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Contexte

Depuis plus d'une dizaine d'années, au sein du groupe de recherche dirigé par N.
Ferry, nous développons des projets de recherche fondamentaux et cliniques dans le
domaine de I'hépatologie et du transfert de génes a l'aide de vecteurs recombinants.
Notre volonté étant de faire de la recherche translationnelle et de générer des
thérapies nouvelles, nous avons donc développé des stratégies de thérapie cellulaire
et génique autour de pathologies comme le cancer du foie, et les maladies hépatiques
héréditaires.

Nous avons par exemple mené des études de lignages cellulaires au cours de la
cancérogenese hépatique en utilisant les techniques de marquage des cellules in vivo a
l'aide de vecteurs recombinants, le but étant de mieux connditre l'importance des
différents types cellulaires dans la carcinogenese et d'expliquer l'origine cellulaire
des carcinomes hépatocellulaires. Un autre de nos axes de travail a été de développer
des stratégies de transfert de génes a l'aide de vecteurs viraux pour le traitement de
maladies métaboliques héréditaires hépatiques comme la maladie de Crigler-Najjar de
type I. Dans un premier temps nhous avons utilisé principalement des vecteurs
rétroviraux murins recombinants, puis nhous avons développé des stratégies avec
d'autres vecteurs comme I'AAV, (adeno-associated virus) ce qui nous a permis de
débuter une étude préclinique d'un essai Européen de thérapie génique pour la maladie
de Crigler Najjar de type 1.

Les ftravaux exposés dans ce manuscrit sont le fruit de ces trois derniéres années
de recherche. Ces projets, dont les maitres mots sont « Régénération hépatique et
transfert de genes » s'inscrivent en cohérence avec les travaux auxquels jai
participés antérieurement et que je cite dans ce manuscrit. Ces études ayant des
retombées dans le domaine fondamental ou dans le domaine des biothérapies,
notamment la thérapie génique ont eu pour objet :

-d'une part de mieux caractériser les populations cellulaires participant a la
régénération hépatique en condition pathologique,

-et d'autre part, d'évaluer I'efficacité de la transduction des hépatocytes par des
lentivirus recombinants lors de la régénération hépatique.
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Introduction générale — structure et fonction du foie

1 Structure et fonction du foie

1.1 Notion d'anatomie générale

Chez I'nomme le foie est un organe impair asymétrique. Il est situé dans le quart
supérieur droit de I'abdomen juste au-dessus du duodénum. Il est le plus volumineux des
visceres humains. Son poids est d'environ 1500 grammes (a 1’autopsie) mais il contient en
plus 800 a 900 grammes de sang chez le vivant. Il représente environ deux pour cent du
poids corporel. Le foie est entouré par une capsule conjonctive, la capsule de Glisson, qui
s'invagine dans le parenchyme hépatique permettant de déterminer des lobes. L’anatomie
de surface du foie humain le divise en 4 lobes, 2 lobes accessoires et deux lobes principaux
(le lobe droit est trés volumineux séparé du lobe gauche par le ligament falciforme). Chez

I'nomme le foie est dit unifié car les lobes sont accolés. (Figure 1A).

Lobe gauche
Lobe droit
Véstcule
biliaire
A% .': -:f/r’
e
A B

Figure 1. A-Anatomie générale du foie humain. B- Anatomie du foie de rat. LM : lobe
médian ; LLG : lobe latéral gauche ; LLDD : lobe latéral droit dorsal ; LLDV : lobe latéral
droit ventral ; LC : lobe caudé.

(Effet de la ligature portale partielle sur la régénération hépatique chez le rat, Lorand et al. Ann Chir
2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier).
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Introduction générale — structure et fonction du foie

1.1.1 Quelques particularités d’espece

Il est essentiel de préciser qu'il existe des particularités anatomiques du foie en
fonction des espéces. Ces spécificités concernent essentiellement la taille et la lobation du
foie. La taille du foie est proportionnellement plus volumineuse chez les carnivores que
chez les herbivores. En ce qui concerne la lobation du foie, il faut savoir qu'elle est plus
accentuée chez certains animaux comme les carnivores ou les glires. Ainsi par exemple le
foie de rat dit "lobé" est composé de 4 lobes anatomiques indépendants (Figure 1B). Une
autre particularité cette fois ci concernant « I’environnement » du foie, est la présence ou
non de la vésicule biliaire. En effet, chez certains animaux, le stockage de la bile n'est pas

nécessaire et la vésicule peut faire défaut. C'est par exemple le cas chez le rat ou le hamster.

1.1.2 Vascularisation hépatigue

Quelques mots concernant la vascularisation du foie sont indispensables pour
comprendre l'organisation générale du parenchyme hépatique. C’est au niveau du hile, sur
la face inférieure du foie, que pénétrent et/ou sortent les vaisseaux sanguins et les canaux
biliaires.

Le foie présente deux systéemes vasculaires afférents :

-La veine porte (75% du sang afférent) draine le sang veineux provenant du tube
digestif et de la rate, puis se ramifie en veinules.

-L'artere hépatique (25% du sang afférent) provenant de ’aorte se ramifie en

artérioles.

La vascularisation efférente est représentée par la confluence des veines centrolobulaires en

veines sus-hépatiques qui rejoignent la veine cave inférieure. (Figure 2A).

Les canalicules biliaires, transportant la bile secrétée au pdle apical des hépatocytes,
convergent pour former les canaux biliaires qui vont rejoindre la vésicule biliaire. Le

transport de la bile a donc une direction opposée au flux sanguin.
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Figure 2: A-Vascularisation du foie B-Segmentation du foie selon Couinaud.

La distribution en divers territoires des vaisseaux sanguins et des conduits biliaires,

détermine la segmentation hépatique. Selon la classification de Couinaud, populaire surtout

en Asie et en Europe, le foie humain peut se partager en huit segments qui correspondent a

la répartition des ramifications du réseau porte et sus-hépatique. Chaque segment possede

son propre systeme de vascularisation et de drainage biliaire (Figure 2B). Ainsi, plusieurs

régions du foie, indépendantes dans leur fonctionnement, peuvent étre enlevées sans

compromettre le fonctionnement du parenchyme restant.

Le systeme circulatoire hépatique est indispensable pour comprendre I'organisation

générale du parenchyme hépatique, mais aussi la structure microscopique du foie,

comportant de véritables unités microcirculatoires.
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1.2 Organisation microscopique du foie

1.2.1 Notion de lobule hépatigue

Le foie humain est composé d'unités structurales microscopiques appelées lobules
hépatiques. Les lobules hépatiques sont des structures hexagonales, centrés par une veine
centrolobulaire (branche de la veine sus hépatique) et limités en périphérie par les espaces
portes, ou espaces de kiernan. Au niveau de chaque espace porte on peut trouver la triade
portale, composée des ramifications de la veine porte, de l'artére hépatique, et du canal
biliaire. Le sang des veinules et artérioles se mélange et circule dans les capillaires
sinusoides qui convergent vers la veine centrolobulaire assurant ainsi la vascularisation du
lobule. La bile secrétée par les hépatocytes dans les canalicules biliaires est acheminée dans
le sens opposé de la circulation sanguine jusque dans les canaux biliaires se trouvant dans
I'espace porte. Il faut noter qu'il existe une zone de jonction entre la partie terminale des
canalicules biliaires et des canaux biliaires appelée canal de Héring. A I'intérieur du lobule,
les hépatocytes sont disposés en travées (travées de Remak), et convergent de I'espace porte

vers la veine centrolobulaire. (Figure 3).

Branche de la veine 4 Branche de
porte hépatique I'artére
hépatique

Canal
biliaire

Sinusoide

-~ -0

q / / o \
O LN

Canaticule
blliaire

Cellules
hépatiques

Figure 3- Description du lobule hépatique -Représentation schématique.
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Le lobule est considéré comme l'unité anatomique du parenchyme, néanmoins, il
correspond mal a la réalité fonctionnelle du tissu hépatique. En effet, les sinusoides ne
naissent pas a la périphérie des espaces portes mais a la périphérie des lobules hépatiques, a
partir de vaisseaux issus des veines portes, décrits sous le nom de branches terminales. Une
des principales conséquences de cette architecture complexe est que la région du
parenchyme hépatique recevant les concentrations sanguines les plus elevées en oxygéne,
en nutriments et en médiateurs d'origine intestinale n'est pas la région située autour de
I'espace porte, mais la périphérie du lobule, ou naissent la plupart des sinusoides. C'est en
se basant sur ces données que Rappaport a proposé une nouvelle conception de
I'organisation fonctionnelle du tissu hépatique, celle de l'acinus (Rappaport, A. M. et al.,
1954). 11 s’agit d’une structure parenchymateuse hépatique dont le centre est un espace
porte et la périphérie une veine centrolobulaire (Figure 4). Il est divisé arbitrairement en
trois zones pour tenir compte des différences d'oxygénation qui existent dans le lobule : la
zone |11 étant située autour des veines centrolobulaires, pauvre en oxygene, alors la zone |
située autour des vaisseaux afférents périportaux, recoit un sang riche en nutriments et

oxygene.

porte
e "V
acinus

26 e

centrolobulaire

Lobule

Figure 4. Représentation de 1’acinus
(www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/digestion/liver/histo acinus).
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Les hépatocytes présentent une hétérogéneité morphologique, biochimique et
fonctionnelle selon leur localisation dans les différentes zones du lobule hépatique. On
observe par exemple un gradient de taille des hépatocytes le long de I'acinus. Il existe aussi
une zonation métabolique due aux différentes activités métaboliques des hépatocytes en
fonction de leur position au sein de I'acinus lui-méme défini par la direction du flux sanguin
(Gebhardt, R., 1992) (Jungermann, K. & Kietzmann, T., 1996). Ainsi, la zone périportale
est spécialisée dans le métabolisme oxydatif, la néoglucogenese, le catabolisme des acides
gras et acides aminés, ainsi que la synthese de cholestérol. Au contraire, la zone
périveineuse assure préférentiellement la glycolyse, la synthése des acides gras, des
fonctions de biotransformation des xénobiotiques, et la formation de la bile (Burke, Z. D. &
Tosh, D., 2006) (Oinonen, T. & Lindros, K. O., 1998). Les mécanismes moléculaires a
I'origine de cette zonation restent incompris. Cependant des études assez récentes montrent
que certaines voies de signalisation, (par exemple la voie Wnt/ B-caténine), pourraient
réguler les programmes géniques des compartiments périveineux et périportaux
responsables de cette zonation métabolique (Benhamouche, S. et al., 2006) (Burke, Z. D. et
al., 2009).

1.2.2 Architecture du parenchyme et principaux types cellulaires (Figure 6)

1.2.2.1 Les travées de Remak

Les hépatocytes représentent environ 60% des cellules hépatiques et forment des
travées séparées par les sinusoides. Les hépatocytes sont de forme polyédrique d’environ
20x30pum. Chaque hépatocyte est en contact latéralement avec d’autres hépatocytes, par

contre a sa base I’hépatocyte est en contact avec le plasma situé dans 1’espace de Disse.

Les hépatocytes sont polarisés et on distingue deux pdles :

-un péle biliaire entre deux hépatocytes qui délimite le canalicule biliaire dans
lequel la bile est secrétée.

-un pble vasculaire au contact de 1’espace de Disse, permettant notamment 1’entrée

des nutriments dans les hépatocytes et la sécrétion protéique dans le sang.
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Les hépatocytes sont riches en organites de toutes sortes (mitochondries, réticulum
endoplasmique, lysosomes, peroxysomes, complexe golgien) ce qui leur permet d’assurer

de nombreuses fonctions métaboliques.

Les hépatocytes ont la particularité de posséder un ou plusieurs noyaux eux-mémes
diploides ou non et de ce fait présentant des contenus en ADN différents. La
polyploidisation d'une cellule diploide se déroule ainsi : tout d'abord, elle réplique son
ADN puis effectue un cycle de division originale puisque la mitose a bien lieu mais par
contre elle est suivie d’une cytocinese incomplete empéchant la cellule de se séparer en
deux (Margall-Ducos, G. et al., 2007). Ceci conduit ainsi a la formation d'une cellule
binucléée possédant deux noyaux diploides (2x2n). Cette cellule peut alors se diviser pour
donner deux cellules tétraploides mononucléées, ou se diviser anormalement par mitose
sans cytocinese et former des cellules 2x4n.

Chez le rat nouveau né, le foie est constitué d’hépatocytes diploides (mononucléés
2n) alors que chez le rongeur adulte, 25% des hépatocytes sont diploides, 70% sont
tétraploides (binucléés 2x2n, ou mononucléés 4n) et 5% sont octoploides (binucléés 2x4n
ou mononucléés 8n). C’est apres le sevrage que la fréquence d’hépatocytes tétraploides
(binucléés 2x2n ou mononucléés 4n), puis octoploides (binucléés 2x4n ou mononucléés 8n)
augmente brutalement marquant en quelque sorte la différenciation terminale des
hépatocytes (Figure 5). En effet des travaux récents démontrent que lors du développement
post-natal du foie, le sevrage influence directement I’initiation des événements de
cytocinese incomplete (Celton-Morizur, S. et al, 2010). Cette équipe n’a observé aucun
événement de cytocinése incompléte chez des rats de 19 jours non sevrés. Par contre, chez
des rats de 19 jours sevrés précocement a 15 jours la formation d’hépatocytes tétraploides
2x2n débute. Cette équipe propose que la modulation du signal insulinique au moment du
sevrage induit des variations importantes dans la genese du contingent tétraploide 2x2n. En
effet, I’injection d’insuline stimule le développement d’hépatocytes tétraploides et a
I’inverse, la diminution du taux d’insuline par un agent diabétogéne ralentie la

polyploidisation.
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Figure 5. Polyploidisation pendant la croissance du foie (Celton-Morizur, S. et
al.,2010).

1.2.2.2 L’espace de Disse

Il existe un espace virtuel entre les hépatocytes et les sinusoides appelé espace de
Disse. Cet espace contient des cellules étoilées (cellules de Ito) entourées de la matrice
extracellulaire. La matrice extracellulaire est constituée d'un assemblage complexe de
macromolécules réparties en quatre groupes : les collagenes, les glycoprotéines, I'élastine et
les protéoglycanes. Les cellules étoilées du foie représentent environ 5% des cellules
hépatiques et sont réparties de fagon uniforme au sein de 1’acinus. Ces cellules sont les
principales cellules de stockage de la vitamine A sous forme estérifiée dans des gouttelettes
lipidiques. Ces cellules jouent un réle important lors des lésions hépatiques, puisque les

réactions inflammatoires activent et différencient les cellules étoilées en myofibroblastes,
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qui migrent au niveau des lésions et provoquent des changements qualitatifs et quantitatifs
de la matrice extracellulaire afin de permettre la restructuration de celle-ci. Une activation
des cellules étoilées lors de lésions chroniques conduit a 1’accumulation excessive de
matrice (fibrose hépatique). Enfin, ces cellules participent a la régulation du flux sanguin

sinusoidal grace a leur propriété contractile.

1.2.2.3 Les sinusoides hépatiques

Les sinusoides hépatiques sont des capillaires fenestrées délimités par des cellules
endothéliales qui représentent environ 20% des cellules hépatiques. Ces fenestrations
facilitent les échanges bidirectionnels entre le sang et les hépatocytes. Les cellules
endothéliales jouent ainsi un réle de tamis ou de filtre mais sont aussi capables de transférer
des molécules par endocytose. Le nombre et la taille des fenestrations, mesurés par
microscopie électronique a transmission, varient selon la localisation dans ’acinus mais
surtout en fonction des espéces. Ainsi par exemple le diamétre moyen des fenestrations
chez I’homme est de 107 nm, alors qu’il est de 141 nm chez la souris C57BL/6 et 150 nm
chez le rat Sprague dawley (Jacobs, F. et al., 2010). Le nombre de fenestrations peut aussi
varier selon les individus de la méme espece notamment lors de certaines pathologies
hépatiques. Par exemple lors du développement de fibrose hépatique certaines
modifications phénotypiques des cellules endothéliales entrainent la perte des fenestrations
(Neubauer, K. et al., 2001). Les cellules endothéliales ont de multiples fonctions, elles
interviennent par exemple dans la synthése de la matrice extracellulaire, ou bien dans la
production de vasorégulateurs tels que le monoxyde d’azote. Enfin ces cellules ont un réle
important lors des réactions immunitaires. En effet, afin de recruter les cellules du systéme
immunitaire, les cellules endothéliales sont capables de produire des médiateurs de
I’inflammation (IL6, IL1), et d’exprimer des protéines membranaires d’adhésion (ICAM
pour intercellular adhesion molecule). De plus, elles expriment de fagon constitutive les
molécules de classe Il du CMH leur permettant de présenter des peptides antigéniques.
Enfin elles joueraient aussi un role dans la tolérance hépatique périphérique en participant a
I’apoptose des lymphocytes T activés (Karrar, A. et al., 2007).
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Les sinusoides contiennent également des cellules de Kupffer représentant environ
15% des cellules hépatiques. Ces macrophages localisés préférentiellement le long des
parois des sinusoides, entre les cellules endothéliales, dérivent de progéniteurs
hématopoiétiques. Grace a leur capacité phagocytaire considérable, les cellules de kiipffer
permettent 1’élimination des particules étrangeres comme les parasites, les bactéries, les
débris de cellules mortes, ainsi que tous les produits inutilisables par I'organisme. Elles
interviennent tres tot lors des processus inflammatoires en produisant de I’'IL12 et IL18 qui
activent les cellules cytotoxiques (NK et NKT) présentes en grande nombre dans le foie.
Tout comme les cellules endothéliales, les cellules de kupffer expriment les molécules
nécessaires a 1’adhésion des lymphocytes T et a la reconnaissance d’antigenes, et
produisent des molécules costimulatrices et des cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, INF-
a, du TNF-a et TGF-B).

