représente I'activité des couches internes de la rétine notamment celle des cellules de Miiller
(Newman and Odette, 1984). L'onde c, n'est pas toujours visible en fonction de la
stimulation lumineuse choisie, son origine serait les cellules de I'épithélium pigmentaire et les
cellules de Miiller. Cette onde est surtout visible dans les rétines ou la présence de
batonnets est grande, L'onde d, quant a elle, représente I'inactivation (réponse OFF) des
photorécepteurs (cones) et des cellules de Muller (Sieving, 1993). Cette onde d est surtout
visible dans les cellules & fortes concentrations de cbnes. Les potentiels oscillatoires
représentent l'activité des cellules
amacrines,100000000000000000000000O0000O00OO00DOO0OOOOO0DOOOOO
000ooood
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O00000L'onde b représente 'onde la plus
étudiée 100 00000D00O0OOOOOO0OO0ODOO0DOO00O0O00DO00O0O0O0ODOO0O0OO

O00000000000000000000000 de I'ERG car c’est la plus facile & enregistrer et la
plus ample. Mais aussi car c’est 'onde la plus sensible qui a un seuil de réponse trés bas.
C’est pourquoi dans les études de thérapie génique, c’est surtout 'onde b qui est analysée.
Dans le tableau 2 du premier article sont mentionnées les amplitudes des ondes a et b dans
les différentes conditions de stimulations lumineuses recommandées par I'ISCEV. Lorsque
I'on compare les réponses obtenues dans les yeux injectés par les vecteurs AAV2/2-CMV-
gfp ou AAV2/4-CMV-gfp ou AAV2/5-CMV-gfp, il n'y a pas de différences avec les réponses
obtenues dans les yeux non-injectés. Ceci montre, qu'aprés une injection sous-rétinienne,
une fois que la rétine est réappliquée, les connections rétiniennes et intrarétiniennes se font
a nouveau correctement. Le transfert du géne gfp et de ces éléments de régulation dans les
photorécepteurs et les cellules de I'épithélium pigmentaires pour les sérotypes 2 et 5 et dans
les cellules de 'EPR pour le sérotype 4 n'ont pas effet délétéres sur I'activité électrique
rétinienne. Bainbridge et al, dans une étude similaire, ont noté une différence d’amplitudes
des I'onde b entre les yeux ayant bénéficié du traitement par thérapie génique par le méme
AAV2/2.CMV.gfp et les yeux contrGles (Bainbridge et al., 2003b). Le protocole d’examen
utilisé pour I'ERG, dans l'étude de Bainbridge, n'est pas le méme: lintensité des
stimulations lumineuses est progressivement augmentée en condition photopique, ce qui
differe du protocole de I'ISCEV. Cette différence d’enregistrement peut expliquer que nous
ne sommes pas arrivés aux mémes conclusions. Une seconde explication peut venir du
volume de vecteur injecté. Dans notre étude, les volumes étaient compris entre 60 et 100 uL
alors que dans I'étude de Bainbridge ils étaient compris entre 200 et 400 uL (Bainbridge et
al., 2003b). La zone rétinienne décollée a donc été plus importante or il a été montré qu’une
rétine présente rapidement une décroissance de 'ERG en peropératoire lors du décollement
(Hisatomi et al., 2002). De plus, méme apreés la réapplication de la rétine, une amplitude plus
faible de 'ERG peut persister si la zone de rétine qui a été décollée est grande (Kim et al.,
1996; Luke et al., 2001). Ces parametres peuvent expliquer la différence entre nos 2 études.
Néanmoins, dans une étude chez le primate, aucune différence entre les amplitudes d’ERG
enregistrées au niveau des yeux injectés avec un AAV2/2-CMV-gfp et les amplitudes
enregistrées au niveau des yeux non injectés n'a été mises en évidence 1 an aprés la

chirurgie (Bennett et al., 1999).
Au cours de notre travail, nous avons étudié, in vivo, la structure rétinienne par deux
types d’angiographies qui utilisent un colorant différent. La premiere est I'angiographie a la

fluorescéine. Elle a été développée dans les années 1970 et est actuellement une technique
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de routine en ophtalmologie. Elle utilise un colorant : le fluorescéinate de sodium qui a la
propriété d’'étre fluorescent lorsqu’il est excité par une longueur d’onde se situant entre 465
et 470 nm. Ce colorant, une fois excité, émet un signal qui peut étre capté par le méme
appareil qui réalise de facon conjointe les excitations lumineuses, la captation du signal émis
par le colorant excité et la prise de photographies du fond d'ceil (= I'angiographe). Ce
colorant apres injection par voie intraveineuse va se lier pour 80% aux protéines
plasmatiques. Les 20% qui restent libres vont pouvoir diffuser dans le tissu rétinien aprés
leur passage dans les vaisseaux rétiniens. L'analyse des séquences angiographiques apres
I'injection du colorant permet de détecter des anomalies de la circulation choroidienne, de la
rétine et du nerf optique. Le second type d’angiographie est I'angiographie infrarouge au vert
d’'indocyanine, le vert d'indocyanine est le nom du colorant utilisé. Elle a été utilisée dans ce
premier travail de thése chez le primate afin d'étudier la vascularisation choroidienne.
Récemment le développement d’angiographes numérisés CCD (Charge Couple Device)
ainsi que la possibilité de production de vert d'indocyanine sans iode a permis le
développement de cette technique surtout utilisée en clinique pour la caractérisation des
néovaisseaux dans les dégénérescences maculaires liées a I'age (Guyer et al.,, 1992).
Contrairement a la fluorescéine, le vert d'indocyanine utilisé pour cet examen se fixe
totalement aux protéines plasmatiques, ce qui explique la faible diffusion aux travers des
tissus rétiniens. Cet examen permet I'étude plus précise de la choroide. C'est la premiére
étude évaluant le transfert de génes qui a utilisé ces techniques d’évaluation clinique de la
rétine. L’emploi des angiographies afin de connaitre les effets du transfert de génes sur la
rétine ou les conséquences de ce transfert de génes est une originalité de cet article.
Pourtant, lorsque le traitement par thérapie génique chez 'homme aura été réalisé, il faudra
pouvoir faire un parallele entre les signes observés chez I'homme et ceux qui étaient
préalablement présents lors des études chez les animaux. Dans les figures 2 et 3 de ce
premier article, nous avons montré que seul le site de rétinotomie, qui permet Il'injection
sous-rétinienne, apparait sous la forme d'un effet fenétre (Iésion hyperfluorescente) du fait
d'une altération probable de I'épithélium pigmentaire rétinien au niveau du site de pigQre
dans la rétine. Le reste de la zone rétinienne décollée lors de l'injection sous-rétinienne des
différents vecteurs ne présente pas de signes angiographiques particuliers. Le transfert de
géne gfp via les vecteurs AAV2/2-CMV-gfp ou AAV2/4-CMV-gfp ou AAV2/5-CMV-gfp ne

modifie pas les séquences angiographiques
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Restoration of vision in RPE65 null mutation dogs using an AAV serotype 4 vector that

specifically targets the retinal pigmented epithelium
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Mumipedlier, Frinoe

Fravious studies have tested gene replacemend therapy i
RFESS-deficlent doge using recombinant adeno-associated
wirus 22 (rAAVE2E), -21 or -5 mediated delvery of the
RPEES gane. They all documented restoration of dark- Gmd
Maht-adapted slaciroratinography responses and improved
papchophysical oufcomes. Use of a specific APESS promoter
amd a rAAl weclor thal largels fransgens axpression
specifically fo the APE may, howsver, provide a safer sefing
for the long-tarm therapeuwtic expression of APESS. Sub-
ratingl Infection of rAALVE pseudolyped with senolype 4
(FAAVEM) specificaly fargets the APE. Tha pupase of ouwr
shudy was fo avalugte a AAV2Y vector carring a human
RFPESScONA dnven by & hwman RPESS promoter, for the
ability to restors vislon b APEES © purebred Bnard dogs
and to assess the salety of gene fransfer with respect fo
ratingl morphoiogy and function. AAVEY and rAALRE
vectors confafning similar human APESS promofer smd
cMNA cassettas ware gensraled and saminstared subratin-

aily In sight affected dogs, ages 8-30 months (n= & with
rAAVEM, n= 2 with FAAVZE). Although fuoresceln anglo-
graphy and optical coherence fomography examinagtions
dizplayed retinal abnormalities & treafed retings, slectro-
physiofogical anaiyais demonsirated that restorafion of rod
and coma phofaraceplor funchion atared as soon as 15 days
pos-njechion, reaching maximal funchion at 3 months posi-
Infection, and remaiming sfable thersaffar n all animals
treafad &f 8—-11 monthe of age. As assessed by the abifty of
these amimals fo svoud obstacles in both dim and normal
Mht, funcional wiaion was restored in the frealed sye.
wharegs the wnreated confralsteral aye served 55 &an
intermal condrol. The dog treated at a later age (30 months)
did nof recover ratinal function or wvision, suggesing that
there might be & therapsutc window for the successiw
treafment of RFERS  dogs by gene raplacement therapy.
Gena Therapy advance anline publcetion, 5 October 2008
dol:10.1038/s]_ gl 3300881
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Introduction

Inherited retinal dystrophies are a heterogeneous group
of dizorders that nearly always share one eritical feature,
degeneration of photoreceptoes. Retinal dystrophies often
lead o blindness and cursently there are no effective
treatments. The most common  rebinal d}'ﬁlnrp]n_l.-' s
retinibis pigmentosa (RF), affecting EPPTIIKLI!'lfll.IL'l.lf' Hiddn
individuals i France " Onset of RP s charactenized by a
severe night blindness, followed by a progressve
constriction of the peripheral visual fields, and fnally
by central vision impatrment, resulting in total blindness.

Leber tLlﬂHﬂnLI::ﬂ amatrosis (LCA) s a H]JECLTJ\:‘ lypu af
retinal d_',-ﬂl:rl.l]:lhy, miore severe than KPP and EL'H]JI.IE'L‘-II'_"]U
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for dnfantile blindness. This congenital blindness has
a worldwide [Jn."-;.'lli.-qlrul.- of three i 100 000 newborns
and affects 1000-2000 children in France. LOCA was first
desernbed 10 15649 b'_g,- a German |IE>'|1|:|:L.1]m::'|LrHL'|-L Tlhess-
det Leber. His onginal deseeiption i still used today and
includes the following features: severe visual loss at or
near birth, wandering nystagmus, amaurobic pupils and
a pigmentary retinopathy. Non-detectable or a severely
reduced electroretinegram is alse recognized as an
important diagnestie feature” Thepe are now etght genes
idenbfied, whose mutatbons cause LA S These genes
are all expressed preferentially o the photoreceptor cells
or in the retinal pigment epathelium (RPE). In photo-
receplors, these genes encode enzymes of the photo-
transduction cascade, photoreceptor-specific structural
[}mh'um oE l:ra.nncrlpl:mn factors. In the RPE, LCA-
asaoctabed genes encode protedns fnvoelved o vikamin A
{all-#rmns refanolp |!|'.|.-L1|'_'<:IEH:||L andd rui.':.-l."]l.ng af relinods
betwesn [.'}'lﬂ.ll:l.r:rl.-{:i:].'ll:l.lr.": and EPE (vasual L"y{:l.ufl. A recent
Rtudll.-' n.'[_'ulrl.q.'d @ L‘I.rlh[.':-rr.'hunn:l'u-u mutatwnal anul}'m.‘c
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of all the known genes in 179 unrelated patients. Account-  Ragylts
ing for most cases was GUCY2D (21 2%}, followed by
CEB1 (10%), RPE&S (6.1%), RPGRIM {4.5%), AIFL1 Subretinal infection of AAVE/4. hrpess and
(34%), TULP1 (1L7%) and CRX 0.6%)" Extrapolating  AAVEZ hrpedS in APESS * Briard dogs
fromm this report, one can then estimate that 10200 LCA We have produced an AAV2 backbone contalning a
patients in France are carrving a mutation i the RPEES human RPERScDNA gene driven by a human RPEeS
gene, Currently, there are no effective treatments for promoter. The RPEﬁScBNA was placed under the contral
these disorders and gene therapy offers an attractive  of a 16 kb feagment of it natural promoter in order to
approach to treatment. Recombinant adeno-assocated  minimize ectopic expression of the transgene. The AAVZ
virus 2 (rAAVZ) vectors are among the most efficent  backbone containing the therapeutic construct (hrpes5)
gene delivery vehicles for treatment of retinal diseases, was packaged as elther rAAVE/2 or rAAV2 /Y
as the tropisms and transduction patterns of these A todal of pne affected purebred Brards (AT-A%)
vectors lead to effictent and stable gene transfer in were anpected  subrebinally within the  tapetal  retina,
RPE, photoreceptor and for ganglon cells” Since the The first six affected Brards (Al-AS) were  treated
discovery of AAVZ, over 100 AAV solates have been  with AAVZ/LhrpetS, whereas AT, A8 were mijeded with
described and more than 10 cloned for development as. AAVZ/Zhrpess (Table 11 An affected Briard (A% was
gene therapy vectors, ™ injected with vehicle alone, ko serve as a negabive control.
RPE&S is an abundant protein in the RPE and 45 In all smmals, only one eve was treated, with the
associated with the microaomal membrane ™ It plays an  contralateral eye servng as an internal contrel  for
esgsential role in vikimin A metabolism and i8 necessary ophthalmic examination and vision besting. Based on our
for the synthesis of the visual pigment chromophore  provious experience with subretinal injection in ii::ﬁl and
11-cis retinal ' Two recent studies have identified RPESS  prmatbes,™™ our intbal alm was o igect d0-500 pl of
as the somerase that efficlently generates 11-cs retingl  vedor suspension into each treated reting. We observed
from all-trans retinyl ester” 2 A number of mutations that i contrast b normal retinas, the retinal detachment, or
in the RPERS gene are assoclabed with inherited retinal bleb, created during subretinal injections in RPESS ™ dogs
d}lg.l:ruph:ﬁ i humang™ " and 0 d;:ﬁg_"‘-'r was not reproducible i all animals, and was hkely due to
The fact that there are elose similarities bebween mdividual varation i retinal adbeston, The amount of
humans and dogs, in terms of the clinical charactenstics. vector ingected therefore vared from 150 to 500 ul.
of disease resulbing from RPESS gene mutabions, make
the RPEAS " Briard a valuable model for the evaluation
of gene replacement therapy Twe groups have now Evalvation of retinal morphalogy after subretinal
orted restoration of vislon i beagle-Briard RFESS injection i Briard dogs
dogs'™ " using rAAV2ZSE- rAAV2 - or rAAVE/SS- In order to monitor retinal morphology and eventual
mediated delivery of an RPFESS gene. chorloretinal alterations owing to rAAV2 4- or rAAV2S
The use of the native human RPEES promoter and an Z-mediated gene transfer, all dogs recedved ophthalmic
rAAV vector that targets transgene expression specifi- examination wcluding funduscopy, fluoresceln angio-
cally tor the RPE might provide a safer approach for the graphy and optical coherence tomography (OCTE The
long-term therapeutic expression of RPERS. We have fundus of the most pigmented eves displayed hyper-
previously demonstrated that, in contrast o rAAV2/2,  pigmentation that delineates the border of the bleb area
rAAV2 ) allowed exclusive transduction of RPE in the (Figure 1a and e).
rat, dog and primate.™ gurpa-l.qmg]'.'. the angiograms of all the subret-
The present study was designed to evaluate the nally unjec{aé affected  Briards, except A2, displaved
efficacy of rAAVI/d-mediated gene theeapy o restore hyperflucrescent zones within the portion of the retina
vision in RPERS purebred Brard dogs and bo assess that was detached during the injection of the rA AV vector
the safety of we transfer with respect to retinal  or veluele (Frgure la—e). These hyperfluonescent areas were
marphology and function. detected as soon as 2 weeks post-ingecton {dunng the fiest
Table 1 List of dogrs and rAAY doses ineched
Awimr! rAAV meretype Voctor Hher fogimdl Bugected vodume (ul)  Age ab injaction (manths) ERG may. (phf) Wistan
ERG age fmpr) Trented  Lintremted
Al AAN 1 2230 - 12 123 L] +
A2 AAVY 1 1501 & 12 #h 7 T
% AV 1 280 10 4 14 Q T
Ad AAVY 1 300 ] 4 131 10 T
AS AAVY 1 4 ] El 124 & T
A AAVY 1 3001 o ] 4 1
AT AAVD 1 350 11 ] 75 5 T
AE AANE 1w L] i1 4 1n2 E] +
g Vehicle 300 11 ] it 5
MlA Yehicke # 12 144, 155 «+
Abbrevinbors: AAVY adeno-asseciated virs 4 ERG, electroretinography, mpi, menths post-ingecton; NA, non affected; rAAN
meeambinant adenc-associated virus; v, vector genome
Gaene Therapy
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ing for most cases was GUCY2D (21 2%}, followed by
CEB1 (10%), RPE&S (6.1%), RPGRIM {4.5%), AIFL1 Subretinal infection of AAVE/4. hrpess and
(34%), TULP1 (1L7%) and CRX 0.6%)" Extrapolating  AAVEZ hrpedS in APESS * Briard dogs
fromm this report, one can then estimate that 10200 LCA We have produced an AAV2 backbone contalning a
patients in France are carrving a mutation i the RPEES human RPERScDNA gene driven by a human RPEeS
gene, Currently, there are no effective treatments for promoter. The RPEﬁScBNA was placed under the contral
these disorders and gene therapy offers an attractive  of a 16 kb feagment of it natural promoter in order to
approach to treatment. Recombinant adeno-assocated  minimize ectopic expression of the transgene. The AAVZ
virus 2 (rAAVZ) vectors are among the most efficent  backbone containing the therapeutic construct (hrpes5)
gene delivery vehicles for treatment of retinal diseases, was packaged as elther rAAVE/2 or rAAV2 /Y
as the tropisms and transduction patterns of these A todal of pne affected purebred Brards (AT-A%)
vectors lead to effictent and stable gene transfer in were anpected  subrebinally within the  tapetal  retina,
RPE, photoreceptor and for ganglon cells” Since the The first six affected Brards (Al-AS) were  treated
discovery of AAVZ, over 100 AAV solates have been  with AAVZ/LhrpetS, whereas AT, A8 were mijeded with
described and more than 10 cloned for development as. AAVZ/Zhrpess (Table 11 An affected Briard (A% was
gene therapy vectors, ™ injected with vehicle alone, ko serve as a negabive control.
RPE&S is an abundant protein in the RPE and 45 In all smmals, only one eve was treated, with the
associated with the microaomal membrane ™ It plays an  contralateral eye servng as an internal contrel  for
esgsential role in vikimin A metabolism and i8 necessary ophthalmic examination and vision besting. Based on our
for the synthesis of the visual pigment chromophore  provious experience with subretinal injection in ii::ﬁl and
11-cis retinal ' Two recent studies have identified RPESS  prmatbes,™™ our intbal alm was o igect d0-500 pl of
as the somerase that efficlently generates 11-cs retingl  vedor suspension into each treated reting. We observed
from all-trans retinyl ester” 2 A number of mutations that i contrast b normal retinas, the retinal detachment, or
in the RPERS gene are assoclabed with inherited retinal bleb, created during subretinal injections in RPESS ™ dogs
d}lg.l:ruph:ﬁ i humang™ " and 0 d;:ﬁg_"‘-'r was not reproducible i all animals, and was hkely due to
The fact that there are elose similarities bebween mdividual varation i retinal adbeston, The amount of
humans and dogs, in terms of the clinical charactenstics. vector ingected therefore vared from 150 to 500 ul.
of disease resulbing from RPESS gene mutabions, make
the RPEAS " Briard a valuable model for the evaluation
of gene replacement therapy Twe groups have now Evalvation of retinal morphalogy after subretinal
orted restoration of vislon i beagle-Briard RFESS injection i Briard dogs
dogs'™ " using rAAV2ZSE- rAAV2 - or rAAVE/SS- In order to monitor retinal morphology and eventual
mediated delivery of an RPFESS gene. chorloretinal alterations owing to rAAV2 4- or rAAV2S
The use of the native human RPEES promoter and an Z-mediated gene transfer, all dogs recedved ophthalmic
rAAV vector that targets transgene expression specifi- examination wcluding funduscopy, fluoresceln angio-
cally tor the RPE might provide a safer approach for the graphy and optical coherence tomography (OCTE The
long-term therapeutic expression of RPERS. We have fundus of the most pigmented eves displayed hyper-
previously demonstrated that, in contrast o rAAV2/2,  pigmentation that delineates the border of the bleb area
rAAV2 ) allowed exclusive transduction of RPE in the (Figure 1a and e).
rat, dog and primate.™ gurpa-l.qmg]'.'. the angiograms of all the subret-
The present study was designed to evaluate the nally unjec{aé affected  Briards, except A2, displaved
efficacy of rAAVI/d-mediated gene theeapy o restore hyperflucrescent zones within the portion of the retina
vision in RPERS purebred Brard dogs and bo assess that was detached during the injection of the rA AV vector
the safety of we transfer with respect to retinal  or veluele (Frgure la—e). These hyperfluonescent areas were
marphology and function. detected as soon as 2 weeks post-ingecton {dunng the fiest
Table 1 List of dogrs and rAAY doses ineched
Awimr! rAAV meretype Voctor Hher fogimdl Bugected vodume (ul)  Age ab injaction (manths) ERG may. (phf) Wistan
ERG age fmpr) Trented  Lintremted
Al AAN 1 2230 - 12 123 L] +
A2 AAVY 1 1501 & 12 #h 7 T
% AV 1 280 10 4 14 Q T
Ad AAVY 1 300 ] 4 131 10 T
AS AAVY 1 4 ] El 124 & T
A AAVY 1 3001 o ] 4 1
AT AAVD 1 350 11 ] 75 5 T
AE AANE 1w L] i1 4 1n2 E] +
g Vehicle 300 11 ] it 5
MlA Yehicke # 12 144, 155 «+
Abbrevinbors: AAVY adeno-asseciated virs 4 ERG, electroretinography, mpi, menths post-ingecton; NA, non affected; rAAN
meeambinant adenc-associated virus; v, vector genome
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Figure 1 Fundus photopraphs and fuorescen angiograms of subretinally inpecled eyes in RPERS Briard dhogs at I amd 4 menths pesi-
imechion. {a) Al imected with AAN2 L hrpesS, (B AZ in ed wath .'L.-‘\.'.'E-'J.'I'Jp-. o) AT injected with AANE/2 hrpeas, (dy A8 mgected
with AAN2 /2 hrpes, (e A% with vehacke alore and (1] noccaffected mijected with vehade alone. The funduscopec appearance and a midphase
{4=5 mn) phase flosrescein angiogram of the RPEsS - doge i= shown. - injection site; & hyperflsarescent areas
Gane Therapy
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angiography I.II.'IIII:':IT.I.'LE. ..!“I.'J ¢ surgeryl but ..hd T
-.'t}l.'.nlJ overhme (up o 12 months post-ingechion When
comtpared with the fundus phelographs, the hypesflaor-
eagend areas detectod on A rams i.llrll."--'l.'llllllJL i e
brighter areas observed in the fundus (Fagure 1e and e
Thisa noemalibies  sugpest  that subrebinal  injections
canse localized trauma leading to rebinal thinning and cell
uctaon o that part of the retina which was detached
Y mmT R f