Canalicule biliaire

Travée
de Remak

Espace de Disse
Sinusoide

Cellules endothéliales
Hépatocytes mono ou

binuclée Cellules étoilées
Cellule de Kupffer NK, NKT

Figure 6. Architecture du parenchyme et principaux types cellulaires (médecine science nov
2007 vol 13 n 11 le foie un organe du systéme immunitaire).
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1.2.2.4 Espaces portes

On trouve aussi dans le foie des cellules épithéliales biliaires ou cholangiocytes
formant les canaux biliaires drainant la bile. Ces cellules représentent environ 5% des

cellules hépatiques et dérivent du méme progeéniteur que 1’hépatocyte, I’hépatoblaste.

1.3 Principales fonctions hépatiques

Le foie est I'organe fonctionnellement le plus varié de l’organisme. C’est une
glande a la fois exocrine et endocrine qui assure des fonctions de synthése, de stockage, et

d’épuration. Ces fonctions sont le plus souvent vitales. En voici quelques exemples.

1.3.1 Fonction de synthése

Tout d’abord, le foie est un régulateur de la concentration de glucose dans le plasma.
Durant la phase d’absorption, I’insuline, hormone hypoglycémiante, favorise le stockage du
glucose absorbé principalement par les cellules périveineuses et stocke sous forme de
glycogene. Lorsque le stock de glucose est renouvelé, le glucose est métabolisé en lactate
par la voie de la glycolyse. En situation d’hypoglycémie, le foie procéde a la dégradation
du stock de glycogene en molécules de glucose. C’est le glucagon et l'adrénaline, hormones
hyperglycémiantes, qui en favorisant la glycogénolyse et en inhibant la glycogénogénese,
libere du glucose dans le sang. Pendant des périodes de jeline prolongées, le cortisol
favorisant la production de glucose a partir de substrats non glucidiques tel le lactate.
(néoglucogenese). La néoglucogénése nécessite de 1’énergie du métabolisme oxydatif et
est accomplie dans la zone périportale riche en oxygene. A I’inverse la glycolyse est un
processus libérant de 1’énergie et est localisée en zone périveineuse pauvre en oxygeéne
(Jungermann, K. & Kietzmann, T., 1996).

Le foie joue aussi un rdle essentiel dans le métabolisme des lipides. Pendant la
phase d’absorption, les acides gras sont principalement utilisés pour reconstituer les

réserves de triglycérides du tissu adipeux. Les acides gras sont retrouvés sous forme de
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chylomicrons solubles et sont hydrolysés par les lipases principalement au niveau du
muscle et du tissu adipeux. Dans le tissu adipeux, les triglycérides sont stockés. Les acides
gras résiduels sont alors recaptés par le foie pour étre transformés sous forme de VLDL-
triglycérides avant d’étre stockés dans les adipocytes. Les acides gras peuvent aussi étre
synthétisés a partir de glucose : la lipogénese a lieu essentiellement dans le foie dans le cas
d’alimentation riche en sucres ou dans les pathologies telles que le diabéte. Pendant la
phase post-absortive, les acides gras sont libéres des réserves adipeuses et une partie est
oxydée par le foie pour la production d’énergie. En cas de phase post absortive prolongge,

ils peuvent étre également transformés en corps cétoniques.

Enfin, le foie en utilisant les acides aminés apportés par voie portale synthétise aussi
une grande partie des protéines circulantes comme I’albumine, les protéines de
I’inflammation et les facteurs de la coagulation (fibrinogene, prothrombine et facteurs V,
VII, IX et X).

1.3.2 Fonction de stockage

Une autre fonction importante du foie est le stockage de certaines molécules comme

par exemple la vitamine B12 ou le fer, essentiels pour une érythropoiése normal.

1.3.3 Fonction d’épuration

1.3.3.1 Sécrétion biliaire

La bile composée essentiellement d’eau, d’acides biliaires, de cholestérol, de
phospholipides et de bilirubine est secrétée par le foie. Elle est produite constamment par le
foie, stockée dans la vésicule biliaire, puis excrétée rapidement par le canal cholédoque. La
bile nécessaire a la digestion et a 1’absorption des graisses alimentaires est une voie
d'excrétion du cholestérol, des pigments biliaires (bilirubine conjuguée par exemple) et de

xénobiotiques divers (métaux, morphine etc ...).
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1.3.3.2 La biotransformation

La détoxication des xénobiotiques est assurée par des systemes enzymatiques et
comporte principalement deux phases. Les réactions de phase | rendent la molécule plus
hydrophile, donc favorisent son élimination. Ceux sont le plus souvent des réactions
d’oxydation qui font surtout intervenir des monooxygénases a cytochrome P450 (ou CYP
ou P450). Les monooxygénases a cytochrome P450 sont des complexes multi
enzymatiques localisés essentiellement dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes.
Les CYP interviennent essentiellement dans le métabolisme des xénobiotiques, des acides
gras et dérivés, dans la synthese des acides biliaires, dans la synthése et le catabolisme des
hormones et des vitamines. Les CYP sont des protéines constituées d’une hémoprotéine
porteuse d’un atome de fer a 1’état oxydé¢, d’une apoprotéine liée a I’héme, d’enzymes
réductrices (NADPH cytochrome P450 réductase), et d’un phospholipide qui assure la
cohésion du complexe. Ces complexes fonctionnent selon un cycle catalytique au cours
duquel I’atome de fer de I’héme passe par différents degrés d’oxydation pour aboutir a
I’incorporation d’un atome d’oxygeéne dans le substrat. La phase Il conjugue la molécule
obtenue aprés la phase I, avec des accepteurs cellulaires (glucuronides, glutathions...), ce
qui permet la formation d’un composé hydrosoluble, excrété par la voie urinaire ou la voie

biliaire.
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2 Régénération hépatique en condition normale

2.1 Régénération hépatigue - généralités

La régénération est la reconstitution morphologique et fonctionnelle d’une partie
vivante qui a été détruite. C’est finalement une notion assez courante dans le régne du
vivant : la plante qu’on coupe repousse, des parties du corps sont capables d’étre régénérées
aussi bien chez des organismes simples (comme 1’hydre) mais aussi chez les vertébrés
comme la salamandre, le 1ézard, le poisson zebre modele de prédilection des spécialistes de
la biologie du développement (Poss, K. D. et al., 2002). Chez I’homme, on a déja observé
qu’une phalange sectionnée chez un enfant en bas age pouvait se reconstituer mais ce
phénomene reste exceptionnel (lllingworth, C. M., 1974). Par contre, certains tissus ou
organes humains se renouvellent en permanence c’est le cas par exemple de 1’épithélium
intestinal, de 1’épiderme, ou du systéme hématopoiétique. D’autres tissus comme les tissus
musculaires ont la capacité de régénérer aprés une lésion, ou un stress musculaire. Le
renouvellement ou la réparation cellulaire de ces tissus est possible grace a la présence de
cellules souches adultes, cellules indifférenciées multipotentes et capables de se
différencier mais aussi de s’autorenouveller. (Boonen, K. J. & Post, M. J., 2008) (Moore,
K. A. & Lemischka, 1. R., 2006).

2.1.1 Capacité de régénération du foie

2.1.1.1 A partir des hépatocytes matures

Il est connu depuis fort longtemps que le foie possede une puissante capacité
régénérative. Mais contrairement a tous les autres tissus ou organes de 1’organisme, le foie
est capable de réguler sa taille et sa masse a partir de ses propres cellules différenciées.
C’est le cas par exemple aprés une hépatectomie partielle : le foie développe une
hyperplasie compensatrice afin de rétablir sa masse initiale optimale par rapport au poids
corporel. Une fois la masse hépatique rétablie la prolifération s’arréte. Certains auteurs

avaient montré qu’apres une hépatectomie partielle, la synthese d’ADN ¢était prédominante
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dans les hepatocytes périveineux, puis que ces hépatocytes migraient le long de 1’axe porto-
central (Zajicek, G. et al., 1985). Le modéle de «streaming liver» avait été remis en cause
via une étude de lignage cellulaire par transfert rétroviral du gene de la B-galactosidase. Des
hépatocytes avaient été marqués apres hépatectomie partielle puis comptabilisés et
localisés. Trois jours apres l’infection rétrovirale, les hépatocytes marqués étaient
prédominants dans les zones périportales et médiolobulaires. 15 mois aprés ’infection, les
cellules marquées avaient proliféré mais leur position le long de 1’axe porto-central n’avait

pas été modifiée (Bralet, M. P. et al., 1994).

2.1.1.2 A partir de cellules souches

En condition non pathologigue

La durée de vie d’un hépatocytes est estimée a 200 jours chez le rongeur. Depuis
tres longtemps, on pensait que lors de la régénération physiologique du foie, le
renouvellement des hépatocytes s’effectuait a partir des hépatocytes matures comme c’est
le cas apres une hépatectomie partielle. Cependant trés réecemment une étude a montré
I’implication de cellules hépatiques progénitrices dans différents modéles de régénération
hépatique ainsi que lors de la croissance physiologique (Furuyama, K. et al. 2011). Cette
équipe a réalisé un lignage cellulaire hépatique des cellules Sox9* (marqueur potentiel de
précurseurs exprimeé par les cellules des canaux biliaires). Pour réaliser le lignage, ils ont
utilisé des souris doubles transgéniques Sox9-IRES-CreERT2 (Cre recombinase inductible
par le tamoxifene) et Rosa26R, porteuses d’une cassette B-galactosidase dont 1’expression
est activable par I’action de la Cre. En présence d’une seule dose de tamoxifene la
recombinase creERT2 est active et vient libérer le géne rapporteur LacZ, qui s’exprime
alors spécifiquement dans les cellules sox9".

Chez la souris de 4 semaines 99% des cellules Sox9" étaient localisées dans les
cellules des canaux biliaires (Figure 7). Progressivement au cours de la croissance
physiologique de la souris, ils ont pu observer une augmentation du nombre d’hépatocytes
sox9" dans le parenchyme suggérant fortement que les hépatocytes néoformés proviennent

de progéniteurs hépatiques puis migrent de la région périportale a la zone centrolobulaire.
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Figure 7. Lignage des cellules SOX9. (Furuyama, K. et al. 2011)

Dans cette étude, ce phénomene est aussi observé suite a la régénération aprés
Iésion au CCI4. Par contre, aprés hépatectomie partielle, la contribution du progéniteur
sox9" est faible. Cet article conteste donc un dogme établi depuis longtemps : lors de la
croissance physiologique du foie, ou aprés certaines lésions hépatiques, le foie régulerait sa
taille et sa masse a partir de progéniteurs et non pas a partir de ses propres hépatocytes. Des

études complémentaires viendront sans doute confirmer ou non ces résultats.

Régénération en condition pathologigue

Une autre voie de régénération concerne la régénération en condition pathologique.
Lorsque les hépatocytes sont dans I’incapacité de proliférer d’autres types cellulaires
considérés comme des progéniteurs adultes peuvent réguler la masse et la taille du foie.
Ceci sera détaillé dans la partie 3 de I’introduction.
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2.1.1 Activité réplicative des hépatocytes

Le foie est un organe dit quiescent. En condition non pathologique, la quasi-totalité
des hépatocytes se trouvent en phase GO et le renouvellement cellulaire est tres lent puisque
la durée de vie d’un hépatocyte est estimée a 200 jours chez le rat et a 400 jours chez
I’homme. Ainsi, moins de 0.1% d’hépatocytes en mitose sont observés dans un foie dit
quiescent. En revanche, apres une perte de la masse hépatique, les hépatocytes ont une
importante capacité régénérative. Plusieurs études ont montré que 1’hépatocyte avait une
faculté d’autorenouvellement trés importante (stoker et al 1973), (Rhim, J. A. et al., 1995)
(Overturf, K. et al., 1997). Certaines expériences ont consisté a étudier la capacité
régénérative des hépatocytes suite a des hépatectomies successives chez le rongeur.
D’autres études ont montré la capacité régénérative des hépatocytes en les transplantant
dans des modeles de repeuplement sélectif comme dans le modéle animal de la tyrosinémie
héréditaire de type 1. Ce modéle de repeuplement est une souris dont le gene de la fumaryl
acetoacetate hydrolase (FAH) a été invalidé par recombinaison génétique. La FAH est
I'enzyme terminale du métabolisme de la tyrosine. Son déficit conduit & I'accumulation
intracellulaire de fumarylacétoacétate et de son précurseur, le maleylacétoacétate. En
I'absence de transplantation hépatique ou de traitement par le 2-(2-nitro-4-trifluoro-
methylbenzoyl)-1,3-cyclohéxanedione (NTBC), un inhibiteur du sentier catabolique de la
tyrosine, l'accumulation de ces métabolites conduit & une cytolyse hépatique rapidement
mortelle. Dans ce modéle, les hépatocytes normaux ont un avantage sélectif sur les
hépatocytes porteurs de la mutation constitutionnelle. Ainsi chez ces souris FAH” Overtuf
et al. ont montré la capacité clonogénique a priori illimitée de I'népatocyte murin. Une de
ces études a consisté a greffer 10000 hépatocytes B-gal® qui ont suffi & repeupler
complétement le foie de souris FAH”. Ce modéle a permis de démontrer que chaque

hépatocyte transplanté pouvait se diviser au moins 70 fois (Overturf, K. et al., 1997).

L’activité réplicative des hépatocytes est trés importante mais diminue au cours du
temps (Timchenko, N. A. et al., 1998). On observe chez les rongeurs agés un niveau
anormalement élevé d’un complexe protéique de haut poids moléculaire composé du
facteur de transcription C/EBPa (CCAAT/Enhancer-Binding Proteins), et des protéines

E2F4, Rb et Brahma (Brm). Ce complexe jouerait un réle crucial dans le maintien de la
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quiescence des hépatocytes en inhibant notamment des facteurs essentiels a la progression
du cycle cellulaire comme FoxM1b (Wang, H. et al., 2001). Des études assez récentes ont
montré qu’un facteur contenu dans I’hormone de croissance, déplacerait C/EBPo de son
association avec Brm, via des modifications épigenétiques, ce qui permettrait I’expression
de facteurs essentiels a la progression du cycle cellulaire. La diminution de I’activité
réplicative des hépatocytes serait donc corrélée a la diminution de la production d'hormone
de croissance liée a I'dge (Conboy, I. M. et al., 2005) (Wang, G. L. et al., 2007).

La diminution de I’activité réplicative des hépatocytes pourrait aussi étre liée au
raccourcissement des télomeres observé chez des sujets agés, et chez des patients atteints de
cirrhose ou CHC (Paradis, V. et al., 2001). Le foie en régénération présente une forte
activité telomérase qui est indispensable a la poursuite des divisions cellulaires (Wege, H.
et al, 2007). Des souris transgéniques déficientes en télomérase, deviennent
particulierement sensibles au développement de cirrhoses (Rudolph, K. L. et al., 2000). La
télomérase a un role ambivalent puisqu’elle est a la fois indispensable pour la poursuite des
divisions cellulaires et donc aussi pour la croissance tumorale mais présente un role
protecteur vis-a-vis de I’induction de tumeurs (la conservation des télomeres longs évite par
exemple I’instabilité du génome, d’éventuelles fusions chromosomiques, facteurs potentiels

pour I’induction tumorale).

2.2 Modeles expérimentaux pour I’étude de la régénération du foie en
condition non pathologique

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires lors de la régénération
hépatique, plusieurs modeles expérimentaux ont été développés chez les rongeurs. En voici

quelques exemples.

2.2.1 Hépatectomie partielle

L’hépatectomie partielle a été développée chez le rongeur par Higgins et Anderson
en 1931. C’est le modéle expérimental le plus fréquemment utilisé pour 1’étude des

mécanismes moléculaires de la régénération hépatique. L’hépatectomie partielle des deux
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tiers chez le rat consiste a exciser les deux lobes principaux (lobe moyen et lobe latéral
gauche). Cette résection entraine alors une hypertrophie compensatoire des lobes restants.
Les premiéres cellules du foie a proliférer sont les hépatocytes suivis des cellules
épithéliales biliaires, des cellules de kipffer et Ito, puis des cellules endothéliales (Figure
8).