g imjection in RPEAS dogs. Interestingly, these

3 ! 4 %
|'|L|||l.']|||||.IJI.|\."\- Ilu!'u © naeher Deen '.f."'.'ﬁ.'r'.ﬂ'IJ 1 normmead I'l.'. bl

d:lp;‘-. treated with aither the AAW 2_-'|||JF1'I"-:| ot iwiath
f2lrpedS vector (data nol shownk or i non-
ted Brdard dogs treated with vehicle ak gure 160,

OCT §s a non-contact, non-invasive optical imaging
‘.l.'l.::ll'l'.i.l'-ll.' ||'|||.| Measures |I'l|.' ||'l|.|.'|'l.‘-|.|.'l.' -'I I.".l\'.'kf".u'll.l.'

\.'r\.'l.l !.ln.'\lll" ik L):. I I-'TI"JU" 5 ':'n\'\-'\-"-l.'.'l.l'.'l'lu'.l |.||'|||.'_:|."\- ||l-
-\.'I.ll'.l..l| reflectivity in the heswe, analogous o B-scan
ulbraso aphy, thus providing ater resolution by
ustng light instead of sound waves. OCT mmaging was
performed in all treated animals in order o monitor the
success of the subretinal inject
recovery from the m subretinal bleb. OCT bmaglng
st 15 min post-tnjection dorumented that the wvector
preparation was successfully impected in the subretinal

i f
noand '\-IJ-C""\-!"\.II.II\.'II‘.
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we, between the RPE and the photoreceptors in all
nine dogs (Figure 2a, dog Al pled. In all cases,
retinas spontanecusly fattesed by & b post
and remained attached fhereafter (Figure 2b

Loag-term OCT monitoring documented the preserva-
ton of retinal thickness in most of the treated retinas
i all anin f
e treate

s | Flgire 2¢ and el However, some a

rebinas  that were hyperfluocesce un
e retinal  thinning,
e 2}

the Nuoresceln ang
suggesting cell destr i}

FHE
v | Fig

Kinetics of retinal funclion recovery in lrealed Brard
togs

Retinal function was tested using simulianeous bilaberal
full-fleld flash ele tinography (ERG] before surgery
and, m order to assess the kineties of mecovery of

functon, at different tims tits t-infection.  The
same investgator (GL) recorded the ]lJ (0s oA standar-
dized manner. Follow-up with ERG was
mnpection for Al and 9 months for A3, A

Af, and 5 menths for A6, The ERG profiles of A1 and AS
wveriiime are presented in F 1. The kineties of
affected Briards are

recovery of function o all tre
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treated dogs. (al Man-affected (M AL at & months of age. (b and o A1

and AS before and at different ime-paints post-angecton. Al was reated in the Left eye ard A5 swas treated an the nght cve. The tap twa
recordings are s and high-imtensity scotopec responses, wheneas the bottom bvo recordings show photopic responses (responses o light

sdapted single Aash and 20 He ficker s, respectively).

presented in Figure 4. All affected Briards treated with
AANZ h"!:veﬁ or AAVISD hrpedS vector between the
age of § and 11 months (A1-A5 and AF-AR, respectively)
displayed rod and cone functon recovery in the treated
retina i contrast o A8 which was inpected with AAVZ/
AhrpesS at the age of 30 months and to A% which
received the vehicle alone (Table 1, Figures 3 and 4). For
the seven animals that displaved s improvements,
restoration of rod and cone photoreceptor  funchon
started as soon as 15 days post-injection, was maxamal
at 3—4 months post-injection, and remained stable there-
after in all treated retimas. The cone-ERG response
improved deamabically bebween 15 days and 2 months
pest-injection and mncreased slowly thereafter The rod-
ERG response gradually mncreased between 45 days and
3 months post-ingection and remained stable therealter.
For example, in Al, the maximum recovered amplitude
of the dark-adapted Pwave was 78% of unaffected
RPESS™ " dogs. The maximum recovered amplitude
of the 3 Hz Mcker amplitude s 72 of RPERS

unaffected dogs. Although the general trend of ERG
recovery 15 samilar in all Brard dogs treated between the
age of B and 11 months, individual varlations were
observed. [n AZ, for example, a dramatic improvement of
the ERG response oceurred later than in other animals
and was observed between 3 and 4 months post-injection
(ERG max. varted from 44 to 71 p¥). This mught be due to
the smaller volume of AAYV2 4 hrpea5 vector injected in
A2 (150 pl} compared with Al, A3, Ad and A5 (22)-
A00 ul). In spite of the larger volume of vector in d
initor the oo AAV2 /2 hepebS-treated dogs (330 and 500 pl
for A7 and AR, mpectuvelw the onset of Eunrtl:un
recovery was slower than in AAVZ/d dogs
{Frgure 4). In a majorlty of the seven affected dogs with
ERG improvements, the ERG max. levels obtained were
correlated  with  the amount of AAV2/ L hrpes5 or
AANZ/2 hrpeaS 1n d. Ad and A5, which recedved
30 and 400 pl of vector, respectively, showed betber

recovery than did A2 and A3, which received 150 and
280 ul, respectively, of the same wvector suspension.
Similarly, ween the AAV2/2 hrpetS-treated dogs,
Al (500 plb displaved higher ERG max. than A7 (300 ul)b.
The full-field ERG reflects electrical activity summed
across the entire refina and provides no information
about local retinal activity,. The development of the
multifocal ERG (MF-ERG) techrque allows to gain
information about localized retinal function. MFP-ERG
has been demonstrated to be very useful in the detection
o tupuh:a.]p]ma] distribution of disease in many inher-
ited retinal degenerations.® The treated affected dog Al
was exatined alb 12 months post-injection with the
RETlscan MF-ERG system using 61 equal sizing hex-
;gunal elements within a visual Held of approximately
radius. Trace arrays of recordings oblained in the
untreated and treated eves are presented i Flgure 5. In
the untreated eight reting (Figure 5a), baseline or very
low levels of ME-ERG amplitudes were detected across
the stimulated area Gampllb 0.4-5.2 0V /degree). In the
treated left retina (Figure Sb), hagh levels of amphitudes
were found in the transduced area of the retina.
Interestingly, a gradient in the ME-ERG amplitudes was
observed between areas L"m'l‘éﬂ-_p-u:lrdj:ug o the middle of
the bleb fampll 215 0V /degree®) and the edge of the
Bbleb (125 nV /degree’). It is important to note that the
maximum MFERG amplitude detected n the treated
retiia of Al ks boweer (60%) than the one found in the
unaffected dog (48.2 nV/degree®} (Figure 5b and ch.

Rastoration of vision

We evaluated vision in all nine treated Briards using
behavioral testing at different time-ponts post-inpection.
This evaluation started at 150 days ml-n:i!n.-ctu:-n idopdd
for Al and A2, &b Ii.].'l.:l. for A3-AS and 45 |i.].'t.:|. foe
AG-AY (Table 2). Visual assessment was based on
the abality to avold obstacles i both dim and normal
light. The obstacle course was arranged such that the

[*2]
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(gl AT and (h) A treaked eye; W untrested contralaberal eve
E'lmemen.t of obstacles was unlgue from telal to telal,
ven that residual viston maght have varied between
affected mdmnduals, we used the untreated contralatesal
eve as an internal control. All treated dogs, except As,
consistently avedded obstacles when the untreated eve
Gaene Therapy

was covered with an opague contact lens and the treated
eye was left uncovered. However, when the opaque
contact lens was of the injected and  the
untreated eye was left uncovered, dogs consistently failed
o aviwd obstacles  (Supplementary video 10 It was
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Figure 5 MF-ERC recordings of Al at 13 manths post-treatmeent, trace

left ireated eye and € comtrol RPEQS”

interesting to observe that restoration of viskon was stable
up by 12 months post-ingection for Al and A2 {duration of
thue experment). Ab cx:qh.‘-lhl:l:nuy faaled b avead obstacles.

Expression of RPEGS in lrealed eyes:
immunocylochamisiry and histapathology

All the treated dogs that responded o treabment were
kept for long-term study, A6 was killed at & months post-
Inpectton for hastological assessment of the retina, The
l'l;.;|1|: treatid eie was nsed  for :III.'I.'III.IJI1LII._'!rll:'\lL'hl.'I:IJ:II.'..'lI.
atudies, whereas the umngected contealateral eve was
used for histopathological examination (Figure 6). The

Wian retoration in RPESS-decart Briand dagi sing ARV wrotype 4
ala Neeral o

e

e

arrays and functiomal topography. (a3 Al nght untriated eye, (b Al

eve receiving the AAVZ/ 4 hrped5 vector showed very
distinet RPEAS labeling in the RPE cells of the treated
aren lFl__qun: &bl Mo other cells shoswed RPERS pruotein
expression; i F.lrl:u.ulnr. the [_1|.1I.Hl.m-{‘1.' trs remained
RFE&SS negative. The non-treated area of the rebing dad
ek IJJh].'lt.'I.'.- any RFEAS immunolabeling (Figure acl.
Although there were no appreciable differences i the
thickness of the nucdear layers i comparison with
equivalent regions of the rebina from a normal dog
I_F:Huhu 6d and &), the struckure of |.|1|:}{.-|1|.|!l.~:r|.&*1.~].1|:|.|:r
oter segrments did nod sppear noemal in A6 (Figure 6el
In order o better evaluate the rebnal alterabions
observed on the flucrescein anglograms and the OCT

Gano Therapy

126



sk seslenation s APERS-galicien! E2ard ey uileg M'.I 1.|=|:r|-_u-1

B

Table * Evaluabion of vision m treated dogs using behaviaral images, A4S, the mock-injected RPERS o, was killed
beshing ak 12 months post-ingection and the injected eve was used
fur histopathology. Two types of leslons were observed
At the ||'||l.'|.l|.|l|:|. ~iter that appears 45 a ‘black spol’ on the

.I-.ILI‘:'\F\L'.‘\:I.I\.'II'I AP II Ch e Teb, .I\.\'.I.II1'|IJI|.'||.I.I|I:I Il.r

45 i # 150 180 24 i debris and macrophages 15 detected in the subretinal

- ) ) space (Figure 6. In the transduced part of the retina
::1 xr.: :H :Ir': . ’ d ‘!]';Il‘-': i |'|:|.'].1L-r:l'.ll.||lr'.'.'\:Ll.'||x-.'.1'-n the Mlucrs=cen angingram
AL \D ; 2 . I 1 WD {Figure le), less of RPE amd photoreceptors outer
a4 WO H i ! H ! ND sepments was observed with dusosganizabion of the
AS i ] + & . . . MDD wtiet and the outer suclear |.s.}'-\.'r |FI.HI.I.F\L' bl
A Eilbasd
AT ; ; ' + ' ' MWD
M.+ .+ .+ N Discussion

In this study, we have demonstrated thal o single

Abbresanbon MO, not done subretinal :||:||.|.'a.||-.':|'. of an rAAVES vector conkalnig 4

-.m; \r f‘* o e Sk

;- = ] " @ - - &
- = e
s ey
e i
r:}jl J_T.rtwarﬁl
[t e B y
%4 o e &
s L .i_.a ? '! 'ﬂi'l |
Lo,
H % iml = a M -
. Y -
- A - a
- w I}
f o
Figure & Ketmal immunocytochemastry and hastopathology. RFE i labeling {red 18 detected e the KPE laver of a non-affocted
cantral ove he inpec d.lm af the bre ] E -.hl.nh.d I the ey o autside of the inpcted area {el

spithelm; OF, auler

le dafferences in the

the ruclear layers af
s of the suh
d at the inpcton point (B} and the
angmgram (g

Gane Therapy

127



human-specific RPE6S promoter and cDMA, into five
RPESS*~ purebreed Briard dogs aged between 8 and 11
moaths, restores retinal function and vision, Moreover,
reacue of fod and cone funchion in these animals was as
effcent, of not more affictent, than (5 duﬂ.‘i treated with
an rAAVIF2 wector carrying the same therapeutic
cassette. The dog treated at the age of 30 months, using
the same batch of AAVE/4 hrpe6d vector, did not show
any ERG or visual improvements despile expression of
the therapeubc transgene.

The volume of vector suspension delivered in affected
dogs varies from 150 to 500 pl. We found that retinal
adhesion  differs between individwal RPEAS-defictent
antmals and this affected the size of the retinal detach-
ment created during  the subretinal injectton. This
varation, whitch has not been observed o the retina of
normal dogs or primates, == 15 likely to be associated
with RPEES ' disease status. This type of complication
may also occur in RPES-deficient LCA patients and
should be taken sdo account when designing gene
therapy profocols. In contrast with the previous study by
Marfatrom ef @l *” we have never observed perioperative
complications such as ocular inflammation or uvelts.

Fluorescein angiograms of the treated reting of all
affected dogs, except A2, displayved areas of hyperfluoe-
escence within those parts of the retina that were
detached during the subretinal ingection. The Fact that
normal beagle dogs, injected wath the same rAAVI 4 o
FAAVES2 vector e;uﬁﬁmm:nn, did not have this abnorm-
ality sugpests that this phenomencn 18 not due to the
vector atself. Maoreover, A9, which was injected with
vehicle only, alse had siular hyperfluorescent spots as
early as few days post-injection. For all inpcted eyes,
the '].}'perﬂumﬁz_\ent areas observed on the fluorescein
Eg.l.lgjah'lﬂ- did not expand overtme. As observed by

. some areas of the retina that are hyperflucrescent
on the fluorescein angiograms displaved a reduction in
nermal retinal thickness, suggesting, cell destruction. All
tllﬁ,ﬂthl-_'l', these observations H-ugh"\e.‘ll: that the abnormal
rebmal :l'u:ll:'_P-]ulh:lE_',' Found in treated affected Briard di:!g!i
i= related to the rebinal detachment created dunng
subretinal inpection of an RPESS 7 affected rebina.
Similar structural alterations specific to subretinal injec-
ton of affected d.u-r,.w has been previously described in
obe RPERS 7~ deg.* The Fact that anglogeams and OCT
are normal in A2 may be dide bo the small size of the bleb
{oady 150 ] was wnjected) and therefore the small area
of retinal detachment. In previous studies involvng
subretinal injection of eAAV vectors In nermal degs
and  macagues,  such  abnormalities  were  never
obsepved 2

Fortunately, the detected retinal abnormalities seen in
all animals treated under a vear of age did not prevent
rescue of retinal function. All the treated dogs, except A6
that was treated at a much older age, showed retinal and
visual functions. For maost of the animals that displayed
ERG uhp\nﬂ-'ﬂl'l.el'l.ti_. restorabion of rod and cone ].'ﬁl:‘li:rh:!—
receptor function started as soon as 15 days post-
imection. Direct companson between cAAVI 4= and
rAAVE 2-treated animals suggested that rAAV2/4 dis-
plaved faster onset in restoration of retinal function.
A]liumg]'n both vectors were of the same Hber (10" vector
Em'll.l:ll'l.éﬁ,." ml l;'l.'g,u":ll'l.l}], orve canbot exclide that the rabio

ebween total particles and  ransducing units was
different, especially as the vectors were produced by

Visian mterabion in RPESS-detcnt Briand dugi using ARV wrolype &
3L Newral !

different facilitbes. rAANVZ/ 4 wariin-duad by the vector
core facility in Mantes and the rAAV2Z /2 was produced
by Targeted Geneties (Seattle, WA, USA),

The steiking behavioral improvements seen i the
treated  individuals was due enbirely to functional
restoration in the treated eve, as dogs ci:unmtent]}l fatled
to avoid obstacles when the treated eye was covered.
This also demonstrated that rAAV treatment in one eye
does not lead to improved wvisual function in the
le:llE.\]a.le-ra.lrﬁ"é in the di:!g maodel. The same observation
was made i the s 12 mice, carrying a recessive nonsense
EFESS muutabion, treated with a h.ﬁ.‘u"S—CEh—l‘u—puﬁﬁ
victor ™ Although  recombinant EPESS protein was
expressed in the ransduced retina of As (as observed
by mmunecytochemistey), no rescwe of funchion or
viston was observed 1n this affected Briard following
treatment at the age of 30 months. In RPEAS 7~ patients
or dogs, reduced vision s consaatent with bwo pessible
disease mechanisms or a combination thereof: (1) an
interrupted retinold evcle that is potentially treatable by
RPESS gene replacement, and (i) death and loss of
P]'II.I'EIATECE']."I:I.I:I’H. It 15 not clear WI'L_I.-' defects i RPEAS
pnldui!l.- rall death. In RPERS " muice, i has boen
reported that it 15 the activation of phototransduction
by unliganded opsin, and not the accumulation of retinyl
ester, which causes light-independent retinal degenera-
ton in LCA® Thinning of the refina was not observed in
A, Ruggeeih:ng that the P]nlll:l.ll‘ﬁ'.'\epl:lll'ﬁ wera gkl alive
but with abnormal cuter segments. 18 s possible that at
30 months of age, i this dog, dysfunction of RPE or
photoreceptors prevented rescue of vision, Addibonal
studies on a larger cohort of older RPESS ' dogs will be
required to elucidate this question.

noconclusion, we have demonsteated that targeted
gene transfer to the RPE followed by cell-specific
transgene expression using a cAAVZA vector, can be
used to correct the RPESS defect in RPERS ™ purebred
Briard dogs, leading to the stable restoration of normal
retinal function and  vision-dependent behavior. The
matn potential advantage for the use of an rAAVI/Y
vector that targets transgene expression spectfically to
the RPE is to provide a safer approach to treat LOCA
patients. Although the problem of retinal alterations
linked to the subretinal injection in RFES5S ™ retina does
et prevent the rescue of vision, i 15 impoetant to be
aware of this poetential complication when dv_ﬂ::gmng
gene  therapy  protocols. Subretinal injection of the
therapeutic vector will have to be performed oulside
the fovea. Finally, the relative contributions of dysfune-
ton or cell death to the extreme visual loss in human
RPESS deficlency are unknown. However, analysis of our
restlts in dogs suggests that for successful geme therapy
to occur in humans, patients should be treated at a
relatively voung age.

Materials and methods

AAV-Z hrpess veclor

Construct pDMO-hBEPESSP-hREPERS, used for the produe-
ton of both AAV2 d-hrpea5 and AA‘L"E,’Z—E?I&S, L0
slsts of the coding sequence of the human EPEsScDNA
between a fragiment of the hiuman RPEES promoter (bp
—1556 to +23 relative to the transceiption starct sibe) and
an sumaan virus 40 polvadenylation sibe. This expression

=3
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casgette was cloned replacing the CMV-GFP cassette of
comstruct AAV-CMV-GFR™ which containg the [TRs of
AAVI The AAVZAhrpes5 vedor was produced as
].'ll'\e'l.-‘:luuﬁ[}' descrbead 1'.'!_',' abinowitz ¢ al." an the Vector
Core at the University Hospital of Mantes (hitp://
www. vectors nantes inserm fe).  The  AAV2/2 hrpeps
vector l;ﬁrmwjed by Targeted Genetics Emgnratum.
Seattle, WA, USA} was produced using the B50 AANV2
packaging cell line and an Ad/AAV hybrd containing
the same rAAV construct that was used o make the
AAVI /4 hepebs vector™

For both pAAV vectors, the titer was determined by
dit blot and s expressed as ve/ml™ The tibers were lﬂﬁ
and 10" vg/ml for rAAN-2/2 and rAAV-2/4, respec-
l:|'|.'|=|._l.-'. The eAAV2/2 was diluted in order to gem:rah:
107 v/ ml alaqucts.

Subratinal injaction

A colony of Briard dogs carrving the RPERS null
mutation was  develo at the Bolsbonne Center
Veterinary School of Nantesh All animals were cared
for in accordance with the Assoctabion for Research in
Visiom and OP]'I“'I..\]I'!‘II:I\]I:IH_F {ARNVO) skaterment for the use
of animals in ophthalmic and wisiwon research. The
subretinal injechions were performed via a transvitreal
approach, following vitrectomy. Procedures were con-
ucted on dogs under isofluorane gas anesthesia as
previously desceibed by Weber of al = The protocel was
approved by the Institubional Animal Care and Use
ommithee of the University of Nantes.

Fluorescein angiography

Pupils of the animals were dilated 20min before
apesthesia  using  tropleamide  (Ciba Vision  Faure,
Movarkis, Annonay, France) and p]'u.-n_',']l.-p]il:‘um h}l’d:ru—
chloride {10% Neosynephrine, Novartis). Anmals were
anesthetized with an intravenous injection of ketamine
(Imalgéne, Bhone Meneux, France) and medetomidin
{Dromitor, Plzer, Parls, France). Fluoresceln angiography
were  imaged wsing o Canon UV petinal  camera
connected o a digital imaging systemn {Lhedioph Win
Software, Lhentier SA, Soint-Cuen-1" Aumine, France).
Sodium flucrescein solution (lueresceln sodigue Faure
10%, Ciba Vision Ophtalmics, 0.1 mg/Kg) was injected
intravencusly. The photograph seguence, using barrer
falbers, was br-g'l.l:n after J:||_||:<‘.'|:I.¢:ll‘| with the fluofescenn
exciter and continued unbtil the dye was eliminated
from elrculation.

Owptical cohersnce fomography

Retinal mosphology was assessed by OCT (Steatus 3000,
Zewss, Obetkochen, Germany). Dilatation of the puplls
and intravenous anesthesia of the animals were per-
formed as described above. Examination was performed
at different time-polnts ]Emt—uum:tn-n, by doing a 3 mm
scan in the area of the bleb in the injected eye and the
corresponding area of the contralateral, on-in eye.

Elactrorelinography

Glokal retinal function was tested using suinulbanecus
bilateral flash p]u-t.u‘-lpl.c and scotopie ERG. ERGs were
recorded In a standardized manner, according to the
Internaticmal Ss:n!wly' for Clinecal EEL‘trllph}'}h:ﬂu ay of
Visiom (ISCEV) protocols.™ wsing a computer-based
Systenmn {Néu.l'l.l].'ladt 1 MEB-9102K, MNikon-Kohden, Tllk}'l.l.

Gaene Therapy

Japan) and contact lens electrodes (ERGpet, Microponent,
Le Cret-du-Locte, Swikzerland). Bandpass filter cutodf
frequencies were 1 and W0 Hz for all measurements.
Analysis Hme was 100 ms. The swave amplitude was
measured from the baseline to the d-wave peak and the
bwave amplitude was measured from the d-wave peak
o the bwave peak, whereas flicker amplitude was
measured peak o peak The uninjected eve served as
a within animal control,

MF-ERG

MF-ERG responses of Al were obtained with the
RETlascan system (Boland Consult, Wiesbaden, Ger-
manyl, using 61 equal sizing hexagonal elements within
a visual field of approsimately 327 radius. The stimulus
was presented on a 2l-nch monitor viewed ab 24 om
distance within a central 647 total viswal field (visual
angle of 327). Each hexagon element changed in time
between black and white {contrast was approximately
98} following a binary m-sequence. Each hexagon was
modulated at the quuenc}' of 8 Hz with an on/off-
probability of 0.5, The traces produced by the computa-
tonal procedure were twice smoothed by an algorithm
within the software (RETIscan version 3.15)

Data  acquisibon  consisted  of eight  sesswons of
475 each. The signals were band pass-fltered with a
high cutoff at 100Hz and a low cutoff at 1 Hz By
cross-correlation analysis between stmulation patterns
and thetr responses, 81 focal miPERGs can be displayed,
and shown in the fgures in ther relabive topogra-
phical pesitions. The position of the treated area of
the Al retina was evaluated using a binocular indirect
ophthalmoscope.

Beahaworal studies

We recorded ambulation of treated and untreated
RPE&S " dogs through an obstacle course in Both
dien and pormal light using o camcorder. An opagque
lens, specifically designed for dogs, was used to
alternatively cover the treated or the untreated eye. The
number of collisions through the obstacle course was
compared between the course for which the untreated
eye was covered and the course in which the treated eve
wiss covered.

Histopathology and immunocytochemisin

Evecups were obtained from normal and affected dogs
and were either processed by a 4% paraformaldehyde
fixation, for embedding in inclusion compound (Sakara
Finetek, Torrance, CA, USA) and immunocyiochemistry,
or fixed for 458 1 in Bowutn's solubon, followed b!," parafﬁh
embedding  for  histopathological  examination.  For
immunocytochemacal studies, 10 pm sectwons of OCT
embedded rebnas were thawed and rehydrated with
phosphate-buffered saline (PBS} (pH 7.4). The sections
were blocked with 5% bovine serum albumin in 001%
PES/Tween for 2iman al roomn temperatire,  and
incubated overnight at 4°C with the following primary
antbodies i Blocking solution: mouse monoclonal anta-
Rho-4D2 antibody :]:?ﬂl]; kindly provided by Dr Molday,
Vancouver, Canadal and rabbit polvelonal anti-RPEES
antbody (1:200; this antibody was raised against the full-
]EJ'IE"]I recombinant RPE&S _P‘:I'I.Ih.‘]:ll, and punfied on a
protein A column). After washang with PBS, sechions
were ncubated with fuorescein sothiocyanate-conju-
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Core at the University Hospital of Mantes (hitp://
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Seattle, WA, USA} was produced using the B50 AANV2
packaging cell line and an Ad/AAV hybrd containing
the same rAAV construct that was used o make the
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For both pAAV vectors, the titer was determined by
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approach, following vitrectomy. Procedures were con-
ucted on dogs under isofluorane gas anesthesia as
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approved by the Institubional Animal Care and Use
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Fluorescein angiography

Pupils of the animals were dilated 20min before
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10%, Ciba Vision Ophtalmics, 0.1 mg/Kg) was injected
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falbers, was br-g'l.l:n after J:||_||:<‘.'|:I.¢:ll‘| with the fluofescenn
exciter and continued unbtil the dye was eliminated
from elrculation.

Owptical cohersnce fomography

Retinal mosphology was assessed by OCT (Steatus 3000,
Zewss, Obetkochen, Germany). Dilatation of the puplls
and intravenous anesthesia of the animals were per-
formed as described above. Examination was performed
at different time-polnts ]Emt—uum:tn-n, by doing a 3 mm
scan in the area of the bleb in the injected eye and the
corresponding area of the contralateral, on-in eye.

Elactrorelinography

Glokal retinal function was tested using suinulbanecus
bilateral flash p]u-t.u‘-lpl.c and scotopie ERG. ERGs were
recorded In a standardized manner, according to the
Internaticmal Ss:n!wly' for Clinecal EEL‘trllph}'}h:ﬂu ay of
Visiom (ISCEV) protocols.™ wsing a computer-based
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Japan) and contact lens electrodes (ERGpet, Microponent,
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Analysis Hme was 100 ms. The swave amplitude was
measured from the baseline to the d-wave peak and the
bwave amplitude was measured from the d-wave peak
o the bwave peak, whereas flicker amplitude was
measured peak o peak The uninjected eve served as
a within animal control,
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MF-ERG responses of Al were obtained with the
RETlascan system (Boland Consult, Wiesbaden, Ger-
manyl, using 61 equal sizing hexagonal elements within
a visual field of approsimately 327 radius. The stimulus
was presented on a 2l-nch monitor viewed ab 24 om
distance within a central 647 total viswal field (visual
angle of 327). Each hexagon element changed in time
between black and white {contrast was approximately
98} following a binary m-sequence. Each hexagon was
modulated at the quuenc}' of 8 Hz with an on/off-
probability of 0.5, The traces produced by the computa-
tonal procedure were twice smoothed by an algorithm
within the software (RETIscan version 3.15)

Data  acquisibon  consisted  of eight  sesswons of
475 each. The signals were band pass-fltered with a
high cutoff at 100Hz and a low cutoff at 1 Hz By
cross-correlation analysis between stmulation patterns
and thetr responses, 81 focal miPERGs can be displayed,
and shown in the fgures in ther relabive topogra-
phical pesitions. The position of the treated area of
the Al retina was evaluated using a binocular indirect
ophthalmoscope.

Beahaworal studies

We recorded ambulation of treated and untreated
RPE&S " dogs through an obstacle course in Both
dien and pormal light using o camcorder. An opagque
lens, specifically designed for dogs, was used to
alternatively cover the treated or the untreated eye. The
number of collisions through the obstacle course was
compared between the course for which the untreated
eye was covered and the course in which the treated eve
wiss covered.