30+
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Figure 8. Cinétique de régenération aprés hépatectomie partielle chez le rat. (Michalopoulos,
G.K. 1997)

Chez I’homme le foie retrouve sa taille et sa masse initiale 6 a 20 semaines apres
hépatectomie selon la pathologie hépatique et le degré d’atteinte du foie (Yamanaka, N. et
al., 1993). Chez le rongeur la régénération est plus rapide puisque 10 jours apres
I’hépatectomie la masse hépatique est restaurée. La cinétique de prolifération hépatocytaire
est tres variable selon les especes. En effet, par exemple, chez les rongeurs le pic de
synthése de I’ADN se situe entre 24 et 40 heures aprés hépatectomie, chez le chien entre 72
et 96 heures (Francavilla, A. et al., 1978), et chez le primate entre 7 et 10 jours (Gaglio, P.
J. et al., 2000). Entre deux espéces proches comme le rat et la souris, il peut aussi exister
des différences dans la cinétique de régénération. Ainsi chez le rat un pic d’hépatocytes en
mitose est observé a 24 heures aprés hépatectomie (Grisham, J. W., 1962), alors que chez la
souris ce pic est décalé a 41 heures post hépatectomie (Yamada, Y. et al., 1997) (Weglarz,
T. C. & Sandgren, E. P., 2000).
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2.2.2 Ligature de la branche porte

La ligature de la branche portale entraine une atrophie du lobe ligaturé et une
hypertrophie des lobes restants (Lorand, L. et al., 2000). Le pourcentage d’hépatocytes en
cycle est cependant moins important qu’aprés une hépatectomie des deux tiers. En effet, un
marquage de la protéine K167 exprimée au cours des phases G1 a M , montre qu’il y a deux
fois plus d’hépatocytes en cycle a 24 et 30 heures apres hépatectomie 2/3 qu’apres ligature
de la branche porte (Lambotte, L. et al., 2000). Cependant le stimulus régénératif entrainé
par la ligature de la branche porte est suffisant pour augmenter le rendement de la
transplantation d’hépatocytes isolés. Plusieurs études ont montré que l'injection intraportale
d'hépatocytes réalisée en association avec une ligature de la branche porte permettait de
corriger des déficits métaboliques hépatiques en transplantant un nombre faible de cellules
(llan, Y. et al., 1997) (Eguchi, S. et al., 1996). Par exemple, Ilan et al. ont montré, que chez
des rats Gunn ayant un ictére congénital, une ligature portale partielle 24 heures avant la
transplantation de 2 millions d'hépatocytes « sains », permettait d'obtenir une correction de
I’ictéere comparable a celle observée aprés injection de 20 millions d'hépatocytes sans

ligature portale.

2.2.3 Administration d’agents hépatotoxiques

L’administration de certains agents hépatotoxiques entraine une régénération

hépatique et est utilisée dans de nombreux mode¢les d’étude.

2.2.3.1CCl4

Le tétrachlorure de sodium (CCI4) injecté en intrapéritonéal induit une nécrose des
hépatocytes centrolobulaires. 1l est métabolisé par les cytochromes P450, et entraine la
formation de radicaux libres. L’action des radicaux libres conduit a 1’altération des
membranes hépatocytaires suite notamment a la péeroxydation des lipides des membranes
cellulaires. Les dommages s’accompagnent d’une réaction inflammatoire impliquant les
cellules de kupffer et les neutrophiles puis une nécrose des hépatocytes centrolobulaires. La
compensation s’effectue par les hépatocytes non atteints. Chez le rongeur le pic de

d’hépatocytes en prolifération est observé entre 36 and 48 heures aprés ’injection de CCl14
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(Panduro, A. et al., 1986). Le nombre d’hépatocytes transplantés augmente en réponse au
signal de régénération par les lésions hépatiques aigués apres traitement au CCl4 (Yazigi,
N. A. et al., 1997) (Gupta, S. et al., 1999). Cependant le CCl4 est toxique et est sutout
connu et utilisé depuis longtemps pour induire des modeles de cirrhoses (Korpassy, B. &
Kovacs, K., 1949).

2.2.3.2 Paracétamol

L’intoxication par le paracétamol (ou acétaminophéne) entraine une nécrose des
hépatocytes par la formation de radicaux libres et 1’activation de cellules de kupffer
(Tsuruga, Y. et al., 2008) (Nguyen, T. H. et al., 2005b). En effet, aux doses thérapeutiques,
le paracétamol est partiellement conjugué avec le sulfate ou l'acide glucuronique, tandis
qu'une partie est métabolisée par le cytochrome P450 en un métabolite actif, la N-acétyl-p-
benzoquinoneimine (NAPQI). Aux doses thérapeutiques recommandées, la NAPQI est
éliminée par l'organisme grace a I’action du glutathion, et ne représente aucun danger
toxique. Par contre de fortes doses de paracétamol entrainent une saturation du systéeme de
conjugaison et par conséquent une nécrose hépatique due a la production de radicaux libres
et a I’activation des cellules de kipffer. Ce modéle est utilisé pour créer notamment des
insuffisances hépatiques aiglies afin de réaliser des greffes d’hépatocytes (Tsuruga, Y. et
al., 2008).

2.3 Meécanismes moléculaires lors de la régénération apres une
hépatectomie partielle

Les différents modeles de régénération qui viennent d’étre cités (liste non
exhaustive) présentent des mécanismes moléculaires différents (Tashiro, S.,et al., 2009). En
effet, contrairement au modeéle chirurgical type hépatectomie, les modeéles basés sur
I’administration d’agents hépatotoxiques sont caractérisés par 1’apparition de nécrose et
d’inflammation plus ou moins importante ce qui peut entrainer des variations dans les
événements moléculaires mis en jeu au cours de la régénération. Enfin chaque modeéle

posséde une cinétique de régénération différente.
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L hépatectomie partielle reste le modéle expérimental le plus utilisé pour étudier les
mécanismes moléculaires mis en place lors de la régénération hépatique. C’est en effet un
modele simple a mettre en place et reproductible. Un inconvénient majeur de ce modele est
qu’il ne reflete pas les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la régénération en
condition pathologique (Michalopoulos, G. K. et al., 2010).

D’aprés un modéle proposé par Fausto la régénération hépatique aprés hépatectomie
partielle est un processus multi étape organisé en trois phases distinctes : une phase
d’initiation, une phase de progression et une phase d’arrét de croissance (Fausto, N.et al.,
2000) (Figure 9).
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Figure 9. Différentes phases de la regeneration aprés hépatectomie partielle. (Mohammed,
F. F. & Khokha, R., 2005)

2.3.1 Phase d’initiation ou «priming»(Fiqure 10).

Cette phase d’amorgage correspond a la sortie de quiescence des hépatocytes.
Trente minutes aprés 1’hépatectomie partielle des facteurs de transcription tels que NF-xB
(Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of Activated B Cells), et STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) sont activés (Cressman, D. E. et al., 1995)
(Cressman, D. E. et al., 1994). On observe aussi 1’activation des voies ERK (extracellular
regulated kinase) et jun sous famille des MAPK (mitogen-activated protein kinase). Ces

modifications sont suivies de ’activation de génes dits précoces. Dans les 4 heures qui
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suivent 1’hépatectomie, plus d’une centaine de genes sont surexprimés soit de facon
transitoire ou soit tout au long de la régénération (Arai, M. et al. 2003). Parmi ces génes on
retrouve des proto-oncogénes (c-fos, c-jun (complexe AP-1), c-myc), des génes impliqués
dans les fonctions métaboliques (PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase), glucose-6
phosphatase), ou dans la prolifération cellulaire comme HGF (Hepatocyte growth factor) ou
TGF-a (Transforming growth factor) (Morello, D. et al., 1990).

Deux cytokines, I’interleukine 6 (IL6) et le TNF-a (Tumor necrosis factor), ont un
role majeur dans la phase d’initiation car ces cytokines activent les facteurs de transcription
NF-kB et STAT-3. Aprés hépatectomie on observe une augmentation du taux sérique de
ces deux cytokines (Akerman, P. et al., 1992). L’invalidation des génes codant le récepteur
1 du TNF-a entraine une sévere altération de la synthése d’ADN aprés hépatectomie 2/3 et
empéche 1’activation des facteurs de transcription NF-xB et STAT-3 (Yamada, Y. et al.,
1997). L’administration d’IL6 aux souris TNFR1™ permet de corriger le retard dans la
régénération hépatique. L’IL6 administrée, active STAT-3 mais pas NF-kB. Enfin des
souris déficientes pour I’'IL6 peuvent avoir une régénération hépatique retardée apres
hépatectomie partielle, et il peut existe chez ces souris un défaut d’activation de STAT-3
(Cressman, D. E. et al., 1996) (Taub, R. et al., 1999).

Ainsi ces différents travaux ont pu mettre en évidence que le TNF-a lié a son
récepteur, active la voie NF-kB dans les cellules de kupffer. Ces derniéres produisent alors
de I’'IL6 qui en se liant au récepteur gpl30 entraine I’activation de STAT-3 dans les
hépatocytes. L’IL6 serait responsable de pres de 40 % de I’activation des genes précoces.
D’autres membres de la famille de I’IL6 comme 1’TL11, le LIF (leukemia inhibitory factor),
I’OSM (oncostatine), peuvent activer STAT-3. (Omori, N. et al., 1996).

D’autres mécanismes sont capables de moduler 1’action des cytokines IL6 et TNF-a.
La voie de signalisation TLR (toll like receptor)/MyD88-dépendante méne a I’activation
des facteurs de transcription NFkB et AP-1 via I’activation de MAP kinases. Les souris
déficientes pour MyD88 présentent une altération de la production de TNF-a et d’IL6 aprés

hépatectomie partielle (Seki, E. et al., 2005).
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Les protéines du complément pourraient jouer aussi un role important lors de
I’initiation de la prolifération hépatocytaire. En effet des souris déficientes en protéines du

complément C3 et C5 présentent aprés hépatectomie partielle un défaut de production

d’IL6, et de TNF-a (Strey, C. W. et al., 2003) (Mastellos, D. et al., 2001)

Partial hepatectomy

| —
- | Sy ll R?
R? \
C5aR AT
i) N T~ER
- ( / L Mvnsu
/ Endosome
IRIF

|
/ '. / f ‘

\j_\‘:l xv
2o N 25aR
‘ vvéé(_ - \ Kk (uﬂ
IKRRKKE) —R MKK? \ @

I\l\ P a0 " Poa
|
gl

v

G) P50 5 P65
SXOOKX

IIR*

@ srars
STAT3 @ Hepatocyte

STAT3

Figure 10. Phase d’initiation. (limuro, Y. & Fujimoto, J., 2010)

2.3.2 Phase de progression.
La phase d’initiation (transition Go-G;) est donc largement conduite par les

cytokines. La progression vers la phase S requiert quant a elle des facteurs de croissance
Les hépatocytes en phase G1 deviennent sensibles a des facteurs mitogéniques, tels EGF

(Epidermal Growth Factor), HGF, ou TGF-alpha. Ces facteurs de croissance en se liant a
leur récepteur a activité tyrosine kinase, vont provoquer une cascade de nombreux signaux
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intracellulaires entrainant 1’activation de nombreux génes essentiels notamment pour la
progression du cycle cellulaire (comme la cycline D1 ou les cdks (Cyclin-dependent
kinase). Les complexes cdk4/cyclineD et cdk6/cycline E, phosphorylisent et inactivent la
protéine Rb ("Rétinoblastoma protein™), ce qui a pour effet de libérer les facteurs de
transcription E2F qui contrélent I’expression de génes nécessaires pour la transition G1/S et

pour la progression en S.

2.3.2.1 Hepatocyte growth factor

L'HGF dont la principale source dans le foie est la cellule étoilée, est un puissant
mitogene a la fois pour les cellules hépatocytaires et biliaires sur lesquelles il agit par
I'intermédiaire de son récepteur c-met. L’HGF est synthétisé sous forme d’un précurseur, le
pro HGF. L'HGF nécessite un clivage protéolytique pour étre active, ainsi le pro HGF
libéré est ensuite clivé sous une forme active par différentes protéases. De nombreuse
sérines protéases peuvent cliver ’'HGF en une forme active, c’est le cas par exemple de
I’HGFA, mais aussi de 1’urokinase- type plasminogen activator (upa) activées lors des
remodelages de la matrice extracellulaire (Miyazawa, K. et al., 2010) (Naldini, L. et al.,
1992).

L’HGF via le récepteur c-met, exprimé sur la plupart des cellules épithéliales et
endothéliales, joue un role important lors des différentes phases du cycle cellulaire
hépatocytaire. HGF est capable d’activer les hépatocytes lors de la phase d’initiation,
(Weir, E. et al., 1994). De plus des études ont montré 1’importance de I’'HGF via son
récepteur pour I’entrée en phase G1/S. L’inactivation de c-met, par mutation, ou utilisation
d’ARN interférents diminue la phosphorylation de ERKYz et réprime ’activation de la voie
P13-kinase ce qui perturbe la sortie de quiescence des hépatocytes, ainsi que I’entrée en
phase S (Borowiak, M. et al., 2004) (Paranjpe, S. et al., 2007). Enfin récemment, il a été
montré que I’absence de c-met, retarde la progression dans le cycle cellulaire de la phase
G2 a M: en effet I’absence de ERK Y% serait associé a une réduction de la phosphorylation
des histones H3 essentiel pour la condensation des chromosomes (Factor, V. M. et al.,
2010).
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2.3.2.2. Récepteur EGFR (Figure 11).

L’activation du récepteur a I’EGF, I’EGFR, permet de faire progresser les
hépatocytes en G1/S. Des souris transgeniques déficientes en EGFR présentent une
altération de la régénération hépatique, une mortalité importante aprés hépatectomie, et une
difficulté dans la progression de G1 a S. (Natarajan, A. et al., 2007). Récemment il a été
montré qu’en inhibant I’expression d’EGFR avec des ARN interférents, la régénération
hépatique était ralentie (Paranjpe, S. et al. 2010).

Parmi les différents ligands de I’EGFR, 4 sont connus pour stimuler la prolifération
hépatocytaires : EGF, TGF-a, I’amphiréguline (AR), et ’HB-GF (heparin binding EGF-
like growth factor). Les ligands sont sous forme de précurseurs ancrés a la membrane et
nécessitent un clivage par des métalloprotéases pour étre actifs (Argast, G. M. et al., 2004)
(Lee, D. C. et al., 2003). L’EGF, produit essentiellement par le duodénum et les glandes
salivaires, agit de facon endocrine sur les hépatocytes. Des études ont montré qu’apres
ablation des glandes salivaires, la régénération hépatique était fortement diminuée
(Lambotte, L. et al., 1997). L’EGF interviendrait en fin de phase d’initiation. Le TGF-a,
produit par les hépatocytes, interviendrait plus tardivement mais aurait un faible role lors de
la régénération hépatique. En effet, des souris deficientes pour le TGF-a présentent une
faible altération de la régénération aprés hépatectomie (Hayashi, H. et al., 2005) (Fujita, J.
et al., 2001). L’amphiréguline, interviendrait plutét lors de la phase d’initiation (Berasain,
C. etal., 2005).

Les différents ligands a ’EGFR, présentent des fonctions indépendantes lors de la
régénération hépatique puisqu’ils activent différentes voies d’activation intracellulaire. Les
différentes voies activées dépendent a la fois du ligand et du dimere de récepteur impliqué.
En effet, il existe 4 récepteurs monomériques qui se dimérisent ensuite avec un récepteur

identique ou différent, ce qui entraine de nombreuses combinaisons (Figure 11).
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Figurell. Récepteur EGFR

2.3.2.3 Angiogenese et régénération hépatique

La régénération hépatique implique D’existence d’un processus d’angiogenese.
Celle-ci permet d’assurer le maintien d’une vascularisation correcte des hépatocytes et de
reconstituer les interactions structurales et fonctionnelles normales entre vaisseaux et
cellules parenchymateuses. Or il existe un couplage entre angiogenese et régénération. En
effet, des études montrent que 1’utilisation d’agents anti-angiogéniques comme par exemple
I’angiostatine, inhibe la régénération hépatique. D’autres données montrent que les cellules
endothéliales jouent un role essentiel lors de la régénération hépatique (Drixler, T. A. et al.,
2002) (Greene, A. K. et al., 2003). Le VEGF (Vascular Endothelial Cell Growth Factor), et
différents régulateurs de 1’angiogénese comme le FGF (Fibroblast growth factors),

semblent jouer un r6le important lors de la régénération hépatique.

Le VEGF est considéré comme le régulateur essentiel des processus angiogéniques.
Les récepteurs spécifiqgues du VEGF sont au nombre de 2 : VEGF-R1 et VEGF-R2. Le

VEGF est capable de stimuler, via son récepteur VEGF-R1, la libération d’HGF par les
cellules endothéliales sinusoidales (Le Couter, J. et al., 2003). Des études ont montré qu’en
bloquant le VEGF avec des anticorps neutralisant, il existait une diminution de la
prolifération hepatocytaire apres hépatectomie chez le rat (Bockhorn, M. et al., 2007b)

(Van Buren, G., 2nd et al., 2008). Enfin, trés récemment, une équipe a démontré que le
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VEGF en libérant des facteurs pro angiogéniques, comme le HGF ou WNT2 pourrait aussi
jouer un réle clé lors de la phase d’initiation (Ding, B. S. et al. 2010). De la méme facon,
un autre facteur angiogénique PIGF (Placental growth factor) ayant pour récepteur VEGF-
R1, pourrait lui aussi intervenir lors de la phase d’initiation (Vanheule, E. et al. 2011).

Ces ¢études montrent donc que ’angiogénese participe a la régénération hépatique
lors de la phase de croissance mais aussi lors de la phase de «priming». D’autres médiateurs
possédant des effets angiogéniques proches de ceux du VEGF, comme le FGF-2 (fibroblast
growth factor) pourraient participer a la régénération. Des études montrent qu’en inactivant
FGFR, récepteur a FGF, la régénération hépatique est diminuée aprés hépatectomie, avec
un blocage en phase G1 tardive. (Steiling, H. et al., 2003).

Certains agents connus pour étre mitogenes pourraient avoir un role lors de la
régénération hépatique via le processus angiogénique. C’est le cas de 1’hormone Tri-
iodothyronine (T3), connue pour étre un mitogéne hépatique, mais dont le mécanisme
d’action reste indéterminé (Francavilla, A. et al., 1994a) (Pibiri, M. et al., 2001). Il pourrait

exercer son action en stimulant 1I’expression de VEGF (Bockhorn, M. et al., 2007a).