Histopathology and immunocytochemisin

Evecups were obtained from normal and affected dogs
and were either processed by a 4% paraformaldehyde
fixation, for embedding in inclusion compound (Sakara
Finetek, Torrance, CA, USA) and immunocyiochemistry,
or fixed for 458 1 in Bowutn's solubon, followed b!," parafﬁh
embedding  for  histopathological  examination.  For
immunocytochemacal studies, 10 pm sectwons of OCT
embedded rebnas were thawed and rehydrated with
phosphate-buffered saline (PBS} (pH 7.4). The sections
were blocked with 5% bovine serum albumin in 001%
PES/Tween for 2iman al roomn temperatire,  and
incubated overnight at 4°C with the following primary
antbodies i Blocking solution: mouse monoclonal anta-
Rho-4D2 antibody :]:?ﬂl]; kindly provided by Dr Molday,
Vancouver, Canadal and rabbit polvelonal anti-RPEES
antbody (1:200; this antibody was raised against the full-
]EJ'IE"]I recombinant RPE&S _P‘:I'I.Ih.‘]:ll, and punfied on a
protein A column). After washang with PBS, sechions
were ncubated with fuorescein sothiocyanate-conju-
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gated donkey anti-mowse (14000 and tetramethy] choda-
mine isethiocynate-conjugated donkey anti-rabbit (1:200)
secondary antibodies lackson lmmunoResearch Labora-
tortes Inc., Europe Lid, Newmarket, UK) diluted in
blocking selutbon for 2h at poom temperature. After
washing with PBS, nuclel of photoreceptors were staned
by incubation with TOPEO-3 (1:1000; Molecular Probes
Ine., Invitrogen, Cergy Pontolse, Francel in blocking
solution for 30 min at reom temperature. Sections were
mwasnted with antifade medium (Prolong Antifade Kit,
Muolecular Probes [ned and examaned by epifluorescence
mircrnscopy Nikon, Champigny-sur-Marne, France). For
histopathological examinations, paraffin-embedded sec-
Hons were stalned using a standard hematoxylin-ensin-
saffranin staining protocol and viewed with bright-light
mikcroscopy and differential interference contrast optics
(Mikon, France).
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[I. DISCUSSION DU SECOND ARTICLE

L'objectif de ce second travail était d’évaluer I'effet d’un traitement par un vecteur AAV
de sérotype 4, qui cible spécifiquement les cellules de I'épithélium pigmentaire dans un des
modéles canins de ’Amaurose Congénitale de Leber : le chien briard RPE65™. Huit chiens
RPE65", agés de 8 & 30 mois au moment de la chirurgie, ont été injectés par un
AAV2/2 . RPEG5.rpe65 pour deux d’entre eux et par un AAV2/4.RPE65.rpe65 pour les autres.
La restauration de la fonction visuelle, évaluée par des électrorétinogrammes, a été
observée des quinze jours apres le traitement. La restauration de la vision, testée par un
parcours d’'obstacles, apparait environ 2 mois aprés la chirurgie. L'utilisation d’angiographies
a la fluorescéine et d’examens OCT (tomographe par cohérence optique) nous ont permis
d’évaluer les effets de la chirurgie et du transfert de gene sur la rétine chez les chiens
RPEG5™ traités.

2.1. Administration du vecteur thérapeutique

> Injection sous-rétinienne versus injection intravitréenne

Le type ou mode d’injection intra-oculaire est important pour la réussite du traitement
de thérapie génique corrective rpe65. En effet, dans deux publications, les injections
intravitréennes du vecteur thérapeutique AAV2.CMV.rpe65 ou AAV2.CAG.rpe65 chez les
chiens RPE65” ne permettent pas une restauration de I'électrorétinogramme (Acland et al.,
2001; Narfstrom et al., 2003a). Il est logique que ce mode d’injection du vecteur ne soit pas
efficace. En effet, l'injection intravitréenne d'un AAV de sérotype 2 cible les cellules
ganglionnaires (Dudus et al., 1999; Guy et al., 1999; Liang et al., 2001a; Folliot et al., 2003).
Or la protéine RPEG5 est une protéine associée, pour la grande majorité, a la membrane du
réticulum endoplasmique de 'EPR (Bavik et al., 1992; Hamel et al., 1993). C’est pourquoi
apporter dans les cellules ganglionnaires de la protéine RPEG5 par transfert de géne ne peut
avoir aucun effet car la protéine RPE65 doit étre située dans 'EPR pour que la boucle de
recyclage du all-trans retinal puisse reprendre. D'autant plus que chez I'homme, la présence
de la protéine RPE65 dans d'autres cellules rétiniennes que les cellules de 'EPR n'a pas été

prouvée (Kociok et al., 1998; Ma et al., 1998; Znoiko et al., 2002). C'est pourquoi dans notre
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étude, nous avons réalisé uniquement des injections sous-rétiniennes afin de cibler les
cellules de 'EPR.

» Choix du site de I'injection sous- rétinienne

Le fond d'oeil canin est divisé en deux zones : le tapétum lucidum, situé dans la partie
centrale et supérieure, qui permet d'augmenter les capacités visuelles des chiens a
I'obscurité en faisant réfléchir la lumiére vers les photorécepteurs et la partie pigmentée
(tapétum nigrum) située a la partie inférieure du fond d’ceil et a la périphérie de la partie
supérieure (Clerc, 1997). De maniére statistiguement significative, Acland et al retrouvent
une récupération fonctionnelle, mesurée par ERG, plus importante dans les yeux qui ont été
injectés dans la partie du tapétum lucidum ou dans la partie supérieure du fond d'ceil
comparés aux yeux qui ont été injectés dans la partie inférieure pigmentée ; que ce soit
pour les réponses des batonnets ou pour les réponses des cdnes (Acland et al., 2005). Dans
notre étude, les injections ont toutes été réalisées dans le tapétum lucidum avec plus ou
moins de débordement vers les zones supérieures adjacentes, en fonction du volume injecté
en sous rétinien chez les chiens RPE65”. Nous avons choisi ce site d’injection, car les
injections réalisées dans la partie inférieure pigmentée donnent des bulles sous-rétiniennes
qui se ré-appliqguent plus rapidement (résultats non publiés). Cette ré-application plus
précoce induit un contact moins long du vecteur avec les cellules cibles, ce qui peut diminuer
le taux d’efficacité de la transduction tissulaire. Le temps nécessaire pour I'entrée du vecteur
dans une cellule in vivo n’a pas été déterminé mais in vitro avec un AAV2 sauvage, Bartlett
et al ont montré que deux tiers des particules virales attachées a la membrane cellulaire
seraient internalisées aprées 10 minutes de contact avec cette cellule (Bartlett et al., 2000).
Une seconde particularité du fond d’'ceil canin nous a fait opter pour une injection sous
rétinienne dans la zone supérieure de la rétine chez les chiens RPE65”. En effet chez le
chien, I'area centralis est située dans la partie supérieure de la rétine en temporal du nerf
optique. Cette zone est la zone la plus dense en photorécepteurs. On peut donc penser que
le traitement par thérapie génique corrective rpe65 de la zone de la rétine qui contient cette
area centralis chez les chiens RPE65™ peut permettre une récupération fonctionnelle plus
importante. C’'est d'ailleurs les constatations réalisées par I'équipe d’Acland qui a observé
une amplitude plus forte de 'ERG pour les animaux qui ont été traités dans la zone
supérieure comparés aux amplitudes des ERG des animaux traités dans la zone inférieure
(Acland et al., 2005). Les injections sous rétiniennes chez les chiens RPE65" dans notre

étude ont donc été réalisées dans la partie supérieure de la rétine pour les deux
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particularités évoquées : une bulle sous-rétinienne persistant plus longtemps et la présence

de 'area centralis.

> Effets déléteres

Nous avons pu observer que prés du site d’injection et dans cette zone décollée
pendant la chirurgie, il survenait des modifications rétiniennes au niveau de cette zone. Ces
modifications sont visibles, rapidement aprés la chirurgie, sur les angiographies a la
fluorescéine (Figure 1). Ces altérations rétiniennes apparaissent sous la forme de zones
hyperfluorescentes lors des angiographies, elles sont stables dans le temps car il n'y a pas
de modifications entre nos deux examens réalisés a 2 et a 4 mois post-injection. Ces
anomalies apparaissent uniquement chez les chiens malades RPE65" qu'ils soient injectés
avec un vecteur AAV2/4.RPEG65.rpe65 ou avec un vecteur AAV2/2.RPE65.rpe65. De méme,
nous avons observé les mémes altérations rétiniennes chez les chiens RPE65" injectés en
sous-rétinien uniquement avec la solution de tampon (agsia®). Il faut noter que les solutions
de vecteurs utilisées (AAV2/2.RPE65.rpe65 et AAV2/4.RPE65.rpe65) ont été testées par
injection sous-rétinienne chez des beagles sains sans que ne soient apparues au niveau de
la rétine et particulierement au niveau de la zone rétinienne injectée d'altérations rétiniennes
lors des examens angiographiques ou lors des examens OCT (résultat non publiés). Nous
avons constaté que ces modifications rétiniennes chez les chiens RPEG5” étaient,
également, visibles lors de I'examen par OCT ou la rétine apparait plus fine dans ces zones
qui apparaissent altérées aux angiographies (Figure 2). L'examen histologique de cette zone
hyperfluorescente chez un chien RPE6G5™ injecté en sous-rétinien par la solution tampon
agsia® a mis évidence une désorganisation de la couche nucléaire interne et externe de la
rétine associée a une perte de cellules de I'EPR et des segments externes des
photorécepteurs (Figure 6). Dans notre expérience au sein du laboratoire, nous n'avions
jamais noté de telles altérations rétiniennes lors d’examens angiographiques aprés des
injections sous-rétiniennes chez le chien sain ou chez le primate sain. Que ce soit lors d'une
injection d'’AAV2, 4 ou 5 codant pour la GFP (Le Meur et al., 2005) ou lors d’'une injection
d’'un AAV4 ou 5 TetOn.epo (Stieger et al., 2006). Lors de ces deux études citées, certains
animaux avaient bénéficié d’une vitrectomie avant la chirurgie, ce qui nous laisse penser que
cette pratique chirurgicale n’'est pas a l'origine de ces altérations rétiniennes. D’ailleurs,
Narfstréom a décrit le méme type d’altération angiographique chez un chien RPE65™ aprés
l'injection sous rétinienne d'un AAV2/2.CMV.rpe65 sans reéalisation préalable d'une
vitrectomie (Narfstrom et al., 2005). De méme, les modifications histologiques que nous

avons observées ont été décrites par Jacobson chez les chiens RPE65™ suite & une injection
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sous-rétinienne d’AAV2/2.CAG. rpe65 sans vitrectomie (Jacobson et al., 2006a). Il semble
que du fait de la dégénérescence rétinienne, la rétine des animaux RPE65" soit plus fragile
et par conséquent plus sensible au décollement lors d’une injection sous-rétinienne. Car quel
que soit le vecteur utilisé, ces altérations surviennent. Ce risque sera a prendre en
considération lors de I'établissement des protocoles d’essais cliniques chez 'homme. Car
méme la réalisation précoce des injections sous-rétiniennes chez I'homme, afin de se
prémunir d'une potentielle fragilité rétinienne, risque de ne pas permettre d’éviter ces
altérations car il a été deécrit des anomalies rétiniennes (amincissement de la couche
nucléaire externe, désorganisation de la couche interne, inclusions dans les cellules de
I'EPR) dans I'ceil d’un foetus humain RPE65" agé seulement de 33 semaines (Porto et al.,
2002). Toutefois, I'étude récente de Jacobson (Jacobson et al., 2006b), réalisée chez des
primates, a mis en évidence que des lésions rétiniennes survenaient dans la zone ou
l'aiguille a transpercé la rétine ; altérations que nous avions noté lors d’angiographies a la
fluorescéine réalisées chez les chiens ou le primate sains, injectés en sous rétinien par un
AAV de sérotype 2, 4 ou 5 portant le transgéne gfp sous le contréle du promoteur CMV (Le
Meur et al., 2005). L'étude de Jacobson a démontré, également, que lorsque la macula était
soulevée, il apparaissait des lésions fovéolaires lors de I'examen histologique (Jacobson et
al., 2006b). Dans cette étude, I'examen histologique, réalisé une semaine apres l'injection
sous-rétinienne du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 chez 4 primates, a retrouvé des trous
rétiniens avec une rétine adjacente décollée ou des cellules gliales, des cellules de 'EPR et
des mélanophages ont été détectés prés de la zone de la rétinotomie nécessaire a
l'injection. Ce méme type de Iésions a été retrouvé chez les deux primates témoins injectés
en sous-rétinien par une solution tampon. Dans I'étude histologique réalisée a 3 mois chez 6
primates injectés en sous-rétinien par I'AAV2/2.CAG.rpe65, la désorganisation des couches
rétiniennes dans la zone de contact avec l'aiguille a été mise en évidence sans autre
complications au terme de ces trois mois. Il faut noter que les bulles sous-rétiniennes
effectuées chez ces primates incluaient un décollement de la macula. L’examen histologique
de la zone fovéolaire a mis en évidence des remaniements de la fovéa avec plus ou moins
un décollement rétinien persistant & 3 mois (Jacobson et al., 2006b). La présence de
pigments entre les photorécepteurs et les cellules de 'EPR a, également, été notée lors de
I'examen histologiqgue que ce soit chez les primates injectés avec le vecteur ou avec la
solution témoin (Jacobson et al., 2006b). En conclusion, la zone rétinienne, ou est réalisée la
rétinotomie qui permet linjection sous-rétinienne d'un vecteur thérapeutique ou d'une
solution tampon, est remaniée a I'examen angiographique, a I'examen histologique, que
I'injection soit réalisée chez des animaux sains ou chez des chiens RPE65™ (Le Meur et al.,
2005; Narfstrom et al., 2005; Jacobson et al., 2006b; Le Meur et al., 2006). Par contre, une

altération rétinienne survenant dans la rétine décollée en dehors de la zone de rétinotomie
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ne semble survenir que chez les chiens malades RPE65" (Narfstrom et al., 2005; Jacobson
et al., 2006a; Le Meur et al., 2006).

» Dose de vecteur a injecter

Du fait de la variabilité de décollement de la rétine chez les chiens RPE65" a cause de
la fragilité rétinienne liée a la maladie rétinienne, les différents chiens n’ont pas recu la méme
dose de vecteur. Ce qui nous a permis de mettre en évidence que la valeur de I'amplitude
ERG récupérée dépendait de la dose de vecteur injectée (Figure 4). Plus le volume de
vecteur est important, et par conséquent plus la dose de particules du vecteur est
importante, plus I'amplitude de I'onde b de 'TERG Max regagné est grande. Les chiens A4 et
A5, qui ont été injectés respectivement avec 300 pL et 400 uL d’AAV2/4.RPEG65.rpe65, ont
une amplitude de I'onde b de 'ERG max a 131uV et 124 uV. Ce qui représente les plus
fortes valeurs de récupération d’amplitude d’ERG. Alors que le chien A2, qui a été injecté
avec le plus faible volume (150 uL) d’AAV2/4.RPE65.rpe65, a regagné I'amplitude de I'onde
b de 'ERG Max la plus faible a 86 uV (Figure 4). Les doses de vecteurs que nous avons
injectées sont comprises entre 1,5.10'° & 4.10' particules par injection pour le vecteur
AAV2/4.RPE65.rpe65 et de 3,3.10'° a 5.10% pour le vecteur AAV2/2.RPE65.rpe65. Il est
difficile de comparer les résultats de notre étude et les résultats des autres études en terme
de comparaison résultats d'ERGs obtenus/dose de vecteur utilisé. La méthode de titration
de la solution de vecteur n'a pas été réalisée de la méme facon pour chacune des études.
Dans notre étude (Le Meur et al., 2006) comme dans celles de Narfstrém (Narfstrom et al.,
2003a; Narfstrom et al., 2005), la titration des solutions de vecteurs a été effectuée par dot
blot alors que pour les autres études les titres ont été déterminés par PCR quantitative
(Acland et al., 2005; Jacobson et al., 2006a). De plus entre les différents laboratoires, les
méthodes de production et de purification ne sont pas les mémes. Une purification par
chromatographie sur colonne d’héparine a été utilisée pour I'étude de Narfstrom (Narfstrom
et al., 2003a; Narfstrom et al., 2005) et une ultracentrifugation sur gradient de iodixanol plus
FPLC pour celle de I'équipe Acland-Jacobson (Acland et al., 2005; Jacobson et al., 2006a).
En ce qui concerne les préparations de vecteurs utilisés dans notre étude, elles ont été
purifiées par double chlorure de césium pour les AAV4 sauf pour le chien Al6. La
préparation d’AAV4*, injectée chez Al16, a été purifiée par FPLC et produite selon un
protocole se rapprochant du GMP (« Good manufacturing practices») qui pourrait étre utilisé
pour la phase clinique (Le Meur et al., 2006). Ces variations induisent une impossibilité de

comparaison quantité de vecteurs injectée/récupération électrorétinographique entre les
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différentes études. Du moins tant qu'il n'existe pas d'unité « étalon» qui permette de
comparer directement les valeurs des titres des vecteurs produits au travers du monde dans
divers laboratoires. Toutefois, les deux autres équipes, qui ont publié sur ce sujet, retrouvent
cette notion de dose-réponse. Pour I'équipe de Narfstrom lors d’'une injection en sous-
rétinien d’un faible volume (environ 50uL) du vecteur AAV2/2.CMV.rpe65 (ce qui correspond
a 1.10" particules), les chiens RPE65™ récupérent trés peu de réponses fonctionnelles aux
ERGs ou seule la valeur de lI'onde a en condition scotopique en forte luminosité est
significativement différente entre les yeux opérés et les yeux contrdles non traités (8 uV
contre 2 uV) (Ford et al., 2003). Par contre, les chiens injectés en sous-rétinien avec le
méme vecteur mais avec un volume plus important (environ 100 ulL, ce qui correspond a
2.10" particules) récupérent un ERG détectable et amélioré de fagon significative pour
toutes les conditions lumineuses testées (Ford et al., 2003). Par exemple, I'amplitude de
I'onde a en condition scotopique en forte luminosité est de 24 uV pour les yeux traités par le
vecteur AAV2/2.CMV.rpe65 contre 2 uV pour les yeux non traités (Ford et al., 2003). Pour
I'équipe d’Acland, seules les amplitudes ERG des chiens, injectés par I'AAV2/2.CAG.rpe65,
ont été comparées (Jacobson et al.,, 2006a). Pour cette étude, les doses injectées sont
comprises entre de 1.10° & 4,5.10" particules par injection sous-rétinienne. Que ce soit pour
la réponse des cones ou pour celle des batonnets, les amplitudes sont plus grandes pour les
plus fortes doses a 4,5.10' particules. Pour les doses & 1.10° particules par injection, les
amplitudes d’ERG différent peu des amplitudes des ERGs des chiens RPE65™ n'ayant pas

eu de traitement (Jacobson et al., 2006a).

La dose semble aussi importante pour la sécurité de la rétine. En effet, Jacobson
montre qu’une inflammation oculaire apparait pour les plus fortes doses (4,5.10* particules
par injection) de vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 (Jacobson et al., 2006a). On sait, qu’au début
des études de transfert du gene rpe65 chez les chiens Rpe65, les équipes d’Acland et
Narfstrom ont rapporté le probleme d'uvéites post-opératoires (Narfstrom et al., 2003a;
Acland et al., 2005). Ces problemes étaient liés a une purification incompléte des solutions
de vecteurs, mais dans la publication ot Jacobson rapporte ce probléeme inflammatoire lors
d’injection de fortes doses de vecteur, la pureté de la solution de vecteur utilisé avait été
vérifiée donc une autre origine doit étre recherchée. Dans notre étude, nous n'avons pas
remarqué d’apparition d’'inflammation post-opératoire que ce soit avec la solution d’AAV2/2
ou d’AAV2/4. Nous avons choisi, pour injecter les animaux, un titre de la solution de vecteur
a 10™ vg/ml. Car dans les études précédentes faites au laboratoire de Thérapie génique
U649, ce titre de solution de vecteurs a été défini comme optimal pour le transfert de géne

dans la rétine. En effet, les doses de vecteurs injectées, comprises entre 5.10' et 2,4.10"
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particules, ont montré une innocuité au niveau de la rétine chez le rat, le chien et le primate
pour les sérotypes 2, 4 et 5 de 'AAV (Weber et al., 2003; Le Meur et al., 2005). De plus,
nous avons effectué plusieurs essais, non publiés, testant I'effet sur la toxicité rétinienne de
la variation du titre de la solution de vecteur injectée. Lorsque le titre de la solution de
vecteur AAV injecté en sous-rétinien chez le rat dépasse 10 Vg/ml, nous avons constaté
une toxicité rétinienne. Lors d’'une injection sous-rétinienne chez le rat d’'un vecteur AAV a
une titre de 10 vg/ml, 100% des cellules rétiniennes sont transduites dans la zone traitée.
Par contre, dés que le titre atteint 5.10™ vg/ml, une toxicité instantanée sur les cellules
rétiniennes a été observée au cours de ces travaux préalables. Notre hypothese est que, lors
de I'utilisation d’une solution de vecteur & un titre de 5.10' vg/ml, le taux de particules par
cellule rétinienne doit étre trop élevé, ce qui est responsable de la toxicité immédiate
constatée sur la rétine. En conclusion, il faut noter que la dose de vecteur délivrée est
essentielle pour l'efficacité de la thérapie mais aussi pour éviter I'apparition d’'une toxicité

rétinienne. Nous avons défini « notre titre optimal » a 10** Vg/ml.

> Age du chien au moment du traitement

L’age du chien au moment de l'injection semble, également, étre un point important. Le
chien RPE65" que nous avons injecté a I'age de 30 mois (AB) n'a pas récupéré de fonction
visuelle. Nous n’avons détecté aucune réponse électrorétinographique, ni aucune
amélioration de la fonction visuelle lors des tests comportementaux (Figure 4 et Tableau 2).
L’histologie, réalisée au niveau de I'eeil controlatéral du chien A6 (Figure 6e), retrouve une
désorganisation dans la couche des segments externes des photorécepteurs comme il est
décrit dans la littérature chez les chiens RPE65™ (Wrigstad et al., 1992; Aguirre et al., 1998).
Les photorécepteurs sont encore présents chez cet animal avec le reste de la morphologie
de ces cellules qui semble étre normale. Acland et al ont publié le cas d’'un chien injecté en
sous rétinien a un age 8 mois qui n'a pas récupéré de fonction rétinienne a I'ERG (Acland et
al., 2005). Par contre chez ce chien, I'analyse des différents rétinoides présents dans la
rétine a mis en évidence la présence de 11-cis retinal (Acland et al., 2005). La présence du
11-cis retinal signe la reprise du cycle de recyclage du all-trans retinal de [I'épithélium
pigmentaire rétinien. Ce qui signifie que le transfert du géne rpe65 a été efficace chez ce
chien mais qu’il doit falloir une certaine dose de 11-cis retinal pour voir les signes d'une
restauration fonctionnelle a 'ERG (Acland et al.,, 2005). Dans notre étude concernant ce
chien 4gé 30 mois, nous n'avons pu analyser la production de 11-cis retinal car nous ne

disposions que d'un seul ceil injecté qui a fait I'objet d’'une étude immunohistologique.
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L’explication concernant cet « échec » fonctionnel reste donc en suspend car Acland et
Narfstrom ont injecté des animaux agés de 1 an a plus de 2 ans avec une restauration de la
réponse a 'ERG (Ford et al.,, 2003; Narfstrom et al., 2003b; Acland et al., 2005). Cette
différence de résultats entre notre étude et celles d’Acland et de Narfstrom est-elle liée a une
différence dans la vitesse de survenue de la dégénérescence rétinienne, qui pourrait, elle-
méme, étre liée a la différence de pureté de race entre les modéles canins RPE65" des
différentes études? En effet, notre modeéle canin est un pure race briard (Le Meur et al.,
2006) alors que le modele canin des deux études sus-citées est la résultante d'un
croisement briard-beagle (Narfstrom et al., 2003b; Acland et al., 2005). Pour appuyer cet
unique résultat, il faudrait réaliser d’autres injections sous-rétiniennes d’AAV4.RPEG65.rpe65
chez des chiens RPE65" agés également de 30 mois afin de vérifier ce résultat qui laisse
supposer gu'il existe une fenétre temporelle pour effectuer le traitement. La perte des
photorécepteurs qui survient dans la dégénérescence rétinienne pourrait étre une explication
possible a cette fenétre temporelle. Mais chez le chien A6 (Figure 6e), les photorécepteurs
sont encore présents. Par contre, on ne sait pas s'ils sont fonctionnels. En effet, les
photorécepteurs dans les dégénérescences rétiniennes meurent par apoptose. |l est
possible, gu’une fois la cellule photoréceptrice engagée dans cette voie apoptotique, elle ne
puisse plus revenir en arriere, sans gu'au tout début du processus une différence d'aspect
histologique dans le photorécepteur puisse étre notable. Cette hypothese est peut-étre une
explication & cet « échec » de récupération fonctionnelle. Dans cet objectif, des études
orientées sur I'évaluation de I'apoptose au niveau des photorécepteurs seraient peut-étre

susceptibles d’apporter une explication a cet échec.

2.2. Comparaison de l'efficacité du transfert du gene rpe65 entre les sérotypes 2 et 4
d’AAV

Dans les études de thérapie génique corrective rpe65 réalisées par les autres équipes
chez le chien RPE65™ (Acland et al.,, 2001; Narfstrom et al., 2003a), les vecteurs AAV
injectés en sous-rétinien chez les chiens sont de sérotype 2. Sauf dans sa derniére étude,
Acland a injecté dans 4 yeux RPE65”, en sous-rétinien, un AAV de sérotype 1 portant le
transgéne rpe65 sous le contréle du promoteur CAG, dans 4 autres yeux RPE65” un
AAV2/1.RPE65.rpe65 et dans 6 autres yeux RPE65" un AAV2/5.CAG.rpe65. Il a été

démontré que le sérotype 1 ciblait les cellules de I'épithélium pigmentaire quand il est injecté
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en sous-rétinien chez des embryons de souris dgés de 14 jours (Dejneka et al., 2004), le
tropisme dans la rétine aprés la naissance n'a pas été décrit. Il est décrit qu'aprés une
injection sous-rétinienne, le sérotype 5 transduit les cellules de I'épithélium pigmentaire
rétinien et les photorécepteurs (Rabinowitz et al., 2002). Par contre, aucune précision
concernant l'efficacité et le résultat fonctionnel obtenu suite a ces injections d’AAV de
sérotypes différents n’est précisée dans I'étude (Acland et al., 2005). L'amélioration de
'enregistrement de 'ERG suite aux injections des différents vecteurs AAV dans I'étude
d’Acland permet une restauration des réponses des cOnes et des batonnets (Acland et al.,
2005). Dans la premiére étude publiée, I'administration du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65, par
voie sous-rétinienne chez des chiots RPE65” agés de 4 mois permet de retrouver des
amplitudes électrorétinographiques enregistrables. L'amplitude des ERGs photopiques et
scotopiques s’est améliorée et correspond a 16% de I'amplitude des ERGs d'un chien briard
normal (Acland et al., 2001). Narfstrom rapporte qu’avec une injection sous-rétinienne d'un
AAV2/2.CMV.rpe65 il faut un 1 mois pour obtenir une réponse électrorétinographique chez
les chiens opérés (Narfstrom et al., 2005). La moyenne des amplitudes de I'onde b de 'ERG
Max, mesurées chez 5 chiens RPE65™ injectés par un AAV2/2.CMV.rpe65, décroit sur les
33 mois de suivi et est compris entre 67,9+/- 6,1 uV pour les premiers mois et 37+/-12,3 uV

pour les derniers mois.

Toutefois, il est impossible de comparer les amplitudes électrorétinographiques des
différentes études pour deux raisons. La premiére est que les vecteurs n’ont pas été produits
dans les mémes laboratoires. Nous avons abordé, précédemment, I'impossibilité de
comparer les titres de solutions de vecteurs produites dans différentes unités. Donc une
corrélation dose injectée, résultats ERG obtenus entre les différentes études est impossible.
De plus, la seconde raison est que les protocoles de réalisations des électrorétinogrammes
ne sont pas identiques entre les différentes études (Acland et al., 2001; Narfstrom et al.,
2003a; Acland et al., 2005; Narfstrom et al., 2005; Jacobson et al., 2006a). Le matériel utilisé
pour la réalisation et pour I'enregistrement des ERGs n’est pas le méme pour les différentes
études. De méme, les protocoles de stimulations lumineuses utilisés pour la réalisation des
ERGs sont différents. Donc, il est n'est pas possible de comparer les amplitudes d'ERG
obtenues par les différentes équipes suite a la thérapie génique chez les chiens RPE65" et
par conséquent les comparaisons entre les sérotypes ne peuvent étre réalisées qu’au sein
de chaque étude. Dans notre travail, nous avons injecté un vecteur AAV de sérotype 2 et un
vecteur AAV de sérotype 4, les deux vecteurs portants la méme cassette d’expression : le
géne rpe65 sous le contrdle du promoteur RPEG5. L'évaluation des deux sérotypes peut étre
réalisée au sein de notre travail car les chiens sont nés de mémes portées de briard pure

race, les chirurgies sont identiques, les cassettes d’expression sont identiques, les méthodes
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de réalisations de ERGs aussi. Seule la capside du vecteur différe entre les deux vecteurs
AAV testés. Lorsque nous réalisons la comparaison entre les amplitudes des ERGs
obtenues en fonction du sérotype d’AAV injecté, il semble que I'AAV de sérotype 2 induise
une réponse électrorétinographique plus lente que le sérotype 4 (Figure 4). En effet, il faut
au moins 1 mois pour obtenir une réponse ERG distincte du bruit de fond
électrorétinographique avec le sérotype 2. Par contre dés 15 jours post-injection avec le
sérotype 4, on obtient une réponse distincte voire quasi maximale (Chien A4 de la Figure 4).
Dés 3 mois, 'amplitude de I'onde b de 'TERG Max est maximale pour le sérotype 2 et pour le
sérotype 4 (Figure 4). Ces différences de cinétiques, dans I'apparition et dans I'expression
du transgéne en fonction du sérotype de vecteurs recombinants AAV avaient été décrites
pour le transgéne gfp. Notre étude laisse suggérer une autre différence dans les réponses
obtenues avec les sérotypes 2 et 4 de '’AAV. Les chiens RPE65” qui ont été injectés avec le
vecteur de sérotype 2 ont des amplitudes de I'onde b de 'ERG Max plus faible que les
chiens opérés avec le sérotype 4. Ceci pour des volumes de vecteur injecté équivalent avec
un titre équivalent (chiens A4, Al4 et chiens A7, A17 du tableau 2 complémentaire et Figure
15). Cette différence en défaveur du sérotype 2 a été retrouvée pour les quatre chiens
opérés avec le vecteur AAV2/2.RPE65.rpe65. Les ages des chiens, au moment des
injections, ne peuvent pas étre considérés comme un facteur de variation car ces ages sont
dans les mémes fourchettes pour chacun des sérotypes injectés. Par exemple, les chiens
Al4 (sérotype 4) et A17 (sérotype2) (Tableau 2 complémentaire) ont été injectés a I'age de 7
mois. Dans nos mains, l'utilisation du sérotype 4 pour le transfert du géne thérapeutique
rpe65 chez les chiens RPE65” semble permettre une restauration de I'ERG le plus proche
de 'ERG des chiens non atteints car I'amplitude de I'onde b des ERG Max pour les chiens
traités avec le sérotype 4 est compris entre 87 uV et 174 uV, excepté pour le chien A13. Ce
chien A13 est le chien qui a été injecté le plus précocement, lors de la chirurgie, la rétine
était plus difficilement décollable, ce qui nous laisse penser que le temps de contact entre les
cellules de I'EPR et la solution de vecteur n'a pas été assez longue pour obtenir un transfert
de géne suffisamment efficace. Les amplitudes retrouvées chez le chien non atteint sont de
'ordre de 150 pV (tableau 2 complémentaire). L'amplitude de I'onde b des ERG Max pour
les chiens traités avec le sérotype 2 est compris entre 66 uV et 105 pV.

Aprés I'étude de l'aspect quantitatif de la restauration de 'ERG, nous nous sommes
intéressés a I'aspect qualitatif de la restauration de 'ERG. En effet, lors de I'enregistrement
d'un ERG, les réponses des différentes cellules rétiniennes a une stimulation lumineuse
peuvent étre déduites de I'enregistrement réalisé (Marmor and Zrenner, 1998; Narfstrom et
al., 2002). L’activité des cbnes est enregistrée lors d'un flicker ou d'une stimulation en
condition lumineuse forte. L'activité des batonnets est enregistrée dans I'obscurité avec une

faible stimulation lumineuse. L'onde a donne une vision de l'activité des photorécepteurs,
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l'onde b des cellules de Miiller et des couches internes de la rétine. Les potentiels
oscillatoires représentent I'activité des cellules amacrines (Voir Figure complémentaire 16
pour localisation des différentes ondes sur un enregistrement ERG). Nous avons pu
remarquer que ce soit avec le vecteur AAV2/2.RPE65.rpe65 ou le vecteur
AAV2/4.RPEG65.rpe65 que les courbes d’'ERG obtenues représentaient une restauration de

I'activité des cones et des
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Animal  rAAV  Vector Injected Age at ERG max(jv) Vision

serotype titer  wvoluma injection
{vaiml) {uh) {months) aﬂE{Rn?piﬁ Treated Untreated
Al ARV 10" 220 B 16 138 10 -
A2 ABVA 1" 150 ] 18 BT 7 +
A3 ASVA 1" 280 10 12 104 14 +
Ad ASVA 1" 300 10 12 133 4 +
A5 ABVA m:: 400 10 12 145 9 +
AB ABVA 10 300 30 5 4 1 .
AT ABYZ 10‘1' 330 11 12 105 B +
AB AT 1’ 500 11 12 104 10 +
A vehicle - 300 11 a & 5 -
NA  wehicle -, 400 12 - - 144, 155 +
A3 ASVA 10 440 7 g 43 3 +
Ald ARV 10" 520 7 & a3 10 +
A5 ASVA 1" 650 7 8 174 10 +
A6 AAV4A 1u:1' 400 11 4 107 B -
AT AAVE 10 520 7 [ 68 a8 -
A1S  AAVE 1" 370 7 5 i i -

AANA®, purifié par FPLC ; vg, vector genome; mpi, months post injection

Résultats complémentaires (2)

Tableau 2: tableau récapitulatif précisant la liste des chiens traités, ainsi que pour
chaque animal le sérotype et de la dose d*AAY injecté, 1"dge du chien au moment du
traitement, les amplitudes de 'onde b de 'ERG max et les résultats des tests
COMPOrtementany.
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Résultats compl émentaires (2)
Figure 15: Cinétique de recouvrement de la fonction rétinienne, évaluée par I'ERG max,
chez les chiens briards Rpe65A13 i Al8. L'amplitude de I'onde b de 'ERG max des veux
traités et des yeux non traités a % mesurée Mifférents temps apres l'injection sous
rétinienne du vecteur et les valeurs ont été reportées sur les graphes. (a) A13, (b) Al4, ()
A15, (d) Als, (e) A17 et (f) A18. AAV2/2, AAV2/2 RPERS.rpe65; AAV2 /4,
AAV2 2 RPERS.rpets; AAVE /47, AAVZ /2. RPEAS . rpets produit selon les GMI; ai, avant
injection; jpi, jour post-injection.  oeil traité, il non traité
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batonnets (Figure 3). Au fur et & mesure que le temps passe aprés linjection sous-
rétinienne, il semble que les connexions intercellulaires dans la rétine s’améliorent car on
Voit apparaitre des potentiels oscillatoires, une onde bl et une onde b2. Par exemple en c de
la figure 3 de troisieme article et en b de la figure complémentairel6, a 15 jours post-
injection, il n'y a pas de potentiels oscillatoires visibles sur la courbe I’ERG Max alors que
ces potentiels deviennent visibles des 60 jours post-injections pour avoir un aspect bien
formé a 180 jours post-injections. Nous n'avons pas noté de différence dans cet affinement

des courbes d’ERG entre les chiens injectés avec le sérotype 2 ou le sérotype 4.