2.3.3 Terminaison

Lorsque la masse et la fonction hépatique sont restaurées, le mécanisme de
régénération s’arréte. Ce qui est assez extraordinaire, ¢’est que le foie est capable d’adapter
sa masse a son nouvel environnement. Ainsi, par exemple des études ont montré que la
transplantation de foie d’un donneur de petite taille chez un receveur de plus grande taille
est suivie par une prolifération des hépatocytes jusqu’a ce que le foie retrouve une masse
identique a la masse d’origine du foie du receveur. Ceci a été démontré chez le rat, le chien,
mais aussi chez I’homme, (Francavilla, A. et al., 1994b) (Kam, I. et al., 1987) (Van Thiel,
D. H. etal., 1987).

Des facteurs sont connus pour assurer I’arrét de la prolifération hépatocytaire. 11
s’agit du TGF- B et de I’activin.
Dans le foie, le TGF- B est produit par les cellules étoilées et exerce un effet anti

prolifératif sur les hépatocytes. Cette cytokine est activée par des protéases (notamment des
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métalloprotéases), puis se lie & ses récepteurs (TGF- B R de type I et II) afin d’activer les
voies Smads qui permettent notamment la transcription de génes inhibiteurs de kinases
(Moustakas, A. & Heldin, C. H., 2009) (Figure 12). Des souris transgénique déficientes en
un récepteur TGF- B R de type 2 présentent aprés hépatectomie une masse hépatique plus
importante que chez les souris sauvages (Romero-Gallo, J. et al., 2005) (Oe, S. et al.,
2004).

Activin TGF-B

Follistatin ——_{ O O

ActR TGF-BR

SMAD2/
SMAD3

Hepatocyte

» Inhibition of hepatocyte proliferation
» Stop of liver growth

Figure 12. Phase de terminaison. (Bohm, F. et al. 2010).

L’activin A, membre de la super famille des TGF- B active les voies SMAD
cependant I’activin possede son propre récepteur (ActR). Le réle de I’activin A dans le
processus de I’arrét de la prolifération a ét€¢ démontré in vivo. Un antagoniste de 1’activin,
la follistatine, a été administré chez des rats aprés hépatectomie. Cing jours apres
I’hépatectomie, les rats traités avaient une prolifération hépatocytaire accélérée et une

masse hépatique plus importante que les rats contréles (Kogure, K. et al., 1995).
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D’autres facteurs seraient aussi impliqués dans le processus de terminaison c’est par
exemple le cas de I’'lL1 secrétée par les cellules de kupffer ou les cellules étoilées.
L’administration d’IL1 diminue la prolifération hépatocytaire apres hépatectomie,
(Boulton, R. et al., 1997). Au contraire I’administration de I’antagoniste IL1Ra permet
d’améliorer la prolifération hépatocytaire aprés des Iésions hépatiques crées par le CCl4
(Zhu, R. Z. et al. 2010). Les mécanismes d’action de I’IL1 sont encore mal compris
(Cosgrove, B. D. et al., 2008)

La régénération hépatique aprés hépatectomie est donc un processus multi-étape,
complexe, qui fait intervenir un grand nombre de facteurs de croissance et de cytokines.
Ces différents facteurs peuvent intervenir a différentes étapes du processus de régénération.
De plus, ces facteurs déclenchent des cascades d’événements intracellulaires qui n’agissent
pas de facon indépendantes les unes avec les autres. Ainsi la perte d’un seul signal
n’empéche jamais la régénération compléte du foie. L’hépatectomie partielle est le modéle
le plus simple pour étudier les mécanismes de régénération hépatique, mais ne reflete pas

les mécanismes moléculaires de la régénération en condition pathologique.

2.3.4. Autres acteurs impliqués lors de la régénération

2.3.4.1 Les micro-RNA et la régénération hépatique

Au cours de ces derniéres années, des scientifiques ont découvert 1I’implication des
microARN dans des cascades de régulation génétique contrélant le développement, la
prolifération cellulaire ou I'apoptose. Les miRNA sont exprimés a partir de géenes transcrits
par ’ARN polymérase 11, et le produit qui en résulte, appele pri-miRNA, est clivé dans le
noyau par I’enzyme Drosha associée a son cofacteur DGCR8 (Di George syndrome Critical
Region gene 8), une RNAse de type Ill, pour produire un précurseur appelé pré-miRNA. Le
pré-miRNA est une petite molécule double brin d’environ 70 nucléotides repliée en tige-

boucle imparfaite par complémentarité de bases entre la premiere moitié et la deuxiéeme
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moitié de sa séquence. Ces pré-miRNA sont ensuite exportés par 1’exportin 5 dans le
cytoplasme, ou ils sont clivés par Dicer, une RNAse de type Il cytoplasmique, qui permet
I'nydrolyse de la structure boucle et donne alors un petit ARN double-brin appelé
« MiRNA ». Ce duplexe interagit notamment avec des protéines de la famille Argonaute
(Ago) pour former le complexe RISC (RNA-induced silencing complex). Au cours de la
formation du RISC il y a passage d'un miRNA db & un miRNA sb. Seul le brin spécifique
de I'ARN messager cible du miRNA est gardé. Le complexe ainsi créé peut induire deux
voies de "Silencing" : la dégradation de I'ARNm cible (dans le cas d’une complémentarité
parfaite), ou la répression de la traduction (dans le cas d’une complémentarité imparfaite)
du ou des ARN ciblés (Figure 13).

MicroRNA Bioaenesis
CTOININA NMOUCNCSIIS m

E Nuclous Cytoplasm

pre-miRNA
~70 pt
.. ’;“;-

pri-mIRNA
transcription from \
miRNA genes ! )
TRBP _.
icer
. LA A vl H
miRNA:miRNA*
uis i duplex

mRNA cleavage Translational repression

Figure 13. Biogénese des miRNA. (Lowery, A. J. et al., 2008).
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De nombreuses études montrent I’implication des miRNA dans le développement
des tumeurs hépatiques ou lors de phénomenes de fibrose. Le lien entre les miRNA et la
régénération hépatique en condition normale, n’est pour I’instant pas trés étudi¢. Cependant
quelques études récentes montrent que les miRNA jouent sans doute un réle dans le
processus de régénération en condition normale. Chez des souris transgéniques Dicer ™,
une étude a montré que la prolifération hépatocytaire était pertubée, et qu’il existait
notamment une régeénération plus importante que chez les souris sauvages (Hand, N. J. et
al., 2009). Une autre étude a montré que des souris DGCR8™ présentaient une régénération
hépatique diminuée avec un retard dans la progression en phase G1/S. Ces travaux ont
permis d’identifier deux miRNA impliqués dans la régénération 1’un surexprimé, le miR-
21, et I’autre inhibé le miR-378 (Song, G. et al. 2010). Finalement d’autres études ont mis
en évidence le réle du miR-21 dans la régulation de la prolifération hépatocytaire apres
hépatectomie 2/3. Une de ces études a montré que le pic de surexpression de miR-21 a lieu
pendant la phase de progression (12 a 24 heures) et que miR-21 pourrait avoir un role de
régulateur de la voie NF-kB (Marquez, R. T. et al. 2010) (Castro, R. E. et al 2010.). Les
miRNA sont donc impliqués dans le processus de régénération mais pour ’instant leur role

exact n’a pas été clairement mis en évidence.

2.3.4.2 Neurotransmetteurs, xénobiotiques

Il existe de nombreux acteurs de la régénération hépatique tels que les hormones
thyroidiennes comme la T3 (Columbano, A. et al., 2008) (Kariv, R. et al., 2003), les
cestrogénes (Biondo-Simoes Mde, L. et al., 2009), mais aussi des neurotransmetteurs
comme la sérotonine (Lesurtel, M. et al., 2006). Certains facteurs impliqués dans la
régénération hépatique, n’impliquent pas les voies de signalisation retrouvées au cours de la
régénération hépatique «classique » tels TNF-a, IL6, STAT-3.. C’est le cas des
barbituriques, comme le phenobarbital, agissant sur le récepteur CAR (Constitutive
Androstane Receptor) exprimé essentiellement dans le foie (Constitutive Androstane
Receptor) (Ledda-Columbano, G. M. et al., 1998) (Argyris, T. S. & Miller, A., 1976).
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2.3.4.3 Acides biliaires

L’accumulation d’acides biliaires dans les hépatocytes (cholestase hépatique) est
associee a la proliferation des hépatocytes. A I’inverse, lorsque la synthése des acides
biliaires est bloquée la régénération hépatique est diminuée. En effet une équipe a obstrué
les voies biliaires de rats 5 & 14 jours avant une hépatectomie partielle et a observé chez ces
rats une régénération hépatique fortement diminuée par rapport aux rats ayant subis

simplement une hépatectomie (Kimura, F. et al., 1997).

Le FXR (Farnesoid X Receptor) récepteur de la superfamille des récepteurs
nucléaires exprimé principalement au niveau du foie, est activé par ses ligands endogeénes,
notamment les acides biliaires. L’activation de FXR diminue la lipogenese au niveau du
foie, augmente la sensibilité a I’insuline et protége [’hépatocyte contre I’action cytotoxique
des acides biliaires. FXR aurait aussi un role protecteur vis-a-vis du développement des
tumeurs. En effet, deux études montrent que des souris FXR”" développent spontanément
des carcinomes hépatocellulaires (Kim, I. et al., 2007) (Yang, F. et al., 2007). En 2006 une
équipe a observé que FXR intervient dans le contrdle de la régénération (Huang, W. et al.,
2006). En effet, Huang et al. ont observé qu’aprés une hépatectomie des deux tiers, des
rongeurs traités a 1’acide cholique présentent une régénération hépatique plus rapide que
chez les controles et qu’au contraire, des souris FXR™ traitées ou non a I’acide cholique
présentent une prolifération diminuée apres hépatectomie. 1l a été aussi démontré que FXR
régule l'expression de génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire tels que
FoxM1B (Forkhead box M1B). Plus récemment cette méme équipe a montré qu’apres
traitement au CCl4, la régénération chez les souris FXR™ était largement diminuée (Figure
14) (Meng, Z. et al. 2010). Chez ces souris FXR™" traitées au CCl4, STAT3 est fortement

diminué.

Ainsi, ’ensemble de ces travaux montrent que les acides biliaires sont des facteurs
essentiels intervenant tres tot dans le processus de regénération hépatique. Cependant les
mécanismes moléculaires permettant aux acides biliaires d’initier les hépatocytes ne sont

pas encore bien identifiés.
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Figure 14. Prolifération hépatocytaire (marquage au BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine)) chez
des souris sauvages ou FXR™" traités au CCL4. (Meng, Z. et al. 2010).

44



Introduction genérale —cellules souches hépatiques

3 Cellules souches hépatiques

Les hépatocytes présentent donc une importante capacité de prolifération. Apres une
hépatectomie partielle, la prolifération des hépatocytes est suffisante pour restaurer la
masse hépatique du foie. La capacité d’autorenouvellement de 1’hépatocyte est telle, que
cette cellule pourrait pratiguement étre considérée comme une cellule souche monopotente.

Cependant, des cellules souches intrahépatique ou extrahépatique ont été décrites

comme capables de se différencier en hépatocytes

3.1 Cellules souches embryonnaires/foetales

De nombreuses études ont permis de montrer que les cellules souches
embryonnaires et foetales sont capables in vitro de se différencier en hépatocytes et de
repeupler un foie in vivo (Li, F. et al. 2010) (Rogler, L. E., 1997). Cependant, I’interdiction
législative et les nombreux débats éthiques sur les cellules souches embryonnaires ont
poussé les chercheurs a produire des cellules souches pluripotentes induites qui sont issues
de la reprogrammation de cellules somatiques adultes en cellules pluripotentes par la
surexpression de certains facteurs de transcription comme Oct4, Sox2, Klf4, cmyc. Ainsi
ces derniéres années, des études ont démontré la possibilité de produire des cellules
hépatiques a partir d’IPS (induced pluripotent stem cell) (Aoi, T. et al., 2008) (Si-Tayeb, K. et
al. 2010).

3.2 Cellules souches adultes

L'existence de différentes cellules souches adultes extra ou intrahépatiques capables

de se differencier en hépatocytes reste aujourd’hui une question largement controversée.
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3.2.1 Cellules souches adultes extrahépatiques :

3.2.1.1 Cellules souches médullaires

Il y a une dizaine d’année, de nombreux travaux ont montré que les cellules souches
issues de la moelle osseuse pouvaient participer a la régénération de plusieurs tissus par
transdifférenciation en différents types cellulaires comme les cellules cardiaques, ou
nerveuses (Ferrari, G. et al., 1998) (Azizi, S. A. et al., 1998). De la méme facon, la

transdifférenciation des cellules de la moelle osseuse en hépatocytes a été aussi décrite.

2000-2002 : mis en évidence de la transdifférenciation médullaire

L’équipe de Theise a été 1'une des premiéres équipes a étudier ce phénomene
(Theise, N. D. et al., 2000a). Lors d’une premiere expérience, des souris femelles ont subi
une greffe de moelle osseuse de donneurs males. Les cellules greffées étaient soit des
cellules de moelle totale ou soit des cellules souches hématopoiétiques (CD34" Lin"). Des
souris ont été sacrifiées plusieurs jours ou mois apres la greffe. Au sacrifice, la détection du
chromosome Y et de ’ARMm de I’albumine a été réalisée par hybridation in situ sur les
coupes de foie. Des hépatocytes Y */albumine®™ ont été détectés chez toutes les femelles
greffées. Chez une souris sacrifiée & 7 jours, il a été détecté jusqu’a 2.2% d’hépatocytes Y.
Theise et al. ont alors proposé que la population CD34" lin~ était capable de se
transdifférencier en hépatocytes. Cette méme équipe a démontré le méme phénomeéne chez
I’homme. En effet, 4% & 38%, d’hépatocytes et cholangiocytes Y ont été détectés par
hybridation in situ sur des coupes de foie de femmes ayant subi des greffes de cellules

médullaires de donneurs masculins (Theise, N. D. et al., 2000b).

La transdifferenciation des cellules souches hématopoiétiques en hépatocytes a aussi
été rapportée chez la souris tyrosinémique FAH™ (Lagasse, E. et al., 2000). La FAH est
I'enzyme terminale du métabolisme de la tyrosine. Son déficit conduit a l'accumulation
intracellulaire de fumarylacétoacétate et de son précurseur, le maleylacétoacétate. En
I’absence de traitement par le NTBC qui permet de contourner le blocage métabolique,
I'accumulation de ces métabolites conduit a une cytolyse hépatique mortelle. Dans ce
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modeéle, les hépatocytes normaux ont un avantage sélectif sur les hépatocytes porteurs de la
mutation constitutionnelle. Des souris FAH™ ont été irradiées puis greffées avec des
cellules de la moelle osseuse de souris transgénique ROSA26 exprimant la 3-galactosidase.
15 jours apres la transplantation, le traitement par le NTBC a été arrété. Sans traitement, les
souris greffées n’ont pas développé de cytolyse hépatique mortelle. Les animaux ont été
sacrifiés 7 mois apres la transplantation, et la -galactosidase a été détectée dans le foie de
toutes les souris greffées. Des nodules distincts exprimant la f-galactosidase représentaient
de 30 a 50% des hépatocytes. Ainsi, Lagasse et al. ont montré la possibilité de corriger une
maladie hépatique par greffe de cellules médullaires capables de repeupler le foie. De plus,
dans cet article, Lagasse et al. ont monté que les cellules souches hématopoiétiques triées c-

kit""Thy"™"Lin"Sca-1*" étaient capables de se transdifférencier en hépatocytes.

Contrairement aux études de Theise et al., des travaux ont démontré que sans
avantage sélectif 1’événement de différenciation cellules médullaires-hépatocytes est
extrémement rare (Wagers, A. J. et al., 2002) (Mallet, V. O. et al., 2002). En effet, Wager
et al. ont greffé des souris préalablement irradiées avec de la moelle osseuse de souris
transgéniques exprimant la GFP. Au sacrifice deux mois apres la greffe, seulement 1
hépatocytes sur 70000 a été retrouvé positif pour la GFP et I’albumine (Wagers, A. J. et al.,
2002).

Dans une autre étude, Mallet et al. ont utilisé une stratégie d’avantage sélectif grace
au souris trangéniques exprimant Bcl2. Lorsque le géne Bcl-2 humain est exprimé
constitutionnellement dans le foie de souris transgéniques, ces dernieres sont protégées de
l'apoptose induite par 1’anticorps agoniste de la voie Fas, 1’anticorps Jo2. Ainsi, Des
hépatocytes isolés exprimant le géne Bcl-2, transplantés dans un foie normal ont alors un
avantage sélectif lorsqu'une pression de sélection est induite par l'injection de I'agent
apoptotique Jo2. Mallet et al. ont transplanté des souris avec des cellules médullaires de
souris transgéniques exprimant Bcl-2 sous le controle d'un promoteur foie spécifique. Les
souris receveuses ont ensuite été soumises ou non a des injections hebdomadaires de
I'anticorps anti-Fas, Jo2. Au sacrifice, chez les souris greffées et traitées avec Jo2, des
clones d’hépatocytes exprimaient Bcl2. Au contraire, chez les souris greffées mais non

traitées, aucun hépatocyte exprimant Bcl2 n’a pu étre retrouvé. Ainsi cette étude a montré
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que sans avantage sélectif, la population d’hépatocytes dérivés des cellules de la moelle
osseuse est indétectable. Mallet et al. propose que la transdifférenciation des cellules

médullaires en hépatocytes est un phénomeéne extremement rare.