Il faut noter que les chiens, qui ont été injectés avec un sérotype 2 ou avec un sérotype
4, réalisent avec succes le test de comportement qui n’est qu’un test qualitatif de la vision.
L'amélioration quantitative de la vision ne pourra étre testée que chez I'homme. Par
conséquent, une comparaison des différents sérotypes en ce qui concerne la qualité de la
restauration de vision dans I'amaurose congénitale de Leber ne pourra étre déduite que suite

aux essais cliniques.

2.3. Intérét de Il'utilisation d’un sérotype 4 associé a un promoteur spécifique

Les études qui ont évalué I'effet du transfert du géne rpe65 chez les chiens RPE65™
sont toutes différentes car elles n'ont pas testé des vecteurs portant les mémes cassettes
d’expression (Acland et al., 2001; Narfstrom et al., 2003a; Acland et al., 2005; Narfstrom et
al., 2005; Jacobson et al., 2006a; Le Meur et al., 2006). Les différences sont marquées par
'emploi de sérotype d’AAV ; mais surtout pour les premiéres études, qui ont toutes utilisé un
rAAV2, la différence provient de [utilisation de promoteurs différents. Au total, trois
promoteurs ont été testés: le promoteur CMV, le promoteur CAG et le promoteur RPEG65.
Les deux premiers promoteurs sont dits ubiquitaires (Doll et al., 1996), le promoteur RPE65
est spécifique des cellules de 'EPR (Boulanger et al., 2000). La spécificité d’'un promoteur
peut étre essentielle pour la sécurité de l'individu lors de I'utilisation d'une thérapie génique
via un rAAV. En effet, certaines études de biodistribution des vecteurs AAV apres injections
intraoculaires ont mis en évidence une diffusion du vecteur en dehors de I'eeil notamment
dans le cerveau. Cette diffusion est probablement liée aux connexions neuronales étroites
qui existent entre ces deux organes. Chez le rat ou chez le chien, lors d'une injection
intravitréenne du vecteur AAV2/2.CMV.gfp & une dose comprise entre 5.10'° Vg et 10 Vg,
le génome du vecteur est décelé par une PCR, dont les primers encadre le transgéne, au

niveau du nerf optique de I'ceil injecté mais aussi au niveau du chiasma optique, du tractus
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optique, du corps géniculé latéral, du colliculus supérieur, des radiations optiques et du
cortex visuel (Provost et al., 2005). Aprés des injections sous-rétiniennes d’AAV2/2.CMV.gfp
chez le rat a la dose de 5.10'° Vg, le génome d’un vecteur est retrouvé par PCR au niveau
du nerf optique de I'ceil injecté mais pas dans le cerveau (Provost et al., 2005). Par contre,
lors d’une injection sous-rétinienne d’AAV2/5.CMV.gfp a la dose de 2.10" Vg chez le chien,
le génome du vecteur est décelé dans le nerf optique et le colliculus supérieur (Provost et al.,
2005). L’étude récente de biodistribution du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 chez 4 chiens
RPE65™, injectés par voie sous-rétinienne a une dose comprise entre 0,1.10% et 0,3.10° Vg,
ne retrouve aucune trace du génome du vecteur détectable par PCR ni dans le nerf optique
ni dans le cerveau (Jacobson et al., 2006a). Par contre, cette étude a détecté la présence du
génome du vecteur AAV2/2.CAG.rpe65 dans le cceur, le diaphragme et un ganglion
lymphatigue mandibulaire par PCR en utilisant des primers encadrant le promoteur CAG
(Jacobson et al., 2006a). Une étude de biodistribution cérébrale de ce méme vecteur chez le
primate a mis en évidence des différences dans la détection de I'ADN du vecteur aprés
injection sous-rétinienne (Jacobson et al., 2006b). En effet, I'étude de biodistribution du
vecteur dans le cerveau réalisée une semaine aprés linjection sous-rétinienne
d’AAV2/2.CAG.rpe65, a une dose comprise entre 1,5 et 4,5. 10%? Vg, chez 4 primates a mis
en évidence la présence du génome du rAAV dans le nerf optique, dans le tractus optique,
dans le corps géniculé latéral et dans le cortex visuel chez 3 primates (Jacobson et al.,
2006b). De méme, la présence du génome du vecteur a été détectée au niveau du corps
géniculé latéral jusqu’a trois mois apres l'injection sous-rétinienne d’AAV2/2.CAG.rpe65 chez
un primate sur les huit analysés (Jacobson et al., 2006b). Par mesure de précaution, il
semble donc essentiel d'utiliser des promoteurs spécifiques des cellules a cibler pour éviter
une production délocalisée d'une protéine RPEG5 car les études sus citées montrent que le
génome du vecteur peut-étre détecté a distance du site d’injection. L’association a
I'utilisation d'un promoteur spécifigue RPE65 d'un sérotype d’AAV de tropisme particulier
comme I'AAV4 peut sécuriser l'injection intraoculaire d'un rAAVcodant pour le transgéne

rpe65 en évitant la production a distance du site d’injection de la protéine RPEG5.

Le choix du promoteur RPE65 associé au sérotype 4 de I'AAV, qui cible
spécifiguement les cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien (Weber et al., 2003), permet
aussi d’obtenir une expression le plus proche possible de I'expression physiologique de cette
protéine. Néanmoains, il ne faut pas oublier que I'état actuel des connaissances des éléments
régulateurs de l'expression du géne rpe65, ne nous permettent pas de savoir si une
régulation plus fine du transgéne rpe65 pourra étre proposée. L'objectif d'atteindre une
production de la protéine transgénique le plus proche de I'état physiologique est renforcé par

les résultats de I'étude de I'équipe de R Ali. Ills ont démontré que la surexpression de la
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protéine Prph2 entrainait une perte des photorécepteurs quand le vecteur codant pour le
géne Prph2 (AAV2/2.RHO. Prph2) était injecté par voie sous-rétinienne chez une souris
normale (Sarra et al., 2001). Ce qui laisse supposer que la production d’'une trop grande

guantité d’une protéine rétinienne par thérapie génique peut étre délétere pour la rétine.

2.4. Conséquences pour I'application future & ’lhomme

Dans notre étude chez les chiens RPE65™, nous avons remarqué que le choix du site
d’injection serait fondamental pour la possibilité de récupération visuelle chez les patients
RPE65". Lors de lapplication clinique, il faudra garder en mémoire les altérations
rétiniennes qui surviennent dans la zone ou l'aiguille d’injection transperce la rétine. La zone
de la fovéa devra étre évitée afin de prévenir I'apparition d’altération rétinienne dans cette
zone essentielle pour la vision. Mais pour que la récupération visuelle soit notable il faudra
toutefois que le geste chirurgical ne soit pas trop éloigné de la fovéa car si aucun transfert de
géne n'est effectué dans cette zone fovéolaire, I'acuité visuelle chez les patients traités sera
limitée a moins de 1/10. La difficulté opératoire va résider dans cette approche de la zone
fovéolaire sans traumatisme afin que la récupération visuelle soit la plus importante possible.
De notre expérience chez les chiens RPE65™, on peut dire que la prévision du déroulement
de la chirurgie sera malaisée. Aucun signe particulier n’est visible au fond d'ceil chez les
chiens dont la rétine s’est décollée plus difficilement lors de la chirurgie. L’information la plus
claire sur ces écueils chirurgicaux devra étre donnée lors du passage chez I'homme. Il
semble que cette variabilité chirurgicale soit liee a la structure de la rétine qui dans le cas
d’une dystrophie rétinienne liée a la mutation du gene rpe65 est altérée.

De notre étude chez le chien, d’autres caractéristiques pour I'étude clinique peuvent
étre déduites. Les injections chez 'hnomme devront étre réalisées en sous rétinien pour étre
efficaces. Le titre de la solution de vecteur AAVA.RPE65.rpe65 sera de 10 Vg/ml. Les
volumes des injections s’échelonneront entre 200 et 600 pL, en sachant que des variations
pourront survenir en fonction de la fragilité rétinienne. Comme, il semble qu'il y ait une
fenétre thérapeutique pour réaliser le traitement, les patients devront avoir un jeune age pour
gue ce traitement soit bénéfiqgue pour le patient. On peut penser que le traitement devra
avoir lieu dans la premiére décennie avant que l'acuité visuelle ne se détériore (Lorenz et al.,
2000; Thompson et al., 2000; Felius et al., 2002; EI Matri et al., 2006). Des examens comme
I'OCT qui semble permettre, chez les patients RPE65”", de préciser le degré de
dégénérescence des cones fovéolaires seront a réaliser avant les traitements par thérapie

génique (Jacobson et al., 2005).
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Adeno-associated viral gene therapy has shown promise for the treatment of inherited and acquired
retinal disorders. ln most applications, regulation of expression is a critical concern for both safety
and efficacy. The purpodse of our study was to evaluate the ability of the tetracycline-regulatable
system to establish long-term transgense regulation in the retina of nenhuman primates. Three rAAY
veclors expressing the tetracycline-dependent transactivator (rtTA) under the controel of either the
ublguitous CAG promoter or the specific RPE6S promoter (AAVZ/5CAG. TelOn.epo, AAVZ/
ACAG. TetOnepo, and AAVZ/ 4 RPESS. TetDn epo) were generated and administered subretinally
to seven macaques. We demonsirated that repeated Inductions of transgene expression in the
nonhuman primate reting can be achieved using a Tet-inducible system wia rAAV vecltor
administration over a long period (2.5 years). Maximum erythropoletin (EPO) secretion in the
anterior chamber depends upen the rAAY serotype and the nature of the promoter driving riTA
expression, We obierved that the EPD isoforms produced in the reting differ from one another
based on the transduced cell type of orgin within the retina and also differ from both the
physiological EFO Bolorms and the lsoforms produced by AAV -transduced sheletal musche.

Key Words: dosyeyeline-regulated transgene expression, retina, nonbuman primate, AAY vectors,
erythropoletin

INTRODUCTION

Gene replacement therapy constifutes the most sizaight-
forward approzch for treating outosomal recessive netinal
disease. However, inherited retinal degenerations ane
triggered by mutations in a variety of genes [1]. Although
the mechanisms by which the genetic defects lead 1o
photoreceptor death are sull not clear, the fnal common
pathway is apeptosis [2]. Therefore, there 15 a major
Inbterest in developing a mose generally applicable swivival
factor therapy that does not target the mutant gene
product but rather alters the photoreceplor enviromment
i o manner that promotes cell survival. Specific examples
ol such survival factors inclede nearotrophic factors that
have the abdlity to modulate neuronal growth during
development to maintain existing cells and to allow
recovery of injured neuronal populations [3].

fecombinant AAV2-mediated gene transfer using
neurotroprhic factors such as fAbroblast growth factor
[4,3] and ghal cell ne-derlved neurotrophilc factor |8
have increased photoreceptor survival in different rodent
models of retinal degeneration. Rkecombinant AAVZ2-
mediated gene transfer of ciliary neurotrophic factor
(ENTE) I an opsin™’ - mouse prolonged pholoreceplor
survival following subretinal injection [7]. Interestingly,
the same vector Injected intravitreally in postmatal
Prph2®* % mice and in adult P23H and $334ter
rhodopsin transgenic rats showed prominent morpho-
lwgical protection of photoreceptors, but with no
improved electroretinegraphy (ERG) in the Prphz® =2
mice and with lower ERG amplitudes in rat models [8].
Two recent teponts clearly demeonstrate that intraceular
CMTE expression wsing tAAY 2-medlated gene delbvery, in
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wild-type mice, i Prph 2™ 5 mice, and in mice with a

P26l rds/pertpherin mutation, resulted i a significam
decrease In function as assessed by ERG (9,10 It is
possible that CNTF has a narrow therapeutic window and
that overproduction results in toxicity, Hence, o key issue
for successful ocular gene therapy using such meuro-
lrophic factors may be the ability to regulate ransgene
axpreslon.

Several regulation svstems, Including rapamycin
|11,12], mifepristone [13], ecdysone [14], and telracy-
cline (Tet) [15,16] have been developed 1o control
lransgene expression n Wi, Rapamycn-mediated regu-
lation of erythropoletin (EPOY expression has been
demonstrated in rats and nonhuman priimates following
intramusoular and subretinal admindsieation of two
1AAV wectors, one encoding the transactlvator, the
ather EPC [17-19]. Although the rapamycin analog-
regulatable sysiem appears promistng, it s yet o rather
recent development in gene therapy and therefore Likely
deserves further pharmacological and toxicelogical
st jes.

It tetrocycline-regulatable or its derivate the dox-
veyeline-regulatable svstens s exteemely attractive stamply
because the deug used to induce transcription s a well-
known antibiotc, essentially devoid of major secondary
effects. Doxyeycline (Dox) has been extensively used in
patlents and its pharmacological and toxtcolegical char-
aclerlstics are known.

AAN DL RPESS Tetln.epo

Dox has also proved 1o be efficient and reliable in
controdling transgene expression in vie following intra-
muscular njection of tAAY carrying the letracvcline
tramsactivatar (FTA) and B cDNA i mibce [20,21] and
peimates [22.23). In the retina, tetracycline-controlled
expression of green [luorescent proteln (GEP) in retinal
pigmenied epitheliom (RPE) and photoreceptor cells has
been demonstrated in rats following subretinal injection
ol the tAAVZ vector |24]. Ina previous report, we showed
that o single rAAVE vector carrving the tTA and the GFI'
clIMAs can provide controlled transgene expression in rat
ganglion cells alter inteavitreal injection and that
repeated induction and regulation of the transgene was
sustained over o f-month pedod [25]. However, the
current development of the Dox-regulatable system
seems to be doomed simply because when mranslated in
skeletal muscle of nonhuman primates, the Dox-sensitive
tetracycline-dependent transactivator (eUTA) s eventually
recognized by the immune system in 800 of Lthe prmates
challenged with such a system |22 26].

In this study, however, we demonstrate e ability of
the tetracycline-regulatable system to establish long-term
tramsgene regulation tn the reting of nonhuman primates
following subretinal injection of both AAV vectors type 4
and type 5, EPO wos chosen as a “reporter gene” because
It 15 a secreted protein and expression levels can easily be
quantified. Since previous studies reporbed abnorrmal
posttranslational modifications of tansgene products

TABLE 1= List of primates and AAY deses injacted

Weckar titer Volkime EPO conceritration m a.c.f. {rmild/mi) Duration of study

hdacaque Wector {waiml) ful’ Baseime before induction Peak 1 [k
P51 AMVESE CAG TetOn.epo Box jot 100 a5 16627 2B
P52 (Macl}  AAV2FS.CAG TetOn.epo 5« 10" 100 26 760 9
PS.AL AM2FE CAC, TetOn.epa 2w 10" 100 14 413 ]
P53R AMESS CAG TetOn epa 2. 10" 150 a7 564 ]
M (Macdp  AAV2F4 CAG. TetOn.epo 2% 10" 100 5 o0 95
P42 AMY2S4CAG Tetn.epo 2= 10" a0 6 75 95
P43 AME hRPESS TetOn.epo 2= 10" 100 1 14 125
.4 ARV 2[4 WRPESS TetOn epo 2« 10" 100 a 13 12.5

EPD conderoaions are fown Betoe and duing ihe gl induriion, sg vecins gename, .o F_ anieiar chavber Mkl mps, monity poiisjedion
o B poncentinn meked # fhe v
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when expressed from an ectople site [27 28] with possible
adverse effects [26], we compared seelectric profiles of
retinal-derived EI with both physiological EPO Jso-
forms and the soforms produced by AAV-transduced
muscle,

ResuLTs

Vector Design
W generated rAAV vectors of different serolypes con-
taining the macaque EMO cDMNA and the dTA drven by

either the CAG or the RI'E6S promoter. We have
previcusly demonstrated that, following subretinal injec-
ton in dogs and nonbwman primates, tAAYV2 leads 1o
transduction exclusively af the RPE [24], in contrast 1o
rAAV2YS, which transduces both the RPE and photo-
receplors 29,30, Thereflore we produced three different
vectors: AAVES CAG TelOnepo and AAVI4.CAG.
TetDn.epo vectors, tn which the CAG promoter controls
the fTA expresston (Figs. 1A and 1B}, and eAAV2)
4 RPE6AS. TetOn_epo vector, in which the EPESS-specific
promoter controls TA expression {Fag, 107,
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W treated a total of seven macagues: 5.1 through
5.3 with eAAV205 and P41 through M4 with iAAVE
(Table 1) We injected all the macaques unilaterally in the
right retina except for 1°5.3, which we treated in both eyves
(5. 3L and PS3R).

Long-Term Regulation of EPMO Expression in Macaques
Following Subretinal Injection of the
AAVZ/S CAG TetOn.epo Vedtor
Cycles of Dox induction af the AAVZ/S CAG. TetOn.epa
vector-treated macaques started al 8 weeks posiinjection
except [or the pilot macaque (F5.1), i which the first
Induction oocurred at 58 weeks postinjection (Fig. 25
Since the vitreous fuld, adjacent 1o the reting, con-
nects w0 the anterior chamber fuid, diffusion of EN
through the vitreous nto the anterior chamber fuid
allowed for repeated sampling of protein levels in the
same animal. To compare the concentration of EMO in
the witreous and in the anterlor chamber flulds, we
sampled both compartments during the (st inductien
al P51 jcirckes im Fig. 2. As expected, we found similas
levels of Bl in both compartments (al 8 days posi-
induction for example, 1042 mU/ml i the vitreous and
483 mU/ml in the anteror chamber fuid), Since sam-
pling the aneeier chamber (uld 5 less invasive than

sampling the vitreous fuld, we punctured only the
anterior chamber Muid for oll othes tme points and
anbmals.