2003 : mis en évidence du phénoméne de fusion

A partir de 2003, de nouvelles données ont remis en cause le phénomeéne de
transdifférenciation décrit dans les études précédentes. En effet, chez le rongeur, des
événements de fusion entre des cellules issues de la moelle donneuse et les hépatocytes
résidents ont été mis en évidence (Wang, X. et al., 2003b) (Vassilopoulos, G. et al., 2003)
(Alvarez-Dolado, M. et al., 2003). Une de ces démonstrations expérimentales était fondée
sur I’utilisation du systéme de recombinaison Cre-lox (Alvarez-Dolado, M. et al., 2003): in
vivo, les cellules de la moelle osseuse de souris transgéniques pour Cre et GFP sous le
promoteur B-actine ont été transplantées chez des souris Rosa26R, dans lequel le gene lacz
n’est exprimé qu’apres excision d’une cassette « stop » flanquée des sites LoxP. L’excision
ne peut se produire que s’il y a fusion avec une cellule exprimant Cre. Ainsi, dans ce
systeme une cellule de la moelle osseuse transdifférenciée en hépatocyte, n’exprimera que
la GFP et des marqueurs d’hépatocytes. Par contre, une cellule qui exprime la pB-
galactosidase, est le fruit d’une fusion entre un hépatocyte et une cellule d’origine
médullaire (Figurelb).

Deux mois apreés la greffe, les souris ont été sacrifiées, et des hépatocytes exprimant
la B-galactosidase ont été détectés. Au contraire aucun hépatocyte GFP positif n’a été
détecté. Ainsi les travaux d’Alvarez-Dolado ont montré que la fusion cellulaire est la

principale source d’ hépatocytes dérivés des cellules de moelle.
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Figure 15 Systeme Cre lox pour détecter les phénomenes de fusion cellulaire. (Alvarez-
Dolado, M. et al., 2003)

La méme année, deux autres études ont mis en évidence le phénomene de fusion
cellulaire mais cettte fois par des analyses des proportions des génomes du donneur dans
des animaux FAH™ transplantés avec des cellules de la moelle osseuse de souris sauvages
(Wang, X. et al., 2003b) (Vassilopoulos, G. et al., 2003). Dans une des expeériences de
I’équipe de Wang, des souris FAH™ males ont été irradiées puis greffées avec des cellules
de moelle de souris femelles transgéniques ROSA26 exprimant la -galactosidase. Chez
des souris FAH-/- non greffées I’analyse cytogénétique des hépatocytes montre que la
plupart des cellules sont diploides (40,XY), ou tétraploides (80,XXYY). Au contraire, chez
les souris greffées chez lesquelles on retrouve des hépatocytes dérivés des cellules
médullaires, une proportion importante de cellules est 80,XXXY ou 120,XXXXYY. Ces
cellules ne peuvent donc qu’étre le fruit d’une fusion entre une cellule médullaire de la

souris femelle donneuse et un hépatocyte diploide ou tétraploide du receveur male FAH™".
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Pour identifier le type cellulaire de la moelle osseuse qui a la capacité de fusionner
avec les hépatocytes, Carmago et al. ont utilisé une souris double trangénique LysM-
Cre/R26R, dans laquelle seule la lignée myelocytaire exprime la [B-galactosidase. Des
cellules de moelle osseuse de ces souris ont été greffées chez des souris FAH™. Quelques
mois aprés la greffe 279 + 38 clones B-gal” ont été comptablisés. Le méme nombre de
clones (247 + 45) a été retouvé chez des souris FAH” greffées avec des cellules
médullaires de souris ROSA 26 (Camargo, F. D. et al., 2004). Ainsi cette étude a montré
que les cellules myélomonocytaires sont les principales cellules responsables des
évenements de fusion cellulaire avec les hépatocytes. Ce résultat a été confirmé par d’autres
équipes (Willenbring, H. et al., 2004).

2004 a nos jours : transdifférenciation ou fusion ?

En 2004, Jang et al. ont mis en évidence la plasticité des cellules de la moelle et le
phénomene de transdifférenciation en hépatocyte en écartant tout phénoméne de fusion
cellulaire (Jang, Y. Y. et al., 2004). Dans la premiére partie de son étude cette équipe a
utilisé un modele de coculture hépatocytes/cellules souches de la moelle osseuse separés
par une membrane ne laissant passer que les composés biochimiques. Au bout de deux
jours de coculture, 3% des cellules médullaires exprimaient des marqueurs hépatocytaires
(albumine, CK8..). Dans la seconde partie de son étude, des cellules de moelle osseuse de
souris males, ont été injectées chez des femelles irradiées et ayant subi au préalable une
Iésion hépatique par injection de CCIl4. Au sacrifice, 7.6% des hépatocytes possédaient le
chromosome Y. Une étude du caryotype a écarté le phénomene de fusion cellulaire puisque
les cellules étaient soit XY ou XYXY.

Plus recemment, Yadav, et al. ont aussi montré in vivo la transdifférenciation des
cellules médullaires en hépatocytes et I’absence de fusion cellulaire. Des souris souffrant
d’hémophilie A ont subi une greffe de moelle de souris transgéniques GFP * couplée & une
1ésion hépatique par 1’acétaminophéne. 12 mois aprés la greffe, environ 10% des hépatoytes
exprimaient la GFP, et donc provenait des cellules de la moelle du donneur. La fraction

cellulaire contenant a la fois une paire de chromosomes XX et une paire de chromosomes
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XY était de I’ordre de 0.2%. Ainsi, le phénomene de fusion était négligeable. Les cellules
de moelle osseuse transdifférenciées en hépatocytes étaient fonctionnelles puisqu’ils ont
permis de réetablir 20% de 1’activité du facteur V111 d’une souris normale (Yadav, N. et al.,
2009).

Ainsi, d’aprés ces études aprés une simple greffe de cellules médullaires le
phénomene de transdifférenciation est un événement rare voir absent et 1’on observe plutot
des événements de fusion cellulaire. Cependant, les études les plus récentes montrent
qu’apres une lésion hépatique (CCl4 ou acétaminophene), les cellules de la moelle osseuse,
douées d’une grande plasticité, peuvent contribuer a la régénération hépatique en se

transdifférenciant en hépatocytes.

3.2.1.2 cellules souches du tissu adipeux

D’autres cellules sont capables de se différencier in vivo et in vitro en hépatocytes
et de contribuer au repeuplement du foie. 1l s’agit des cellules stromales localisées dans le
tissu adipeux (les ATSCs pour adipose tissue stromal cells). (Seo, M. J. et al., 2005) (Li, H.
et al. 2011). Récemment Li et al. ont montré qu’une approche de thérapie cellulaire et
génique était possible avec ces cellules. En effet des cellules ATSCs de souris ont été
transduites par de I’AAV hAAT (human alpha 1-antitrypsin), puis ont été greffées chez des
souris receveuses. Afin de donner un avantage sélectif aux cellules greffées, juste avant la
transplantation les souris receveuses ont été hépatectomisées et traitées au préalable avec de
la monocrotaline (molécule capable de bloquer la prolifération des hépatocytes résidents).
Ces cellules ont été capables de repeupler le foie et d’exprimer 1’a-anti trypsine a long
terme (Li, H. et al. 2011.).
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3.2.2 Cellules souches intrahépatiques

En condition normale

Depuis

longtemps il

était admis qu’en

condition non pathologique, le

renouvellement hépatocytaire s’effectuait a partir des hépatocytes eux méme sans

I’intervention de cellules progénitrices. Or, tres récemment des études ont démontré

I’implication de cellules souches hépatiques dans différents modeéles de régénération ainsi

que lors de la croissance physiologique (De Alwis, N. et al., 2009) (Furuyama, K. et al.

2011). Ces cellules n’interviendraient pas lors de la régénération aprés hépatectomie

partielle. Ces cellules souches Sox9" seraient capables de se différenciées en cellules

intestinales, pancréatiques et hépatiques. Ces observations corroborent avec les données de

I’embryogenese, et démontre 1’étroite parenté existant entre les précurseurs embryonnaires

du foie, du pancréas et de certains segments de 1’intestin antérieur. Dans le foie ces cellules

seraient localisées au niveau des canaux de Héring entre le parenchyme hépatique et les

cellules des canaux biliaires (Figure 16).

Canabicule Biliaire

Canal de Hering —_—

Figure 16. Le canal de Héring.
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-En condition pathologique

L’utilisation de drogues inhibant la prolifération hépatocytaire suivie d’une
stimulation de régénération hépatique a permis de révéler 1’existence de nouvelles
populations cellulaires : I’administration du 2-acetylaminofluorene (2-AAF) suivie d’une
hépatectomie partielle conduit a la prolifération hépatique de cellules dites progénitrices les
cellules ovales, alors qu’un autre type cellulaire les SHPCs (Small Hepatocyte-Like

Progenitor Cells) est observé lors d’un traitement par la rétrorsine.

3.2.2.1 Les cellules ovales

Les premiéres observations des cellules ovales dans le foie datent du milieu du
vingtieme siecle. Ces cellules sont plus petites que les hépatocytes (10um de diametre), et
présentent un noyau de forme ovoide. Elles constituent une population polymorphe et ont
un ratio nucléo-cytoplasmique tres élevé. Leur cytoplasme contient peu d’organelles :

quelgues mitochondries et un réticulum endoplasmique assez peu développé.

A T’heure actuelle, aucun marqueur spécifique de la population des cellules ovales
n’a été mis en évidence. Cependant, de nombreuses études ont tenté de caractériser ces

cellules et ont montré qu’elles expriment des marqueurs communs exprimes aussi par :
-Les hépatocytes adultes (les cytokératine (CK) 8 et 18) (Golding, M. et al., 1995)
-Les hépatocytes feetaux (Glypican-3, 1’alpha-feetoprotéine (AFP), la GST-P

(Glutathione-S-transferase Pi), (Grozdanov, P. N. et al., 2006) (Sell, S., 1978)).

-Les cellules biliaires (CK19, OV-6, epithelial cell adhesion molecule Ep-CAM,
CD44, et CD24), (Engelhardt, N. V. et al., 1993) (Yovchev, M. I. et al., 2007)

-Les cellules souches hématopoiétiques (Thy-1, C-kit, CD133, Sca-1) (Petersen,
B. E. etal., 2003) (Petersen, B. E. et al., 1998)
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En fonction du stade de différenciation des cellules ovales, certains marqueurs
apparaissent plus tot, d'autres plus tardivement. En effet, au cours du stade de
différentiation les cellules ovales perdent certains marqueurs pour acquérir un phénotype
épithélial. C’est le cas de I’AFP, ou encore de C-kit (Bisgaard, H. C. et al., 1994)
(Yovchev, M. I. et al., 2008).

Certains marqueurs sont spécifiques a I’espéce. Par exemple, il est admis que I’AFP
est un bon marqueur de cellules ovales de rat mais par contre elle n’est pas exprimée par les
cellules ovales de souris (Jelnes, P. et al., 2007).

Récemment, des études ont remis en cause certains marqueurs d’origine
hématopoiétique comme par exemple le marqueur Thy-1. (Yovchev, M. I. et al., 2008)
(Dudas, J. et al., 2007).Yovchev et al. montrent que les cellules Thy-1" ne présentent pas
un phénotype de cellules ovales mais un phénotype de cellules mésenchymateuses. En
effet, les cellules Thy-1" expriment des marqueurs de cellules étoilées. De plus alors que les
cellules Thy-1", Ep-CAM™, OV6" sont capables aprés transplantation de repeupler le foie,
les cellules Thy-1" elles lorsqu’elles sont transplantées ne se différencient pas en
hépatocytes. Yovchev, conclut que les cellules Thy-1" ne sont pas des cellules ovales, mais
des myofibroblates qui s’accumulent dans le foie lors de I’activation et de la prolifération

des cellules ovales.

De nombreux protocoles d’isolement des cellules ovales sont décrits. Les plus
récents consistent a utiliser des modeles de rats dans lesquels la prolifération des cellules
ovales est importante puis a isoler ces cellules par la taille, ou par des tris cellulaires
(Wang, P. et al. 2010) (Shupe, T. D. et al., 2009). On peut s’interroger sur la pertinence du
protocole décrit par Shupe et al., qui trient simplement les cellules a 1’aide du marqueur
Thy-1, (alors qu’il est décrit en 2008 pour étre plutdt un marqueur des myofibroblastes). De
plus, cette équipe ne réalise qu’un seul marquage (OV6) pour confirmer que les cellules
triees sont bien des cellules ovales. Le protocole de Wang et al semble plus pertinent. En
effet, cette équipe trie les cellules par la taille en réalisant des gradients de percoll mais
s’assurent que ces cellules sont bien des cellules ovales en réalisant de nombreux

marquages comme OV6, CK8, CK18, I’AFP, CK19....
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Comme il n’est pas connu de marqueur spécifique de la population des cellules
ovales, il semble important de multiplier les marquages afin d’étre certain d’avoir trié les

bonnes cellules.

Les modeles expérimentaux

Chez I’homme, les cellules ovales ont été observées au cours de processus
pathologiques comme le carcinome hépatocellulaire (CHC), le cholangiocarcinome, les
cirrhoses virales, I’hémochromatose, les adénocarcinomes (Hsia, C. C. et al., 1992),
(Zhang, F. et al., 2008) (Sun, C. et al., 2006) (Lowes, K. N. et al., 1999) (Libbrecht et al.,
2001). Il existe différents modéles expérimentaux dans lesquels on peut observer la
prolifération de cellules ovales. Dans le foie de rongeurs la prolifération cellulaire est
observée apreés traitement avec des agents carcinogénes ou des drogues hépatotoxiques.
Selon ces modéles, la prolifération et la cinétique d’apparition des cellules ovales sont tres
variables. De plus, rares sont les modéles qui sont efficaces a la fois chez la souris et le rat
(Jelnes, P. et al., 2007).

Un des modeles souvent utilisé chez le rat associe une perte hépatocytaire suite a
une hépatectomie partielle des deux tiers par exemple, et une inhibition de la prolifération
des hépatocytes par un traitement au 2-acétylaminofluoréne. Dans ce modele simple a
mettre en place et reproductible, on peut observer une importante prolifération des cellules
ovales avec un pic a 9 jours post hépatectomie (Evarts, R. P. et al., 1987). Chez le rat il est
aussi possible d’observer une prolifération de cellules ovales 3-4 jours apres injection de D-
galactosamide responsable d’une nécrose hépatocytaire massive (Kuhlmann, W. D. &
Peschke, P., 2006).

D’autres modeles sont basé€s sur une perte hépatocytaire chronique. C’est le cas par
exemple lorsque des rats ou des souris sont soumis a un régime déficient en choline
supplémenté en éthionine (CDE). Deux a trois semaines apres le régime, des cellules ovales
apparaissent et proliférent (Akhurst, B. et al., 2001). Le modele basé sur un régime de
quelques semaines contenant du DDC (3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine) permet
une prolifération de cellules ovales chez la souris avec un pic de prolifération a 3 semaines
(Preisegger, K. H. et al., 1999) (Wang, X. et al., 2003a).
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Enfin les cellules ovales proliférent dans d’autres modéles : par exemple aprés
injection d’acétaminophéne a forte dose, ou de cocaine et phénobarbital (Kofman, A. V. et
al., 2005) (Rosenberg, D. et al., 2000). On peut observer aussi ces cellules dans des
modeles naturels de maladies génétiques comme la maladie de Wilson (Yasui, O. et al.,
1997).

L’origine des cellules ovales

Les cellules ovales considérées comme des cellules progénitrices, proliférent autour
de D’espace porte puis migrent vers le parenchyme hépatique. Par marquage
immunohistochimique et étude de la migration cellulaire par incorporation de thymidine
tritiée, ou de BrdU, certains auteurs ont proposé que les cellules ovales proviennent de
I’activation de cellules souches intrahépatiques et que la principale niche se trouve sans
doute au niveau de canaux de Héring a I’interface entre le parenchyme hépatique et les
cellules des canaux biliaires (Sell, S. & Salman, J., 1984) (Paku, S. et al., 2001) (Kuwabhara,
R. et al., 2008). Cependant aucun de ces travaux, n’a permis de caractériser, d’isoler ou de

localiser de maniére certaine les cellules souches.

Actuellement 1’origine des cellules ovales est toujours controversée. Certains

auteurs proposent que ces précurseurs aient une origine extrahépatique.

L’origine extrahépatique des cellules ovales a été proposée pour la premiere fois en
1999 par I’équipe de Petersen (Petersen, B. E. et al., 1999). Dans cette étude, des rattes
déficientes pour la dipeptidyl-peptidase IV (DPPIV™), avaient recu une greffe de moelle de
rats DPPIV*"* puis avaient été soumises a un régime AAF et & une lésion hépatique au CCl4
afin d’induire une prolifération des cellules ovales. L’observation de quelques cellules

ovales DPPIV** signait donc leur origine hématopoiétique.
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Plus tard ces résultats ont été contredits par plusieurs études (Menthena, A. et al.,
2004) (Wang, X. et al., 2003a) (Rountree, C. B. et al., 2007). Menthena et al. n’ont pas
identifié chez des rats DDPIV™, de cellules ovales issues d’un greffon DPPIV™" aprés
régime AAF suivi d’une hépatectomie. Dans 1’étude de Wang, des souris sauvages ont été
greffées avec 2.10° cellules de moelle osseuse de souris Rosa26 exprimant la B-
galactosidase. Les souris ont été traitées avec un régime DDC en continu pendant 7 mois
puis ont été sacrifiées. Plus de 99% des hépatocytes et cellules ovales n’exprimaient pas la
B-galactosidase. Ces résultats ont donc démontré que dans le modele DDC les cellules
ovales ne dérivent pas de la moelle osseuse. De la méme fagon, Rountree et al. ont greffé
des cellules de moelle osseuse de souris transgéniques GFP chez des souris sauvages. Les
souris adultes ont été mises sous régime DDC pendant 3 semaines. 2 a 6 semaines apres la
fin du régime, 1’analyse du tissu hépatique n’a révélé aucune cellule ovale exprimant la

GFP.

D’aprés ces articles on peut émettre 1’hypothése que dans 1’é¢tude de Petersen les
quelques cellules ovales dérivées de la moelle sembleraient plutét provenir d’un

phénomene de fusion cellulaire.

Cependant, Oh et al. en 2007, ont relancé 1’hypothése d’une éventuelle origine
extrahépatique des cellules ovales (Oh, S. H. et al., 2007). Oh et al. ont utilisé des rattes

+/+

DPPIV™", ayant recu une greffe de moelle de rats DPPIV**. Ces rattes ont été soumises au
protocole AAF/hépatectomie 2/3. Les animaux ont également été traités, avant ou apres la
greffe, par la monocrotaline, un inhibiteur de la prolifération des hépatocytes et des cellules
précurseurs de la moelle. Lorsque la monocrotaline est administrée avant la greffe, I’¢tude
histochimique du foie révele qu’environ 50% des cellules ovales expriment DPPIV, ce qui
démontre leur origine médullaire. Une analyse des chromosomes X et Y par hybridation in

+/+

situ révele que les cellules ovales DPPIV™™ ne proviennent pas d’événements de fusion.
Lorsque la monocrotaline est administrée aprés la greffe, aucune cellule ovale DDPIV®
n’est détectée. Ceci démontre que la monocrotaline a inhibé la prolifération et la
différenciation des cellules ovales issues de la moelle. Il y a cependant prolifération de

cellules ovales sans doute d’origine hépatique.
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D’aprés cet article, il est probable que les cellules ovales aient a la fois une origine
intrahépatique et une origine médullaire. Cependant, la plupart des auteurs traitant de ce
sujet, pensent que la niche principale se situerait dans le foie (Tonkin, J. N. et al., 2008).

En fonction des modéles utilisés, I’origine des cellules ovales semble multiple. Il
pourrait étre envisagé par exemple que la DDC ait un effet toxique vis-a-vis des précurseurs
médullaires. Ainsi, dans ce modele les cellules souche intrahépatique deviendraient la
source majeure de cellules ovales. Inversement, dans d’autres modéles certains composés
comme le CCl4 pourraient étre toxique pour les cellules bordant les canaux de Héring.
Ainsi dans le mod¢le utilisant le CCl4, les cellules d’origine médullaire deviendraient la
source majeure des cellules ovales. A ce jour I’origine des cellules ovales n’est toujours pas

déterminée.

Mécanisme de prolifération

Certains mécanismes observés lors de la régénération hépatocytaire sont aussi
retrouvés lors de la prolifération des cellules ovales. Par exemple, les cytokines IL-6 et le
TNF-o sont impliqués dans la réponse proliférative des cellules ovales. Chez des souris
déficientes en IL-6 ou pour le récepteur de type 1 du TNF-a, la prolifération des cellules
ovales est fortement diminuée sous régime CDE. De méme en bloguant la production de
TNF-a et d’116 par la dexaméthasone chez des rats soumis a un régime AAF/hépatectomie
2/3, la prolifération des cellules ovales est diminuée (Nagy, P. et al., 1998) (Knight, B. et
al., 2000). Enfin, tout comme pour les hépatocytes, la prolifération des cellules ovales
semble induite par des facteurs de croissance (HGF, TGF-a) (Nagy, P. et al., 1996)
(Hasuike, S. et al., 2005).

Mais certains facteurs activent spécifiquement la prolifération des cellules ovales.
C’est le cas de Tweak (TNF Like Weak Inducer of Apoptosis), de la lymphotoxine-b, et de
SDF-1 (Lowes, K. N. et al., 2003) (Akhurst, B. et al., 2005) (Mavier, P. et al., 2004)
(Jakubowski, A. et al., 2005).
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Finalement, il pourrait exister une étroite relation entre I’inflammation et la
prolifération des cellules ovales. La matrice extracellulaire et les myofibroblates semblent
jouer un role important lors de la prolifération et différentiation de ces cellules
progenitrices (Van Hul, N. K. et al., 2009) (Knight, B. et al., 2005).

Différenciation

La cellule ovale est une cellule dite bipotente dans le foie mais les potentialités de
ces cellules ne semblent pas se limiter aux lignages hépatiques, puisqu’il a été montré

qu’elles pouvaient aussi se différencier en cellules pancréatiques et méme en

cardiomyocytes (Yang, L. et al., 2002), (Malouf, N. N. et al., 2001).

Bien que cela ne soit pas encore démontré chez I’homme, les cellules ovales ont la
capacité de se différencier en hépatocytes et en cellules des canaux biliaires. La
différentiation des cellules ovales en hépatocytes in vivo, a été montrée dans plusieurs
études de transplantation de cellules ovales chez le rongeur (Yasui, O. et al., 1997) (Wang,
X. et al., 2003a; Yovchev, M. I. et al., 2008). Yasui et al. ont montré in vivo la
différenciation des cellules ovales en hépatocytes. lls ont isolé des cellules ovales par la
taille chez des rats LEC (Long-Evans Cinnamon), modéle génétique naturel de la maladie
de Wilson. Ces cellules ovales AFP*, CK19" et CK18" ont ensuite été transduites par des
rétrovirus porteurs du géne lacz, puis reimplantées chez des rats NAR/LEC rats
analbunémiques. Une a dix semaines plus tard les rats ont été sacrifiés. Des hépatocytes
exprimant la B-galactosidase ont été détectés par technique enzymatique, et un niveau éleve
d’albumine a été retrouvé dans le sérum des rats analbunémiques. Cette étude a donc
démontré que les cellules ovales sont capables de générer des hépatocytes matures (Yasui,
0. etal., 1997).

En 2003, Wang et al. ont isolé des cellules ovales par gradient de Nycodenz chez
des souris Rosa26 mises sous régime DDC pendant 3 a 4 semaines. Ces cellules ont été
greffées chez des souris FAH et le traitement par le NTBC a été arrété. Chez 4 des 6

souris greffées, un repeuplement du foie par les cellules des donneurs a été observé.
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Des clones d’hépatocytes exprimant la B-galactosidase provenant du donneur ont été
observés par analyse immunoenzymatique sur les coupes des foies (Figure 17B). Ainsi, la
reconstitution du foie par des cellules ovales différenciées en hépatocytes a été démontree.

Cependant, la population de cellules greffées était enrichie en cellules ovales mais
contaminée par un peu moins de 2% d’hépatocytes. Pour prouver que cette contamination
n’était pas responsable a elle seule du repeuplement hépatocytaire, une seconde expérience
a éte réalisée. Des cellules ovales isolées de souris Rosa 26 ont été cotransplantées chez les
souris FAH™ avec 2% ou 50% d’hépatocytes provenant de souris transgéniques
hétérozygotes présentant une mutation dans le gene FANC (Fanconi anemie group C).
Apres 6 a 8 semaines, un southern blot a été réalisé sur les foies repeuplés (Figure 17 A), et

il montre clairement que lorsque la fraction des cellules ovales est contaminée avec 2%
d’hépatocytes FANC, seuls les hépatocytes Bgal+ (donc dérivés des cellules ovales) sont

retrouvés (Figure 17B).
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Figure 17. Repeuplement du foie de souris FAH™ par des cellules ovales Rosa26 A-
southern blot B- Xgal sur les coupes des foies FAH™.(Wang, X. et al., 2003a)
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La plupart des études démontrant la différenciation des cellules ovales en
hépatocytes, sont réalisés par isolement puis transplantation des cellules ovales. Seules
quelques études de lignage effectuées directement in vivo notamment par incorporation de
thymidine tritiée ont montré que les cellules ovales pouvaient se différencier en hépatocytes
(Evarts, R. P. et al., 1989) (Alison, M. et al., 1997).

La capacité des cellules ovales a se différencier en cellules des canaux biliaires n’a
jamais été démontrée tres clairement. Ceci a été simplement suggéré apres avoir observé
par analyse en microscopie électronique la prolifération de structures ductulaires
communiquant avec la voie biliaire (Paku, S. et al., 2001).

Cellules ovales et cancer

Il est donc admis que les cellules ovales sont des précurseurs qui participent a la
régénération hépatique en conditions pathologiques notamment lorsque les hépatocytes ne
sont plus en mesure de proliférer. Les cellules ovales proliférent dans des modeles qui
conduisent souvent a la formation de tumeurs hépatiques. De la méme facon, chez
I’homme, elles sont retrouvées dans des pathologies associées a un risque élevé de cancer.
Enfin, les cellules ovales présentent certains marqueurs communs exprimés aussi par des
cellules tumorales (AFP, Glypican-3, CK7,CK19) (Imoto, M. et al., 1985) (Van Eyken, P.
etal., 1988) (Wu, P. C. et al., 1999).

Une des hypothéses serait que les cellules ovales pourraient étre a I’origine des
CHC et des cholangiocarcinomes (Zhang, F. et al., 2008) (Kim, H. et al., 2004). Les
mécanismes par lesquels il existerait une différenciation des cellules souches en cellules
cancéreuses ne sont pas déterminés. Cependant le déréglement de certaines voies de
signalisation comme la voie Wnt et la voie Notch impliquées dans la prolifération et la
différenciation des cellules ovales, pourraient étre a I’origine de la formation des tumeurs
(Lade, A. G. & Monga, S. P. et al 2011) (YYang, W. et al., 2008). Le rdle des cellules ovales
dans la cancérogénese hépatique n’est toujours pas déterminé. Des cellules ovales cultivées
pendant 2 ans n’ont pas dérivé en cellules cancéreuses (Wang, P. et al. 2010). De plus, tous

les CHC ne proviennent pas des cellules ovales. Nous avons montré dans un modele dans
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lequel nous n’avons pas observé de prolifération de cellules ovales, et dans lequel
I’administration de DEN (dietylnitrosamine) en continu dans 1’eau de boisson induit des
CHC, que les tumeurs provenaient des hépatocytes matures. En effet un marquage
génétique des hépatocytes matures par des rétrovirus recombinants porteurs du gene de la
[B-galactosidase, a été réalisé avant I’administration de DEN. Les rats ont été sacrifiés 3
mois apres le régime, et nous avons observé 17% de tumeurs exprimant la 3-galactosidase.
Sachant que la proportion d’hépatocytes matures marqués avant le régime était de 18%,
nous avons pu dans ce modele soutenir I’hypothése de I’implication des hépatocytes au

cours de la carcinogénése hépatique (Bralet, M. P. et al., 2002).

3.2.2.2 Les SHPC (Small Hepatocyte like progenitor cells)

On peut observer la prolifération d’un autre type cellulaire nommé SHPCs chez le
rat aprés inhibition de la prolifération hépatocytaire par la rétrorsine suivie d’une lésion
hépatique.

La rétrorsine est un alcaloide pyrrolizidinique présente dans les plantes
angiospermes (famille comprenant les chardons, les artichauts...). Ce composé est néfaste
pour les mammiferes. Ces alcaloides sont des esters constitués d’un acide carboxylique,

et d’un aminoalcool dérivé de la pyrrolizidine (Figure 18).

Rétrorsine

Figure 18. La rétrorsine

Chez les mammiferes, la rétrorsine est facilement oxydée en composés pyrroliques
par les monooxygénases du cytochrome P450 du foie (White, I. N. et al., 1973). Les esters

pyrroliques exercent leur toxicité en désactivant les protéines et les acides nucléiques ce qui
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engendre une altération des fonctions cellulaires. C’est dans le foie que 1’on retrouve le plus
de dérivés toxiques. Apres traitement a la rétrorsine, des dommages a ’ADN ont été
observés notamment des adduits a I’ADN (Wang, Y. P. et al., 2005). Cependant, il n’a pas
été montré que la rétrorsine pouvait induire des tumeurs. En effet deux ans aprés avoir traité

des rats a la rétrorsine, aucune tumeur n’est apparue (Laconi, S. et al., 2006).

Une des propriétés de la rétrorsine est sa capacité a bloquer la division des
hépatocytes. L’action exacte de la rétrorsine concernant le blocage de la division cellulaire
n’est pas encore trés bien déterminée. L’apparition de mégalocytes aprés traitement a la
rétrorsine et Iésion hépatique a permis de montrer que des hépatocytes sont blogués en
phase S tardive ou G2 précoce du cycle cellulaire (Samuel, A. & Jago, M. V., 1975). En
effet les mégalocytes sont le résultat de phénomenes d’endoréplication sans mitose, et les
cycles répétés de synthése de I’ADN ont permis de détecter des noyaux d’hépatocytes

possédant 32n voir 64n.

Cependant d’autres études montrent qu’une grande partie des hépatocytes pourraient
étre bloqués en phase G1/ S (Laconi, S. et al., 1999) (Picard, C. et al., 2003). Picard et al.
ont réalisé une ligature de la branche porte chez des rats Wistar au préalable traités a la
rétrorsine. Avant la ligature, cette étude montre que les rats traités a la rétrorsine ont un
niveau basal de protéines exprimées lors de la phase G1 plus important que des rats non
traités. Picard et al. pensent que la rétrorsine pourrait faire sortir les hépatocytes de leur

quiescence (Figure 19).
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Figure 19. Protéines du cycle cellulaire exprimées apres traitement a la rétrorsine ou chez
des rats non traités.

Aprés la ligature de la branche porte, la synthese d’ADN a été analysée par
marquage BrdU, et ’ADN a été dosé chez les rats traités ou non avec la rétrorsine. La
quantité d’ADN ainsi que le marquage BrdU étaient diminués chez des rats traités a la
rétrorsine. Au vu de ces résultats, Picard et al. suggerent que le blocage pourrait avoir lieu
en phase G1/S, qu’il y aurait une réplication de ’ADN mais incompléte et donc une

impossibilité que la cellule passe en phase G2 (Picard, C. et al., 2003).

L’équipe de Laconi a réalisé une hépatectomie partielle chez des rats Fischer ayant
été traités avec la rétrorsine. Apres hépatectomie 1’index mitotique est quasi nul et la
synthése d’ADN analysée par marquage BrdU est trés diminuée par rapport aux rats
contréles ayant subis simplement une hépatectomie (Figure 20). Laconi et al. comme dans
I’étude précédente émet donc 1’hypothése que la plupart des hépatocytes sont blogués en
phase S. Cependant il admet qu’une sous population de mégalocytes est capable d’avoir des
cycles répétés de synthése d’ADN puisqu’ils présentent une ploidie importante. Cependant
aucune donnée sur la proportion d’hépatocytes bloqués en phase G1/S et S/G2 n’est
donnée. Une analyse de la ploidie des foies traités a la rétrorsine pourrait permettre de

répondre a cette question.
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BrdU labelling index (%)

mitotic index (%)

Figure 20 Marquage BrdU et index mitotique chez des rats hépatectomises traités ou

non a la rétrorsine (Laconi, S. et al., 1999).

Aprés traitement a la rétrorsine et lésion hépatique, la division hépatocytaire est
donc bloquée. Chez des rats Fischer ayant subi ce traitement, Gordon et al. observent 2 a
5% de cellules en apoptose les 5 premiers jours post hépatectomie ainsi que ’apparition de
nombreux mégalocytes (pic a 5 jours post hépatectomie). Dix jours aprés I’hépatectomie,
des clones de « petits hépatocytes »ont proliféré et représentent environ 50% du lobule
hépatique. Un mois aprés ’hépatectomie partielle la masse hépatique est restaurée (Gordon,
G. J. etal., 2000a).

L’équipe de Gordon a suggéré que ces petits hépatocytes pourraient étre considérés
comme un nouveau type de progéniteur hépatique et c’est la raison pour laquelle ils ont
nommé ces petits hépatocytes «Small Hepatocyte Like Progenitors Cells» (Gordon, G. J. et
al., 2000b).
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Les SHPCs sont de petites cellules (10-12 um) qui morphologiquement ressemblent
a des hépatocytes. Ces cellules expriment des marqueurs d’hépatocytes matures comme
I’albumine et la transferrine. Elles expriment faiblement quelques marqueurs de cellules
ovales comme I’AFP. De plus les SHPCs sont défectifs pour certaines enzymes du
cytochrome P450 (CYP 2E1, CYP 1A2, and CYP 3Al), ce qui participe sans doute a leur
résistance a la rétrorsine (Gordon, G. J. et al., 2000a) (Gordon, G. J. et al., 2000b).

Les SHPCs activées notamment par I’IL6 (Best, D. H. et al. 2010) proliferent dans
la région périportale et se différencient en hépatocytes. Ces cellules sont capables de
repeupler un foie apres transplantation chez un receveur (Gordon, G. J. et al., 2002). 1l est
important de noter que chez le rat Fischer les SHPCs proliférent rapidement, alors que dans
d’autres souches de rats comme les Sprague Dawley ou chez les souris les SHPCs
proliféerent moins bien, voir pas du tout (Zhou, X. F. et al., 2006) (Avril, A. et al., 2004).

L’origine des SHPCs est controversée. Dans un modéle de souris traitées a la
rétrorsine, Vig et al, ont proposé en réalisant une reconstruction en 3D des lobules
hépatiques a I’aide de coupes sériées, que les SHPCs dérivent des cellules ovales (Vig, P. et
al., 2006). Cette hypothese a été renforcée par le fait que les SHPCs expriment 1’OV6
marqueur de cellules ovales.