ALl AAVZIS CAG TetUnepo-trented retinas showed
tightly regulated EPFCr synthests, over a 2Z-year period for
5.1 and over an B-month perod for 5.2 and I'5.3
[duration of the experiment}. In oll macaques, the peak of
EMCy production consistently occurred at 48 b post-Dox
Induction and returned o baseling level within 10 days
upon the withdrawal of Dox iFig. 2). The peak levels
obtatned showed a tight correlation between the amount
of AAVEACAG TetOn.epo injected and the transgene
expression. Macaque 5.2, which recelved 2 times fewer
particles tham 5.1, displayed a 2.2 tmes lower level of
EPey at the firsst induction. Indeed, 2.5 times fewer AAV2S
5 vector genomes injected into P5AL verses P52 resulted
I a 2 tmes lower B concentration. Similady, the 1.5
times fewer particles imjected imto P33R versus P52
resulted in 1.4 tmes lower EFO concentratbon. Another
televant (nding was the tght control of the trinsgene
expresshon during the off state (—Dox). In the on state, all
anbmals expressed 20 to 30 times the basellne EIMCr lovel,
Far A1 and 1'5.2 we collected the anterlor chamber fluid
of the contralateral eyve and analyzed it during the fourth
or the second Induction, respectively {triangles in Filg. 2y
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EIC was pever detected in the antertor chamber fluid of

the uninjected contralateral eve.

Long-Term Regulation of EMY Expression in Macaguoes
Following Subretinal Injection of

AAVZM CAG TetOneepo and

AAVZG RIPESS TetDa.epo YVeclors

We injecled four macaques (P41 through P44 with
AAVEACAG TetDnepa (0 = 2) and AAV2 4. RPPESS.
FevOnepo (e = 2} (Table 1) Cycles of Dox Induction
started at & weeks postinjection in all macaques. Upon
ez inductbors and withdrawal, all four AAV2/4-injected

primates showed similar B0 expression profiles com-
paned to the AAVZSS animals, albett with Ioy

er resulrant
EMD concentrations (Fig. 1), Following injection
same amount of vector genomes, AAVZ Al
epo-treated macaques (P41 and P20 displaved 4 dimes
lovwer EIMO concenteations than AAVZAS CAaG Tetdn epo
treated macagues. This result can be explained by the fact
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given the troplsm of the different AAY serotypes, in

flnjected primates, EFO 1S produced exclusively
by the RPE, while in AAVZ/5-treated animals both the
RPE amd the photoreceptors seceete EINE Interestingly,
when contrel of the nTA expression is under the RPEGRS
promaoter (P43 amd P4 versas the CAG promotes, thene
10-fold decrease in EMO concentration.

Is a I'his pesult
shows the difference of relative strength between the
activity of the CAG and the RPE6S promolers 1n macsque
KPE cells i wiv. Finally, in both AAVI{G vector con
structs, the level of EPOY expression in the on state was 15
o 20 times the baseline EPO level
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cross-sectional images of optlcal reflectivity in the tssue
amalogous Lo an wltrasound B-scan, but providing geeater
resodution by using light instead of sound waves. We
performed (O tmaging in all treated animals to monitoe
subsequent recovery from the initial subretinal bleks and
the morphology of the retina after long-term expression
al fiTA and several inductions of EPO expression. Long-
term OCT monitoring documented preservatlon of the
fetinal thickness tn bioth treated and untieated rellnas, o
all antmals (Figs. 44 and 46).

W evaluated the cifects of long-term rlTA and E0D
expression on global retinal lunction 10 macaques using
Nash photopic and scotopic ERG. The same investigator
(e Ly revorded the ERGs In a standardized fashion up e

A 3.2 metina/RPE TR, 26mlliml feai}

24 months pob. for 5.1 and # months for 5.3 and P4.1-
4.4, Mogmal patterns of ERG amplitudes were elicited in
both the teated and the untreated eve of all seven
animals studied, As an example, the ERG recordings of
5.2 are presented in Fig. 40

Antertor chamber fuid and semem were evaluated for
the presence of antibodles agaimst riTA and EPO. As
assesied by Western blot, none of the antmals developed
antibodies against these two protedns (Fig. 400,

lseelectric Profile of Transgene-Derived
Ervihropoietin is Cell Type Dependent in Macagues
We evaluated the soelecieic profiles of the secreted EPMO
ol all tested macagues (rom varous lme poeints fellow-
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g thee fiest Dox induction. As observed for P52 (time
polnts are presented in Fig. 1 as squares), the fsoelectric
focusing (IEFY patterns of EFC from the agueous humor
wiere identical in both the uninduced (26 mUfml) and the
irsduced | FAD mU mb state, for all individuals. Another
ohservation Is that secreted EPO of the AAVE!S (P52 and
AAV2AE (P41} subretinolly injected primates displaved
differing |EF patterns (Figs. 5A-5C) Moreover, the
patterns were different [om thost of physlelogical EMO
isoforms (Fig. 5E) or from Soforms produced by AAV-
transduced skeletal muscle (Fig. 500,

Discussion

In this study, we demonstrated that a single subretinal
Injectlon into macaques of an AAVE or —275 vector
containing a transgene under 4 tetracycline-dependent
expression system resulls in an effective regulation of
gene expression in the reting for at least 2.5 wears.
Maximum EPO secretion in the amterlor chamber
depends on the rAAY serotype used and the nature of
the promoter driving riTA expression.

All (100r5) teeated macaques displayed tightly regu-
lated EPCY synthesis with similar induction kinetlcs. The
peak of MO production consistently ocourred st 48 h
alter [rox induction, returning to baseline level within 10
davs upon withdrowal of Dox. The peak EI'O levels
obliined were 1000, 100, and 10 mU/ml for macagues
injected with AAVZSCAG TetOn.epo, AAVZM.CAG,
lerOnepo, and AAVZ/4 RPEQS TetOn.epo, respectively.
Although the regulation was faiely tight in all seven
macaques, AAVI/E CAG. TetOn epo-injected primates
displayed leaky expression in the uninduced state (14 1o
45 mUfml) that exceeded levels of induced EPO expres-
slom in the AAVZ/ERPESS TetOn.epo animals (13 to 14
mllfml}.

The 1-leg difference of expression bebween AAVZ/S.
CAG TetOnepo and AAVZACAG TetOnepo can be
explained by the fact that, i AAVI4-injected primates,
EFO is exclusively produced by the RP'E, while in AAVZY
Setreated animals both the BPE and the photoreceploes
are transduced [29], This explanation is in agreement
with the 20:1 mean ratlo of photoreceptoss to KPE In
ithe macaque reting |33 In conirast, the 1-log difference
of BP0 expression between AAVE4CAG. TetOn.epo-
and AAVZ/4RIE6S TerOn.epo-treated animals s likely
10 be due to the strength of the promoter that drives the
A TA wransactivator (CAG wi RPEGS). This resull suggesis
that the RPEeS-specilic prometer bs 10 times less active
tham the CMV-derived promoter in primate RPE cells
I wiva.

We previoudy reported that no vector genomes ceulkd
b detected in the contralateral eve following subretinal
Injection indogs and primates [34]. Consistent with this
previous observation, in this study we were unable to
detect EMO in the contralateral untreated eve.

An important (inding in the present study is the long-
term persistence of Dox-medinted transgene inducibility
Iy TR of the primates. Indeed, we previously repored
that, using a similar AAVTelOn constouct administered 1o
the muscle via an AAY vector, iterative Dox inductions
resulted in the complete loss of EPO-secretlon tn 8078 of
the primates after two or three challenges [22]. The
mechanism nvolved was a humoral and cytotoxic T cell
response directed against the siTA transactivation protein
resulting in the destruction of the genetically modified
muscle fibers, The fact that no antibody against nTA or
Ercy could be detected in the onterior chaomber fuid or in
the serum, as assessed by Western blot analysis, and that
100 of macaques injected Im the retina displaved
persistent regulation of EMO secretlon s consistent with
the retina's status as an immune-privileged tssue. The
Dosc-regulatable system appears o be consistently amd
permanently functional in the nonhuman primate eet-
Iran, suggesting that this could also be the case in patients.
To our Enowledge, this s the st demonstmlon that a
therapeutic transgene can be tightly regulated using o
sale and fully characterized drug essentiolly devold of
secondary effects. In our opinion, the only currently
available alternative for clintcal use |5 the recently
described rapamyelin-regulatable system uskng nonlmmu-
nosuppresstve analogs [17]. Studies using rapamycin-
Inducible dunl-expression vectors describe successful
regulated pene expression in the reting of macagues
[14,19]. The kinetics of induction and de-induction are
different, however, from that of the Dox-reguloted
system, EMC expression in the anterior chamber fluid
peaked F-14 davs postdelivery (2 davs with the Dox-
Invducible systemd and took several weeks 1o retum 1o
baseling (10 days with the Doex-inducible system) [14%].
Moreover, expression levels never retumed to baseline
bt stayed at slightly elevated levels after each induction
i twier of four subretinally injected eyes.

The IEF patterns of EMO from the agueous humor of all
idividuals were identical in both the uninduced and the
ivduced state, This observation suggests that in contrast
to what has been previously suggested for highly
expressed myvotube-derived factor 14 [28], overexpression
of EMY in the retina was not a contributing factor for
postiranslational modifications of EPO. Anciher obser-
vation made in the present study is that the secreted EPCY
of the AAVZS (RPE and photoreceptors) and AAVZ4
{RI'E only) subsretinally injected peimates displayed differ-
ing IEF patterns and were both different from physio-
Iogical EIPO, The most consistent explanation for this is
that postiranslational modifications of (ransgene-derived
EO in the reting differ with espect o the transduced
cell type of orgin, The retina-derived EIMC soforms are
distinctive {from the recombirant EPO produced by
skeletal muscle [Z7). This difference could explain the
observed discrepancy between intramuscalar and inira-
ccular administration of AAV.epo with pespect to the
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subsequent rescoe of retinal functicn in animal models of
letinits pigmentosa [35). It s possible that a specific
isoform secreted from transduced muscle, but not in the
iransduced retina, may act directly on the EPCG receplors
al the retina. Further investigations will be needed 1o
identify the functional soformis) wvolved.

In concluston, we have developed and validated, in
primate retina, stringent and long-term Dox-regulated
transgene expresslon using the delivery of a single AAVZY
5 or AAVZA vector. Three different ranges of EIMO
concentrations were achleved depending on the rAAY
serotype and the mature of the promoter diving fiTA
expression. We observed that recombinant EPO produced
I the retina has distinctive charsctenistics depending on
the transduced cell type and is different from ihe
physiclegical EPO and the EPO produced by transduced
muscle. This type of complication may alse occur with
other proteins, particularly when sulyject 1o a high degree
of postiranslational modification, suggesting that this
new parameter should be taken i account when destgn-
ing and evaluating gene therapy protocols,

MaTeriaLs anD MEeETHODS

Regormbimand AAV-TebBaEMD vectors, Genemibon af expresion cas-
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[ll. DISCUSSION DU TROISIEME ARTICLE

L'objectif de cette étude était d’évaluer la régulation du transgéne epo dans la rétine de
primates grace au systeme de régulation tétracycline inductible par administration de
doxycycline. La régulation est une étape essentielle dans le développement de la thérapie
génique de complémentation. Au cours de ce type de thérapie génique, des facteurs, comme
des facteurs antiangiogéniques ou neurotrophiques, pourraient étre fortement exprimés dans
la rétine ou ils ne sont pas forcément exprimés de maniére naturelle. Afin d'éviter la
survenue d’effets secondaires liés a une expression continue ou trop forte dans I'ceil de ces
facteurs, il est nécessaire de développer des systémes régulables de I'expression de

transgene.

3.1. Efficacité de la régulation

Dans notre étude, sept primates ont été injectés soit par un vecteur
AAV2/5.CAG.TetOn.epo, soit par un AAV2/4.CAG.TetOn.epo ou soit par un
AAV2/4.RPE65.TetOn.epo par voie sous-rétinienne unilatéralement sauf P5.3 qui a été
injecté dans les 2 yeux (Tableau 1). L’induction réalisée par I'administration de doxycycline
intraveineuse a permis une régulation, stable et efficace de I'expression du transgeéne epo
plus de 2 ans pour le primate P5.1 et plus de 8 mois pour les autres primates (Figure 2 et 3).
Chaque induction par la doxycycline a induit une cinétique d’expression de 'EPO identique a
chaque induction. Le taux maximum d’EPO, dosée dans la chambre antérieure par ELISA,
est atteint rapidement en 48 heures aprés le début de linduction puis le taux basal
d’expression est retrouvé dix jours apres l'arrét de I'induction par doxycycline (Figure 2 et 3).
Le taux maximum d’EPO, dosé dans la chambre antérieure, varie d’un individu a l'autre en
fonction du sérotype du vecteur injecté, du promoteur utilisé dans la construction et du titre
de la solution de vecteurs. Le plus haut taux détecté lors du premier pic est d’environ 1662
muU/ml pour le primate P5.1 injecté par le vecteur AAV2/5.CAG.TetOn.epo avec la dose de
1.10" particules. Les animaux P5.2, P5.3, injectés avec le méme vecteur mais avec des
doses allant de 2.10'° & 5.10 particules, présentent un taux maximal d’EPO au premier pic
plus faible qui est compris entre 423 et 760 mU/ml. En ce qui concerne les primates injectés
par un vecteur AAV de sérotype 4, les taux maximums sont compris entre 99 et 75 mU/ml
respectivement pour P4.1 et P4.2 (promoteur CAG) injectés respectivement avec 2.10"° et

1,8.10" particules alors que ce taux n'est que de 14 et 13 mU/ml pour les primates P4.3 et
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p4.4 (promoteur RPEG5) injectés avec la dose de 2.10™ particules (Tableau 1). Le taux basal
d’expression d’EPO, quant a lui, n’est pas égal a zéro et est variable d'un animal a l'autre.
Ce taux basal d’expression d’EPO représente le niveau de fuite du systéme de régulation. Il
est compris entre 1 mU/ml pour P4.3 et P4.4 et 60mU/ml pour P5.1 (Figure 2 et 3). Ce taux
basal d’expression d’EPO dans I'eeil correspond de 0,3 a 20 fois le taux d’EPO endogéne,
car le taux basal d’EPO endogéne chez le primate est de 3 mU/ml (Rivera et al., 2005). La
valeur de ce taux basal d’EPO dans I'ceil apres le transfert de gene dépend du niveau
d’expression d’EPO obtenu lors des inductions. En effet, pour le primate P5.1 qui a le plus
fort taux d’EPO lors du pic (environ 1000 mU/ml), la valeur du taux d’EPO lors du retour a
I'état basal est aussi la plus forte (50 mU/ml). Le primate P4.4, dont 'EPO au pic est de 6
muU/ml, présente le taux le plus faible d’'EPO a I'état basal a savoir 1 mU/ml (Figure 2 et 3).
Avec le systéme rapamycine, I'équipe de Wilson a également retrouvé une fuite représentée
par le niveau basal d’expression d’'EPO (Lebherz et al., 2005). Les valeurs de ces taux
basaux d’'EPO s’échelonnent d’environ 50 mU/ml pour le primate injecté en sous-rétinien a la
dose de 2,84.10™ copies du mélange des vecteurs (AAV-2/2-CMV-TF1Nc et AAV-2/2-CMV-
Z12rhepo au ratio 1:1) a 1 mU/ml pour le primate injecté en sous-rétinien a la dose de

1,41.10™ copies de ce méme mélange de vecteurs (Lebherz et al., 2005).

La régulation de I'expression du transgéne epo dans la rétine de primate aprés une
injection sous-rétinienne d'un vecteur AAV2/5.CAG.TetOn.epo ou AAV2/4.CAG.TetOn.epo
ou AAV2/4.RPE65.TetOn.epo est reproductible aprés plusieurs inductions par doxycline.
C’est un point important de la publication car au sein du laboratoire, il a été décrit une perte
compléte de I'expression de 'EPO apres 2 ou 3 inductions par doxycycline chez 80% des
primates injectés dans le muscle par un vecteur AAV2/2.CAG.TetOn.epo codant pour une
cassette d'expression TetOn.epo possédant la premiére version du rtTA (Favre et al., 2002).
Le mécanisme responsable de cette chute de sécrétion de 'EPO est une réponse humorale
et cytotoxique des lymphocytes T dirigée contre la protéine transactivatrice rtTA, réponse
immune qui induit une destruction des fibres musculaires traitées. Malgré le remplacement
dans la cassette d’'expression du rtTA par le rtTA-M2, version du rtTA qui est moins toxique
dans les cellules Hela (Urlinger et al., 2000), le méme ratio de perte d’efficacité de régulation
de I'expression de 'EPO a été constaté apres injection d'un AAV1 ou 2 dans le muscle chez
le primate (Chenuaud et al., 2004b). C’est cette seconde version du rtTA (rtTA-M2) que nous
avons utilisée dans notre étude.