Cependant cette origine a été controversée par plusieurs équipes. En effet, en
bloguant la prolifération des cellules ovales par traitement au 4,4-diaminodiphenylmethane
(DAPM) qui détruit 1’épithélium biliaire, la cinétique d’apparition des SHPCs reste la
méme. (Best, D. H. & Coleman, W. B., 2007a). Au contraire, chez des rats traités avec de
la rétrorsine et de I’AAF (qui bloque la prolifération hépatocytaire), on observe la
prolifération de cellules ovales mais pas d’expansion de SHPCs sans doute bloquées par
I’AAF (Best, D. H. & Coleman, W. B., 2007b). Ces études démontrent clairement que les

SHPC:s et les cellules ovales sont bien deux populations distinctes.
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4. Transfert de genes -Généralités

La découverte au milieu du vingtieme siecle de la structure de I'ADN suivi de
progrés rapides dans le domaine de I’ingénieric génétique, ont logiquement conduit aux
développements de technologies qui permettent aujourd’hui de modifier le patrimoine
génétique de cellules ou d’organismes entiers. Le transfert de génes a trouvé de larges
champs d’applications comme la production agroalimentaire, pharmaceutique ou le

domaine biomédical.

4.1 Quelgues applications du transfert de genes dans le domaine de la
recherche biomédicale

En ce qui concerne la recherche biomédicale, le transfert de genes est devenu un
outil essentiel tant pour des études fondamentales que pour la recherche a visée

thérapeutique.

4.1.1 La transgénése ou thérapie génique germinale :

Les techniques de transgénése, permettent de modifier le génome d’un organisme :

-soit par I’addition de nouvelles séquences d’ADN dans son génome, avec une
intégration au hasard (transgenése additive).

-soit par la modification de séquences déja présentes dans son génome (knock-out /
knock-in / transgénése ciblée) par recombinaison homologue ou a I’aide de zinc finger

nucléase.

Les techniques de transgénése dans le domaine de la recherche biomédicale sont trés
utilisées notamment par exemple pour les études de génomiques fonctionnelles, ou la

création de modeéles animaux de maladies humaines.
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4.1.2 La thérapie génigue somatique

Une autre application importante du transfert de génes est la thérapie génique
somatique qui est une approche thérapeutique fondée sur la possibilité de transférer une
information génétique (ADN ou ARN) afin d’obtenir un effet thérapeutique.

4.1.2.1Maladie monogénique

Le plus souvent, pour le traitement de maladies monogéniques, les stratégies de
thérapie génique consistent a corriger une anomalie génétique en apportant un gene normal
et fonctionnel. Le géne thérapeutique peut étre introduit selon deux voies : directement dans
I’organisme d’un patient (thérapie génique in vivo) ou dans des cellules extraites de
I’organisme pour étre traitées avant d’étre réimplantées (thérapie génique ex vivo).

Il existe cependant d’autres stratégies. Par exemple, pour une des formes de la
sclérose latérale amyotrophique une des stratégies de thérapie génique est de transférer un
ARN interférent permettant d’inhiber la transcription du géne muté s’avérant toxique et a
I’origine de symptdme dans cette pathologie (Xia, X. G. et al., 2005). Un autre exemple
utilisé notamment pour le traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne est celui de
la thérapie génique par saut d’exon. Cette stratégie a pour objectif d'éliminer un exon
spéecifique muté tout en conservant un cadre de lecture permettant a la cellule de fabriquer
une protéine certes plus courte mais fonctionnelle. Le saut d'exon peut étre induit par des
oligonucleotides antisens agissant au niveau du mécanisme d’épissage (Goyenvalle, A. et
al., 2004) (Aartsma-Rus, A. et al. 2010).
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4.1.2.2 Cancer

Dans le monde, aujourd’hui 1644 essais de thérapie génique ont été proposés, et les
maladies monogéniques ne représentent que 8.2% de ses essais (Figure 21). Le cancer est

une des principales cibles de la thérapie génique.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials (W)

WILLY

Cancer diseases 64.5% (n=1060)
Cardiovascular diseases 8.7% (n=143)
Monogenic diseases 8.2% (n=134)
Infectious diseases 8% (n=131)
Neurological diseases 1.8% (n=30)
Ocular diseases 1.1% (n=18)

Other diseases 2.4% (n=40)

Gene marking 3% (n=50)

Healthy volunteers 2.3% (n=38)

The Journal of Gene Medicine, [© 2010 John Wilsy ond Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figure 21. Essais cliniques de thérapie génique en 2010.

Les stratégies de thérapie génique anticancéreuse sont nombreuses. Elles recouvrent

un grand nombre de stratégies parmi lesquelles on peut citer :

-Les genes suicides : La thérapie génique par génes suicides a pour but d’éliminer des

cellules tumorales, en leur faisant acquérir un géne codant une enzyme capable de
transformer une molécule non toxique en un métabolite doué de toxicité cellulaire. Un
exemple est le géne codant la thymidine kinase du virus de I’herpes simplex de type 1.
Cette enzyme a la propriété de transformer le ganciclovir en un composé toxique qui induit
la mort cellulaire. Des études cliniques ont démontré que cette stratégie utilisant HSV-TK-
GCV dans un vecteur adénoviral pouvait étre appliquée de fagon sécuritaire chez I’homme
(Sung, M. W. et al., 2001).
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Les génes suppresseurs de tumeurs . Certains genes jouent un réle déterminant dans le

cycle cellulaire, et leur altération augmente le risque de cancer. Le transfert de ces genes (le
plus connu étant P53) au sein des tumeurs combinées avec la radiothérapie, ou

chimiothérapie est une stratégie efficace et testée en clinique. (Tian, G. et al., 2009).

Les génes anti-angiogéneses : La croissance d’une tumeur dépend de 1’angiogénése puisque

les cellules tumorales ont besoin d’oxygéne et de nutriments présents dans la circulation
sanguine. De plus la formation des vaisseaux sanguins est requise pour 1’évasion de
métastases. Ainsi, les stratégies anti-angiogénése consistent par exemple a transférer des
ARN antisens de facteurs stimulant 1’angiogénése comme le VEGF ou encore a transférer
des genes codant des facteurs angiogéniques comme par exemple I’angiostatine (Xu, R. et
al., 2003).

L’immunothérapie : Cette stratégie a pour objectif d’induire ou amplifier une réponse

immunitaire contre les cellules tumorales. Une des stratégies pour stimuler le systeme
immunitaire est ’utilisation de génes codant les cytokines comme I’IL-2, IL-4, IL-6, IL-7,
I'IL-12 P’INF-y etc...combiné ou non avec des génes codant des molécules de co-
stimulation. Cette stratégie peut étre effectuée soit par transduction ex vivo de cellules
tumorales ou de cellules dendritiques qui seront réimplantées, ou directement par transfert
de génes in vivo (Barajas, M. et al., 2001) (Knippertz, 1. et al., 2009). Une autre approche,
I’immunothérapie adoptive a pour but d’augmenter la réponse immunitaire en apportant des
effecteurs cellulaires antitumoraux, les lymphocytes T génétiquement modifiés afin
d'augmenter leur efficacité cytotoxique. De plus, dans le but d’augmenter leur potentiel
antitumoral, les lymphocytes peuvent par exemple étre modifiés par transfert de génes

codant des récepteurs d’antigénes tumoraux.

Les approches de thérapie génique a but anticancéreuses sont multiples, chacune
ayant des avantages et des inconvénients. La variété des vecteurs de transfert de genes et la
diversité des approches de thérapie génique permettent de choisir a la fois le vecteur et la
stratégie de thérapie génique qui paraissent le mieux adaptés pour le traitement d'une

tumeur donnée.
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4.2 Les outils de transfert de génes

Une étape cruciale du transfert de génes est de faire pénétrer la nouvelle information
génétique au sein des cellules. De par ses propriétés physico-chimiques (taille et charge
négative), I’ADN peut difficilement franchir les membranes cellulaires. L’efficacité¢ de
transfection est donc faible et variable selon les cellules. In vivo, I’expression d’un
transgéne peut €tre observée aprés injection d’ADN nu dans la peau ou le muscle
squelettique (Hengge, U. R. et al., 1995) (Wolff, J. A. et al., 1990), mais les niveaux
d’expression sont tres faibles. La vaccination reste une des applications majeures de
I’injection de I’ADN nu.

Afin d’augmenter ’efficacité de transfection in vivo ou in vitro, des méthodes
physiques peuvent étre utilisées. In vitro, le matériel génétique peut étre introduit dans les
cellules par micro injection, technique couramment utilisée pour produire des animaux
transgéniques. D’autres techniques applicables in vivo consistent a perméabiliser les
membranes en appliquant soit un champ électrique (électrotransfert), soit des ultrasons
(sonoporation), ou bien en utilisant des sources lasers (irradiation par laser). Ces techniques
sont appliquées par exemple pour le transfert de genes dans le muscle, la peau ou dans les
tumeurs. (Mir, L. M. et al., 1999), (Tsai, K. C. et al., 2009), (Gothelf, A. et al. 2010). Une
autre technique, nommeée injection hydrodynamique, consiste a injecter trés rapidement en
intraveineux ou intra artériel un grand volume de liquide contenant I’ADN d’intérét. Cette
forte pression permet une pénétration de I’ADN en ciblant principalement les cellules
hépatiques (injection dans la veine de la queue pour le ciblage du foie), ou les cellules
musculaires (injection dans le systeme artériel pour cibler les muscles) (Maruyama, H. et
al., 2002) (Liu, F. et al., 1999). Des techniques chirurgicales ont été mises au point chez le
primate afin de mimer la technique d’injection hydrodynamique dans le but de pouvoir
transposer cette technique chez I’homme (Brunetti-Pierri, N. et al., 2009).

Des techniques physiques permettent donc d’augmenter 1’efficacité de transfection
et I’injection d’ADN nu peut étre une approche intéressante pour le transfert de génes dans
le muscle ou la peau. Cependant un des inconvénients majeurs du transfert d’ADN nu est sa
dégradation rapide lorsqu’il est injecté par voie systémique. En effet, I’ADN nu, qui n’est

pas protégé des protéines du sérum a une demi-vie plasmatique trés courte.
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De plus il existe un probléme de ciblage cellulaire ou tissulaire évident.

Ainsi pour la majorité des applications de transfert de geénes, l'utilisation des
systemes de vecteurs de transfert de genes est nécessaire. Injecté in vivo, le vecteur
transportant le géne jusqu’au sein de la cellule cible, permet de protéger la molécule
d’ADN, de faciliter son trajet dans les milieux extra cellulaires et d’assurer la
reconnaissance de la cellule cible. Chaque type de vecteur posséde ses caractéristiques
propres, le choix d’un vecteur varie donc en fonction de différents critéres, comme par
exemple les cellules ou tissus a cibler, la taille du géne a transférer, ou encore la durée de

I’expression du produit du transgene.

Les vecteurs sont regroupés en deux grandes catégories : les vecteurs synthétiques

(aussi appelés chimiques ou non-viraux) et les virus recombinants.

4.2.1 Vecteurs non viraux :

Actuellement il existe une multitude de vecteurs synthétiques a 1’étude. Les plus
utilisés sont les lipides cationiques (+ lipides neutre) (DOTMA, DOTAP...) et les
polymeres cationiques (polyéthylénimine, dendrimeres...). Ils forment avec L’ADN des
complexes appelés lipoplexes et polyplexes. Ces complexes chargés positivement,
favorisent le transfert d’ADN a I’intérieur des cellules par la voie de I’endocytose. Des
ligands membranaires peuvent étre ajoutés aux complexes pour favoriser I’endocytose au
sein des cellules cibles. Les vecteurs non viraux sont caractérisés par une faible toxicité,
une faible immunogénicité ainsi qu'une production aisée et économique. Quel que soit le
vecteur synthétique utilisé, ’expression du transgene reste temporaire du fait de I’absence
d’intégration dans le génome de la cellule héte. Dans ce contexte, certaines pathologies
comme le cancer sont des maladies candidates pour l'utilisation de ces vecteurs car une
expression prolongée du gene thérapeutique n'est pas toujours requise. Pour d’autres
applications, 1’expression transistoire du produit du transgene reste un inconvénient. De

plus, I’efficacité de transfection est bien inférieure a celles des vecteurs viraux.
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4.2.2 Vecteur viraux

Parmi les différentes techniques de transfert de génes une des techniques les plus
efficaces consiste a transporter le géne d’intérét grace a des vecteurs viraux. Ces vecteurs
utilisent la capacité des virus a introduire son matériel génétique dans une cellule hote. Les
virus recombinants sont classiquement non réplicatifs puisque les séquences responsables
de la réplication sont remplacées par le transgéne. Cependant, pour certaines thérapies
géniques du cancer, certains vecteurs utilisés sont des vecteurs réplicatifs conditionnels

capables de se se répliquer préférentiellement dans les tumeurs.

Les rétrovirus, adénovirus et AAV (Adeno-associated virus) sont les vecteurs viraux

les plus couramment utilisés pour les applications de transfert de genes.

4.2.2.1 Les rétrovirus recombinants

Rétrovirus sauvage

Les lentivirus et les oncorétrovirus sont deux des membres de la famille des
retroviridae. Les rétrovirus sont des virus ayant une enveloppe entourant la capside avec au
centre la nucléocapside trés dense contenant deux molécules identiques d'/ARN. Le cycle
réplicatif des rétrovirus se divise en deux phases principales : la phase précoce débute par la
reconnaissance de la cellule héte et sa décapsidation, puis la rétrotranscription et I’import
nucléaire du génome viral et enfin son intégration au sein du génome de la cellule héte. La
seconde phase (phase tardive), débute par 1’étape de transcription du provirus intégré suivi
de I’épissage, étape centrale pour le controle de I’expression du génome viral. Puis, apres
I’étape d’export du noyau, s’ensuit I’étape de traduction des protéines virales, 1’assemblage,
la maturation des virions et enfin le bourgeonnement et le relargage des particules virales
(Figure 22).
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Figure 22. Cycle réplicatif simplifié des retroviridae.

La taille du génome des rétrovirus varie de 7 a 12 kb. Les rétrovirus contiennent deux
séquences virales LTR (long terminal repeat) essentielles pour la transcription des ARNm
viraux. Chaque LTR est constituée des régions U3, R et U5. La région U3 de la LTR 5’
contient les séquences promotrices et régulatrices de la transcription qui sont
essentiellement des sites de fixation a des facteurs cellulaires. Une séquence de
polyadénylation située entre les régions R et U5 de la LTR 3’ apporte le signal de fin de
transcription. En aval de la LTR 5’ se trouve une séquence ‘leader’ non codante, qui
comprend le PBS (Primer Binding Site) suivi d’un site donneur d’épissage (SD) et de la
séquence Y. Le PBS sert de site de fixation pour un ARN de transfert a partir duquel
s’amorce la transcription inverse. La région  correspond au signal d’encapsidation de
I’ARN viral génomique non épissé dans les particules en formation. En amont de la LTR
37, on retrouve la séquence PPT (PolyPurine Tract) nécessaire a la synthése du brin positif
d’ADN durant la rétrotranscription . Une amorce supplémentaire existe dans le génome du
HIV-1: le PPT central. (central polypurine tract). La partie centrale du génome porte les
genes codant les protéines de la capside, les enzymes virales (pol) et les glycoprotéines
d’enveloppe. Le gene gag (Group Specific Antigen) code des protéines essentielles
permettant 1’assemblage et le bourgeonnement des particules virales. Il code un précurseur
protéique dont le clivage permet I’obtention des protéines de la matrice, de la capside et de

la nucléocapside. Il existe d’autres précurseurs du géne gag présents dans le génome des
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lentivirus comme p6 qui intervient lors du bourgeonnement viral et lors de 1’incorporation
de Vpr dans la particule virale, ou le peptide p2 impliqué dans la sélection des ARNm non-
épissés au cours de 1’encapsidation (Levin JG et al. 2010). La protéine p12, elle, est un
produit de clivage du précurseur Gag du virus de la leucémie murine et interviendrait
notamment lors de la phase précoce (Prizan-Ravid A et al. 2010). Le géne pol (Polymérase)
code les enzymes essentielles a la réplication virale : la protéase, la transcriptase inverse, et
I’intégrase. Le géne env (Enveloppe) code un large précurseur qui est clivé par une protéase
cellulaire pour donner naissance aux glycoprotéines de surface et trans-membranaire
constituant avec les protéines de la membrane cellulaire, I’enveloppe virale.

Les lentivirus possedent un génome un peu plus complexe, en effet ils possédent des
genes supplémentaires codant des protéines régulatrices et accessoires. Tat (Transactivator
of transcription), Rev (Regulation of expression of viral proteins) et Vif (Virion infectivity
factor) sont des protéines présentes chez tous les lentivirus. Le génome du HIV comporte
trois genes supplémentaires codant les protéines accessoires Vpu (Viral protein u), Vpr
(Viral protein r) et Nef (Negative regulatory factor). Les génes tat et rev codent des
protéines régulatrices essentielles a la réplication virale, tandis que les autres sont appelés

génes accessoires car leur mutation n’est pas délétére pour la réplication virale (Figure 23).
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Figure 23. Génome du HIV-1 (A) et du provirus (B).
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Les onco rétrovirus et lentivirus recombinants.

Le génome des rétrovirus recombinants conserve les séquences virales LTR alors
que les régions codantes, servant a la réplication virale sont délétées et remplacées par des
séquences d’intéréts pouvant aller jusqu'a 8 kb. Ainsi, les vecteurs rétroviraux recombinants
n’expriment pas de protéines virales, et sont donc non réplicatifs. Le fait qu’il n’y ait pas
expression de protéines virales limite la réponse immunitaire développée contre les
épitopes viraux. Enfin, les rétrovirus recombinants ont I’avantage d’intégrer leur génome au
sein du génome cellulaire ce qui permet une expression stable du transgéne au cours des

divisions cellulaires.