Dans la littérature, il existe plusieurs travaux rapportant le développement d'une
réponse immune dirigée contre I'EPO aprés injection soit d'une EPO recombinante chez
’homme (Locatelli and Del Vecchio, 2003) ou soit d’'un vecteur AAV2 codant pour 'EPO

injecté dans le muscle chez le macaque (Chenuaud et al., 2004a; Gao et al., 2004a). Or
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dans notre étude comme dans celle de I'équipe de Wilson, il n'a été retrouvé aucun
développement d’anticorps dirigé contre 'EPO apres expression du géne de I'EPO par la
rétine de primate que ce soit avec le systéme inductible avec le systeme TetOn (Stieger et
al., 2006) ou rapamycine (Lebherz et al., 2005). Le statut de site immunoprivilégié de I'ceil
est ici mis en évidence car I'étude par immunowestern n’a pas permis de mettre en évidence
la présence d’anticorps dirigé ni contre le rtTA ni contre 'EPO dans I'humeur agueuse ou
dans le sérum chez le primate P5.2 aprés 3 inductions (Figure 4D). Le systéme de régulation
de l'expression d'un transgéne TetOn est un systéme qui permet une régulation de
I'expression d’'un transgéne dans la rétine de maniére efficace, stable a long terme sans

développement de réponses immunitaires contre le systéme inductible.

3.2. L'impact sur la rétine du transfert du géne epo avec le systeme de régulation

La durée d'expression du systéme tétracycline dans la rétine de primate a été
comprise entre plus de 2 ans pour P5.1 et 8 mois pour les autres primates de I'étude (P5.2-
5.3, P4.1-4.4). L'expression du rtTA et de I'Epo sur la rétine n'a pas montré d’altération de la
fonction rétinienne lors d’un examen par ERG chez chacun des primates (Figure 4C).

L’OCT (tomographie par cohérence optique) permet, de maniére non-invasive, d’obtenir une
image de la rétine avec une définition de 7-10 um. Apres transfert d’'un vecteur AAV codant
pour le gene de I'epo avec le systeme de régulation TetOn, la structure rétinienne par
examen OCT apparait identique entre I'ceil opéré et I'ceil non-opéré (Figure 4A et 4B). La
surexpression du gene de I'epo ne semble pas, dans notre étude, avoir d’effets adverses.
Lors d’'une étude histologique de la rétine de primates injectés en sous-rétinien par un
mélange de vecteurs codant pour le systeme de contrble rapamycine et pour 'EPO (AAV-
2/2-CMV-TF1Nc et AAV-2/2-CMV-Z12rhepo), Lebherz et al ont montré une dégénérescence
des photorécepteurs et des cellules de 'EPR dans les zones rétiniennes injectées par ce
mélange de vecteurs sans qu’une explication claire ait été trouvée (Lebherz et al., 2005).
L'érythropoiétine est une hormone dont le réle neuroprotecteur dans plusieurs organes a été
démontré (Siren et al., 2001; Celik et al., 2002)et notamment dans la rétine. Dans la rétine, le
rble neuroprotecteur de I'EPO a été montré dans les photorécepteurs lors d'une
dégénérescence induite par la lumiere (Grimm et al., 2002) et dans les cellules
ganglionnaires lors d’'une apoptose induite par axotomie chez le rat (Weishaupt et al., 2004).
La maniére dont 'EPO joue ce rdle antiapoptotique dans la rétine n’est pas bien claire. Dans

ce modeéle de glaucome induit par axotomie chez le rat, I'action antiapoptotique de I'EPO au
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niveau des cellules ganglionnaires est jouée en inhibant la voie PI-3-kinase/Akt en
empéchant le clivage de la caspase 3 (Weishaupt et al., 2004) mais dans un autre modéle
ou I'axotomie est réalisée chez une souris transgénique tg12, qui exprime 'EPO humaine en
permanence, ce rble antiapoptotique au niveau des cellules ganglionnaires est joué en
activant la voie ERK-1/2 (Kilic et al., 2005). Dans la dégénérescence des photorécepteurs
induite par la lumiere, I'EPO activerait le factor HIF-1 (hypoxia inductible factor-1) (Grimm et
al., 2002). L'expression d’'EPO permet de retarder la dégénérescence des photorécepteurs
dans un modele de dégénérescence induite par la lumiére chez le rat albinos et également
dans le modéle murin rds de dégénérescence rétinienne héréditaire li€ a une mutation du
gene de la périphérine lorsque I'EPO est exprimée grace a un AAV2/2.CMV.epo injecté
directement dans le muscle (Rex et al., 2004). Par contre dans le modéle murin rd10, qui
présente une mutation dans le géne de la sous-unit¢ B de la phosphodiesterase,
I'’AAV2/2.CMV.epo injecté dans le muscle n'a aucun effet sur la dégénérescence rétinienne
(Rex et al., 2004). De méme dans ces trois modeles (rats albinos, souris rds et souris rd10)
lorsque 'AAV2/2.CMV.epo est injecté directement dans I'ceil, aucun effet neuroprotecteur de
'EPO n'a été mis en évidence (Rex et al., 2004). Le poids moléculaire de I'EPO
recombinante est identique qu’elle soit produite dans I'eeil ou dans le muscle suite a un
transfert de géne (Rex et al., 2004). Par contre dans la littérature, il est décrit que I'EPO
recombinante présente des modifications post-traductionnelles différentes en fonction des
conditions environnementales cellulaires et donc en fonction du tissu ou celle-ci est produite
(Lasne et al., 2002). Ces modifications post-traductionnelles et notamment les glycosylations
post-traductionnelles de 'EPO sont a I'origine d’'une différence d’'acidité entre les différentes
EPO. Ces difféerences d'acidités induisent des variations de migrations lors de
I'électrophorése de ces différentes EPO au sein d'un gel polyacrylamide, les points de
migrations de chaque EPO sont appelés pl pour points isoélectriques et la technique
migration en Isoelectric focusing (IEF) (Lasne et al., 2002). Dans notre étude, I'analyse des
profils de migration en IEF des protéines recombinantes EPO produite par transfert de géne
differe selon que la protéine est produite par les photorécepteurs et/ou les cellules de 'EPR
(Figure 5A, 5B et 5C). La différence dans la migration de I'EPO est également présente
entre 'EPO recombinante produite par le muscle et celle produite dans la rétine (Figure 5D).
Aucune des isoformes d’EPO recombinantes ne posséde le méme profil de migration que
'EPO endogéne (Figure 5E). Notre étude a confirmé l'existence d'une différence entre
l'isoforme d’EPO dérivant de la rétine et l'isoforme recombinante produite par le muscle qui
avait déja été démontrée (Lasne et al., 2004). Cette différence peut expliquer le décalage
observé entre 'administration intramusculaire et I'administration intraoculaire d’'un AAV.epo
dans la capacité de restitution de la fonction rétinienne dans des modéles de

dégénérescence rétinienne (Rex et al., 2004). L’explication de cette différence de sensibilité
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de la rétine aux différentes isoformes d’EPO doit étre étudiée avec notamment I'étude de

spécificité des récepteurs rétiniens a 'EPO.

Deux perspectives peuvent étre envisagées a la suite de cet article traitant de la régulation

du transgene epo par le systeme tétracycline.

La premiére consiste en la régulation de I'expression de facteurs neurotrophiques
divers utilisés en ophtalmologie. Nous avons évoqué, a plusieurs reprises dans la premiere
partie, 'emploi du PEDF dans le traitement de la DMLA avec notamment un essai clinique
de phase Il pour le traitement de cette pathologie rétinienne par un adénovirus codant pour
le PEDF (Campochiaro et al.,, 2006). Dans la DMLA exsudative, la période active
néovasculaire est plus importante les premiéres années de la maladie (Polito et al., 2006).
On peut penser que I'expression en continu du PEDF au niveau de la rétine, alors gqu'il n'y a
plus de phase néovasculaire active, pourrait étre nocive pour la rétine. Du moins, la
possibilité de réguler I'expression du PEDF en fonction de l'histoire naturelle de la maladie
serait plus satisfaisante. D'autres facteurs neurotrophiques, comme le CNTF, le GDNF
(McGee Sanftner et al., 2001a; Buch et al., 2006) et le FGF (Lau et al., 2000; Green et al.,
2001; Lau and Flannery, 2003) exprimés dans l'ceil suite & un transfert de géne via un
rAAV2, ont été utilisés pour prolonger la survie des photorécepteurs dans des modéles de
dégénérescences rétiniennes héréditaires. Les premiers résultats publiés qui concernaient le
transfert du gene cntf dans la rétine ont démontreé I'efficacité de ce facteur neurotrophique a
préserver la couche des noyaux des photorécepteurs apres une injection intravitréenne d'un
AAV.CMV.cntf chez les souris opsin-/- et chez les rats transgéniques P23H et S334ter ainsi
que dans le modéle murin Prph2R%2R% (| jang et al., 2001a; Liang et al., 2001b). Par contre,
I'étude électrophysiologique, réalisée chez les mémes animaux injectés avec ce vecteur
exprimant le CNTF, a mis en évidence une altération des amplitudes des ERGs au niveau
des yeux injectés avec le vecteur codant pour le CNTF comparés aux yeux témoins injectés
par un AAV2.CMV.gfp. Il semble que I'effet néfaste sur 'TERG soit dose-dépendant. En effet,
lors d’'une injection sous-rétinienne d'un AAV2.CMV.cntf a une dose équivalent a 1/100 d'une
solution a 5.10® particules, les altérations de 'ERG sont moins importantes que lors d’une
injection sous-rétinienne d'un méme vecteur a la dose équivalent a 1/10 d'une solution a
5.10° particules (Buch et al., 2006). || semble que la dose de CNTF rétinienne a atteindre,
pour obtenir une efficacité sans nocivité de ce facteur neurotrophique, soit compris dans une
fenétre thérapeutique (Bok et al., 2002; Schlichtenbrede et al., 2003; Buch et al., 2006). Le

systeme de régulation TetOn pourrait permettre I'expression d’'un taux déterminé de CNTF.
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Taux qui pourrait étre ajusté en fonction du sérotype de vecteur ou du promoteur ou du titre

de la solution de vecteurs injectée comme nous I'avons démontré dans cet article.

La seconde perspective concerne le caractere neuroprotecteur de 'EPO. Les études
relatées dans cette discussion et dans la premiere partie semblent démontrer que l'effet
neuroprotecteur de I'érythropoiétine differe d’'un modéle animal de rétinopathie pigmentaire a
lautre, qu'il differe également en fonction de I'EPO utilisée (recombinante, produite par le
muscle ou I'ceil suite a un transfert de géne) (Grimm et al., 2002; Rex et al., 2004). Toutefois,
une constatation cliniqgue de I'équipe du Pr Dufier semble montrer que I'érythropoiétine est
une voie possible pour le traitement des dégénérescences rétiniennes héréditaires et que
cette molécule doit étre testée dans le cadre de ces dégénérescences. En effet, ils ont
exposé le cas d'un jeune homme agé de 19 ans ayant un syndrome de Bardet Biedl qui
présentait une anémie sidéroblastique réfractaire pour laquelle un traitement d’EPO
recombinante a 30000 Ul/semaine a été instauré pour une durée de 2 ans. L'épaisseur
rétinienne mesurée par OCT ainsi que les capacités visuelles de ce jeune patient (ERG et
acuité visuelle) ont été améliorées apres la mise en place du traitement par I'érythropoiétine
(Roche et al., 2006). C'est pourquoi, un des objectifs prochains de I'équipe « rétine » de
lunité INSERM U649 est de tester le vecteur régulable exprimant le gene de
I'érythropoiétine, utilisé dans cet article, dans un modéle animal de dégénérescence
rétinienne d’évolution rapide : le chien teckel RPGRIP1, qui est un modéle canin d’Amaurose

Congénitale de Leber.
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C : Conclusion générale

Le premier objectif que nous nous étions fixé dans cette thése était d’évaluer I'efficacité
et la stabilité du transfert de génes via un AAV dans la rétine d’animaux sains. Nous avons
montré qu’aprés une injection unique d'un vecteur AAV de sérotype 2, 4 ou 5 portant le
transgéne gfp sous le contréle du promoteur CMV, I'expression du transgene dans la rétine
était stable plus de 36 mois chez 3 chiens et un primate. Durant ce travail, nous avons pu
évaluer, in vivo, le retentissement pour la rétine d'une injection sous-rétinienne et d'un
transfert de géne a long terme via un rAAV. Les angiographies a la fluorescéine ou au vert
d’'indocyanine réalisés chez les animaux traités n'ont pas mis en évidence d’altération
rétinienne. L’évaluation électrorétinographique réalisée chez les 4 animaux n’a pas montré
d’altération de la fonction rétinienne suite a ce transfert de gene. La procédure chirurgicale
d’injection sous-rétinienne par voie transvitréenne est une procédure sdre car, sur la durée
de I'étude, aucun animal n'a présenté d’'effets adverses comme un décollement de rétine ou
une infection intraoculaire ou une cataracte. Le suivi a long terme de tels animaux est
nécessaire également pour s’assurer de la non-survenue de processus tumoraux ou
dégénératifs. Nous continuons donc a examiner régulierement ces animaux. Plus de 66
mois aprés le début de I'étude, aucune rectification dans les conclusions de ce premier

travail n’a été nécessaire.
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Notre deuxieme objectif était d’évaluer un AAV de sérotype 4 pour une thérapie génie
de substitution dans un modele animal de dégénérescence rétinienne. L'injection en sous-
rétinien d’AAV2/4.RPE65.rpe65 chez des chiens Briard RPE65”, modéle de I'Amaurose
congénitale de Leber, a permis une restauration de la fonction visuelle et de la vision.
L'utilisation d’'un sérotype 4 couplé a un promoteur spécifique RPE65, a pour but d'éviter la
transduction et I'expression de la protéine RPE65 dans des cellules autres que les cellules
de I'épithélium pigmenté rétinien. Ce travail nous a, également, permis de préciser les
paramétres des injections du vecteur AAV2/4.RPE65.rpe65 chez les chiens RPE65"(dose
de vecteur, age au moment du traitement, définition de la zone de traitement). Les injections
dans ce modéle canin de dégénérescence rétinienne ont mis en évidence une fragilité
rétinienne au décours des injections sous-rétiniennes ; fragilité qui est a I'origine d’'altérations
rétiniennes dans la zone traitée. Cette particularité de la rétine RPE65” sera a prendre en
compte lors de I'établissement de protocoles cliniques de thérapie génique dans I'amaurose
congénitale de Leber liée au géne rpe65. La perspective principale qui découle de ce travail
est le projet de mise au point d’'un protocole d’essai clinique de thérapie génique via un AAV
de sérotype 4 de '’Amaurose congénitale de Leber liée & la mutation du géne rpe65”. Aux
Etats-Unis, deux protocoles d'essai clinigue de phase l/ll ont été acceptés par le RAC
(Recombinant DNA Advisory Committee)(www4.od.nih.gov/oba/Rdna.htm). Dans ces deux
projets, I'injection d'un AAV de sérotype 2, qui transduit les photorécepteurs et les cellules de
I'épithélium pigmentaire codant pour le transgéne rpe65 contrélé par un promoteur chimére
ubiquitaire CAG doit étre réalisée chez des enfants RPE65” agés de 8 & 18 ans. Les

inclusions pour ces deux essais cliniques sont en passe de démarrer.

La possibilité de réaliser une régulation reproductible et efficace de I'expression du
transgene epo dans la rétine de primate via un rAAV-TetOn ouvre des perspectives
thérapeutiques importantes pour le transfert de géne dans la rétine. La régulation de
I'expression du transgéne est facilement réalisée par I'administration d’'un antibiotique. Les
inductions itératives sur une durée de 8 a 24 mois n’induisent pas une diminution de
I'expression du transgeéene, ni I'apparition de réactions immunes contre le rTta du systéme
TetOn comme il a pu étre constaté lors de l'utilisation de ce systéeme de régulation dans le
muscle (Favre et al., 2002; Chenuaud et al., 2004b). De plus, nous avons montré qu’'en
fonction de la dose du vecteur AAV injecté, en fonction du promoteur utilisé et en fonction du
sérotype de I'AAV injecté (4 ou 5), la quantité d'EPO exprimée dans I'humeur aqueuse
pouvait varier d'un facteur 150. Si on transpose au systéme Tétracycline, les constatations
réalisées par Lebherz lors des variations des doses d’inducteur avec l'utilisation du systéme
rapamycine (Lebherz et al.,, 2005), on peut penser que l'on disposera d'une nouvelle

possibilité de faire varier les quantités du transgene exprimé et par conséquent les quantités
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de la protéine thérapeutique par variation de la dose de doxycycline en cours du traitement.
Ces différentes possibilités pourront permettre de s'adapter aux évolutions des maladies
rétiniennes traitées par thérapie génique et aux besoins d’adaptation in situ de différentes
thérapeutiques. Les perspectives d'application pour la rétine d’'un tel systéme de régulation
de [l'expression dun transgéne sont la régulation de [I'expression de facteurs
antiangiogéniques ou neurotrophiques dans le traitement par thérapie génique de
complémentation via des rAAV des pathologies rétiniennes néovasculaires ou
dégénératives. De maniere plus mineure, la régulation d’'un facteur de transcription (CRX,
RP1, NR2E3...) dont les génes peuvent étre mutés dans des pathologies rétiniennes
héréditaires dégénératives pourrait étre envisagée avec le systéme Tétracycline.

Toutefois, il reste a tester différentes possibilités de variations de l'induction notamment
I'effet d’'une induction continue par la doxycycline ainsi que I'effet de variations des doses de
doxycycline. La stabilité de ce systéme d’induction pour le transfert de géne dans la rétine
doit étre évaluée sur une période plus importante.

De plus, l'utilisation dans la construction de ce systéme de régulation du transgéne
rapporteur epo, pourrait nous amener a tester les capacités neuroprotectrices de cette
protéine dans un modéle de dégénérescence rétinienne. Comme nous avons déja le
systeme de régulation avec le transgéne epo, nous projetons d’étudier les effets
neuroprotecteurs de 'EPO chez le teckel RPGRIP1™".
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