Les rétrovirus leucémogénes murins (MLV) présentent un inconvénient majeur qui
est I’incapacité a infecter des cellules quiescentes. En effet, I'intégration ne peut se faire
qu'apres désorganisation de la membrane nucléaire, survenant lors de la mitose (Spitzer, D.
et al., 1999). Au contraire, les lentivirus recombinants permettent d’infecter des cellules
quiescentes. Le développement de ces vecteurs a donc représenté une alternative
intéressante pour de nombreux protocoles de transfert de génes. Les lentivirus
recombinants généralement pseudotypés par la glycoprotéine d'enveloppe V-SVG
(glycoprotein from vesicular stomatitis virus) ont un large tropisme. Celui-ci peut étre
modifié par des techniques d'ingénierie moléculaire comme par exemple en modifiant
quelques protéines (couplage d’anticorps ou de ligands par exemple) ou en modifiant les
protéines d'enveloppe.

Au cours d’un essai clinique mené par 1’équipe d’A.Fischer, des phénomenes de
mutagéneses insertionnelles avaient entrainé des complications graves chez des patients
présentant un déficit SCID-X1 (X-linked severe combined immunodeficiency) et traités par
autogreffe de cellules médullaires transduites par des oncorétrovirus recombinants
(Williams, D. A. & Baum, C., 2003). Suite a cet essai, des vecteurs plus securises sont
maintenant utilisés. Par exemple des vecteurs de nouvelle génération présentent une

délétion dans la région U3 du LTR 3’ce qui entraine 1’auto-inactivation de 1’enhancer et du
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promoteur des deux LTR apres intégration. Le lentivirus recombinant est plus utilisé que
I’oncorétrovirus car il présente moins de risque de mutagénése insertionnelle. En effet, le
lentivirus cible préférentiellement les unités de transcription active, mais contrairement au
MLV, sans préférence pour les régions proches des sites d’initiation de la transcription. En

effet le MLV montrent des préférences pour les extrémités 5 'des unités de transcription.

In vitro, les lentivirus recombinants sont des outils largement utilisés pour les
techniques de tranfert de genes. En ce qui concerne les protocoles de thérapie genique, le
premier essai couronné de succes sur un groupe denfants atteint du déficit immunitaire
combiné sévére lié au chromosome X a fait partie des premiéres applications de la thérapie
génique a D’aide de rétrovirus recombinants (Cavazzana-Calvo, M. et al., 2000).
Récemment d’autres pathologies comme 1’adrenoleucodystrophie, la béta-thalassémie, ou
encore le déficit immunitaire en adénosine désaminase (ADA-SCID) ont été stoppées chez
des patients aprés autogreffe de cellules souches de moelle osseuse génétiquement
modifiées par des lentivirus recombinants (Cartier, N. et al., 2009) (Cavazzana-Calvo, M.
et al. 2010) (Aiuti, A. et al. 2009). Actuellement, les applications thérapeutiques des
rétrovirus recombinants restent donc majoritairement associées a des applications de
transfert de genes ex vivo. Cependant un essai clinique de phase I /11 est en cours chez des
patients atteints de la maladie de Parkinson et traités par injection directe de lentivirus

recombinants equins (Jarraya, B. et al., 2009).

4.2.2.2 L’adénovirus recombinant.

L’adénovirus est un virus non enveloppé a ADN double brin linéaire de 36 kb. Le
génome de l'adénovirus est encapsidé dans une structure icosaédrique comprenant
majoritairement trois protéines principales : la fibre, la base du penton et I’hexon.
Actuellement 51 sérotypes humains ont été identifiés. Le génome comprend deux
séquences terminales inversées a chacune des extrémités servant d’origine de réplication
(ITR pour Inverted Terminal Repeat). Il se compose aussi d’unités de transcription précoce
(E1-E4), intermédiaire (IX, 1Va2) et tardive (L1-L5) (Figure 24).
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Le cycle infectieux de I'adénovirus peut étre clairement divisé en deux phases : la
phase précoce et la phase tardive, séparées par la réplication de I'ADN viral. La phase
précoce comprend [I’adsorption, la pénétration dans la cellule par endocytose, la
décapsidation, le passage de I’ADN dans le noyau et enfin I’expression des genes précoces.
La réplication de I'ADN du virus peut alors commencer grace a l'action d'une ADN
polymérase cellulaire et des protéines précoces. La réplication est semi-conservatrice. Des
brins bicaténaires et monocaténaires sont obtenus et vont se circulariser grace aux ITR
situés aux extréemités du génome. La phase tardive comprend la traduction des ARNm
tardifs en protéines du core, de la capside et des fibres. Les génes tardifs sont regroupés
sous un seul opéron et se décomposent en 3 familles : L1, L2 et L3. La transcription
s’effectue a partir d’un promoteur unique ce qui permet une expression simultanée des
protéines tardives. Les ARNm tardifs vont étre traduits en protéines du core, de la capside
et des fibres, ce qui va permettre 1’assemblage des virions et leur libération par lyse

cellulaire et apoptose.
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Figure 24 : Génome de 1’adénovirus (Hall, K. et al.).
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Adénovirus recombinants

Les vecteurs adénoviraux utilisés comme vecteurs de transfert de génes sont le plus
souvent dérivés des adénovirus de sérotype 2 ou 5. Ces vecteurs présentent un certain
nombre d’avantages. En effet, in vivo les vecteurs adénoviraux présentent un large tropisme
et sont capables d’infecter de facon trés efficace des cellules en division ou au repos. De
plus les titres obtenus en production sont trés élevés, de Iordre de 10 '* ou 10 “particules
totales par ml. Le génome viral reste sous forme d’épisomes dans la cellule infectée, ce qui
permet d’éviter les risques de mutagénése insertionnelle mais en contrepartie 1’expression
est transitoire dans les cellules en division.

Une des caractéristiques de ce vecteur est la forte réponse immunitaire cytotoxique.
En effet I'expression a bas bruit de protéines adénovirales par les cellules infectées générent
une réponse immune cytotoxique dirigée contre ses peptides viraux et déclenchée via le
complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 qui entraine 1’élimination des cellules
transduites. La toxicité de ce vecteur et son expression transitoire sont deux particularités
qui peuvent présenter un avantage pour des applications de thérapie génique du cancer. Par
contre, pour les traitements de maladies génétiques, la perte du transgéene représente un
inconvénient majeur.

En 1999 un patient atteint d’un déficit hépatique en OCT (ornityl carbamyl
transférase) est décédé suite a une injection d’une forte dose d'un vecteur dérivé d'un
adénovirus. Depuis, les efforts se concentrent sur de nouveaux types de vecteurs
adénoviraux qui pourraient éviter une toxicité pour 1’organisme. Le développement des
vecteurs dit «Gutless», délétés de la totalité des génes viraux a I’exception des séquences
ITR et de la séquence d’encapsidation, est une des alternatives. Contrairement aux
adénovirus de premiere ou de seconde génération, les adénovirus Gutless permettent une
expression a long terme de protéine thérapeutique (Thomas, C. E. et al., 2000) (Toietta, G.
et al., 2005). Cependant, ce vecteur est difficile a produire a grande échelle. De plus, la
production de ces vecteurs nécessite l'utilisation d'un virus auxiliaire capable d’apporter en
trans les facteurs nécessaires a la réplication et I’encapsidation ce qui entraine la
contamination des cultures par les virus « helper ». Actuellement, des équipes continuent a
développer des techniques de purification permettant de réduire considérablement les

contaminations (Dormond, E. et al. 2010.).
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4.2.2.3 L’Adéno-associated virus

L’adeno-associated virus (AAV) est un parvovirus de petite taille (20 a 25 nm), non
enveloppé et a ADN simple brin de 4,7 kb. Tout comme 1’adénovirus, il posséde une
capside icosaédrique. Son génome est compose des génes rep codant quatre protéines
impliquées dans la réplication et la régulation en trans, et du gene cap codant trois protéines
de capside. Ces regions sont encadrées par des séquences ITR de 145 paires de bases,

nécessaires en cis pour la réplication et I’assemblage des particules virales (Figure 25).
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Figure 25. Génome de I’AAV sauvage.

L’AAV est un parvovirus humain dépendovirus, c’est a dire qu’il a besoin d’un
virus auxiliaire tel que 1’adénovirus la vaccine ou I’HSV (Herpes simplex virus) pour
accomplir son cycle réplicatif. Ainsi, lorsque I’AAV infecte seul une cellule il entre dans
une phase de latence caractérisée par 1’absence d’expression des geénes viraux et la
persistance du génome viral sous une forme intégrée et/ou épisomique. Chez I’homme,
I’intégration de I’AAV se fait de fagon préférentielle au niveau d’un site spécifique (AAV-

S1) qui est localise sur le bras long du chromosome 19. Lorsque I’AAV infecte une cellule
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en présence d’un virus auxiliaire, il entre dans une phase réplicative qui est caractérisée par
la production des protéines issues des transcrits rep et cap, par la réplication de I’ADN viral
initiée au niveau des ITR et enfin par I’assemblage de nouvelles particules virales dans le

noyau de la cellule.

AAV recombinants

Chez I’homme douze sérotypes ont été identifiés. Les principaux vecteurs utilisés en
thérapie génique sont les sérotypes 1 a 9. Chaque sérotype posséde un tropisme différent.
Ainsi le foie est particulierement bien transduit avec les sérotype 1, 5, 8 et 9, alors que le
systeme nerveux central sera mieux transduit avec les sérotypes 1, 4 et 5. Le génome de
I’AAV recombinant conserve les deux ITR alors que les génes rep et cap sont remplacés
par le géne d’intérét. Le génome de I’AAV sous forme simple brin est converti dans la
cellule en molécules linéaire double brin le plus souvent par hybridation entre deux
molécules de polarit¢é complémentaire, ou par synthése du second brin via I’ADN
polymérase cellulaire. Cette étape est limitante pour la transduction de la cellule car le
génome AAV sous forme simple brin est rapidement éliminé par la cellule. Ainsi il faut
noter qu’un nouveau type d’AAV dit « self complementary » a été congu afin de faciliter
cette étape. L’AAVsc est composé d’un génome dimérique simple brin, ainsi la formation
de la molécule double brin s’effectue de fagon autonome par simple hybridation
intramoléculaire. Ces vecteurs permettent une expression plus rapide et plus stable du
transgéne (Gao, G. P. et al., 2006) (Kong, F. et al. 2010). La forme molécule linéaire
double brin est ensuite circularisée. Les structures circulaires peuvent s’associer pour
former des dimeres ou des concatémeéres, structures majoritairement sous formes
épisomales. Cependant il est maintenant admis que des phénoménes d’intégration peuvent

avoir lieu dans différents organes, c’est d’ailleurs ce que nous et d’autres équipes avons pu

observer dans le foie (Flageul, M. et al., 2009) (Inagaki, K. et al., 2008).

De nombreuses améliorations sont apportées au vecteur AAV notamment grace a
des stratégies qui permettent de modifier le tropisme initial. Il peut s’agir par exemple de
modifier le tropisme initial d’un sérotype donné en utilisant les protéines de capside d’un

autre sérotype. Il est possible de produire un AAV portant a sa surface des protéines de
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plusieurs sérotypes différents, ou encore d’ajouter des ligands spécifiques sur la capside

afin de cibler plus précisément un type cellulaire.

Les AAV possedent un large tropisme, sont apathogénes pour I’homme et sont donc
des candidats prometteurs pour les traitements de certaines maladies monogéniques.
L’AAV est un vecteur utilisé dans de nombreux essais de traitements de maladies
monogéniques. Par exemple de bons résultats ont été obtenus pour une pathologie
rétinienne, I’amaurose de Leber conduisant & une cécité due a une mutation du gene rpe65.
Le transfert du géne rpe65 chez un patient a permis une nette amélioration de sa vision
(Maguire, A. M. et al., 2008).

Un des avantages de ce vecteur est qu’il est peu immunogéne. Ainsi dans des
organes immunoprivilégiés comme la rétine ou le cerveau, I’expression est stable a long
terme. Dans d’autres organes comme le muscle ou le foie, I’apparition d’une réponse
immunitaire vis-a-vis du produit du transgene varie en fonction du transgene, de la dose de
vecteur injectée, du promoteur utilisé (spécifique ou non), du modéle animal (Martino, A.
T. et al., 2009). Chez I’homme vient s’ajouter le probléme de la réaction immunitaire
contre la capside d’AAV virale puisqu’une partie de la population est séropositive (de

facon variable selon les différents sérotypes).

Pour conclure sur ces généralités, chaque application de transfert de génes comprend un
gene, un vecteur, et une stratégie qui sont trés différentes suivant 1’objectif a atteindre et le

tissu ou la cellule a cibler.
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Travaux présenteés

Le foie est un organe cible pour le transfert de génes. C’est une cible unique
constituée d’un parenchyme homogeéne et de fenestrations facilitant 1’extravasation des
vecteurs recombinants. De plus, le foie est facilement accessible grace a sa vascularisation
permettant aux vecteurs recombinants de I’atteindre préférentiellement aprés une injection
systémique. Les travaux que je vais vous décrire dans les deux parties suivantes concernent

deux applications distinctes de transfert de genes dans le foie.

Partie 1: Transfert de génes dans le foie : un outil pour une étude de lignage cellulaire

dans des modeles de régénération en condition pathologique.

Nous avons utilisé le transfert de genes comme outil permettant I’étude des lignages
cellulaires hépatiques dans des modeles de régenération en condition pathologique. Comme
je I’ai décrit dans 1’introduction, aprés une hépatectomie partielle le foie est capable de
réguler sa taille et sa masse a partir de ses propres hépatocytes différenciés. Cependant chez
le rongeur, l'utilisation de drogues inhibant la prolifération hépatocytaire suivie d’une
stimulation de régénération hépatique a permis de révéler ’existence de nouvelles
populations cellulaires hépatiques. En effet, I’administration du 2-acétylaminofluoréne (2-
AAF) suivie d’une hépatectomie partielle conduit a la prolifération hépatique de cellules
progeénitrices, les cellules ovales, alors qu’un autre type cellulaire les SHPCs (Small
Hepatocyte-Like Progenitor Cells) est observé lors d’un traitement par la rétrorsine.

En réalisant une étude de lignage cellulaire hépatique par marquage génétique au
cours des traitements rétrorsine ou AAF, notre but a été de mieux comprendre 1’origine et/

ou le devenir de ces cellules.
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Partie 2: Transfert de génes dans le foie a visée thérapeutique

Le foie est le siege de nombreuses maladies heréditaires qui sont a priori
susceptibles d'étre traitées par thérapie génique. Au sein de ['unité 948, nous développons
depuis déja plusieurs années différentes stratégies pour le traitement de maladies
métaboliques héréditaires. Des approches expérimentales utilisant différents vecteurs
viraux ont éte testées notamment chez le rat Gunn, modele d’une maladie métabolique

héréditaire, la maladie de Crigler Najjar.

Partie A : Corrélation entre le cycle cellulaire et I’efficacité de la transduction des

hépatocytes par les lentivirus recombinants.

Dans I’optique d’effectuer un essai clinique pour une maladie monogénique
métabolique héréditaire du foie, une des stratégies pourrait étre de faire vehiculer le
transgéne d’intérét par le lentivirus recombinant pseudotypé VSVG puisqu’il intégre son
génome au sein du génome de la cellule hdte permettant ainsi une expression permanente
du produit du transgene. Cependant, ce vecteur pourtant décrit pour transduire de fagon
efficace des cellules quiescentes, transduit tres mal les hépatocytes en phase GO du cycle
cellulaire. Au contraire, les hépatocytes d’un foie en régénération (aprés une hépatectomie,
ou chez des rongeurs jeunes) sont facilement transduits par le lentivirus. Dans cette partie,
je vous décrirai deux études qui nous ont permis de mieux comprendre la corrélation entre

I’efficacité de la transduction lentivirale des hépatocytes et le cycle cellulaire.

Partie B : Régulation ciblée de I'expression de genes par des miRNA

Pour une approche de transfert de génes in vivo, il est préférable d’obtenir une
expression du transgéne forte et limitée aux seules cellules cibles. Dans cette seconde partie
je vous décrirai une construction originale ayant pour but d’obtenir une expression
spécifique d’un produit d’un transgéne au sein des hépatocytes. Cette construction utilise
un systeme de régulation par la tétracycline, lui-méme régulé par un miRNA

specifiqguement exprimé dans les hépatocytes.
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modeles de régénération en condition pathologique.
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Résultats. Partie 1. Lignage cellulaire

Introduction

L’utilisation de drogues inhibant la prolifération hépatocytaire suivie d’une
stimulation de régénération hépatique a permis de révéler I’existence de nouvelles
populations cellulaires hépatiques chez le rongeur. En effet, I’administration du 2-
acetylaminofluorene (2-AAF) suivie d’une hépatectomie particlle conduit a la prolifération
hépatique de cellules progénitrices, les cellules ovales, alors qu’un autre type cellulaire, les
SHPCs (Small Hepatocyte-Like Progenitor Cells), est observé lors d’un traitement par la
rétrorsine. En réalisant une étude de lignage cellulaire hépatique par marquage génétique au
cours des traitements rétrorsine ou AAF, notre but a été de mieux comprendre I’origine et/

ou le devenir de ces cellules.

1 Lignage par marguage génétique

Le lignage par marquage génétique consiste a introduire un géne marqueur au sein
du génome d’une fraction cellulaire d’un organe. Le marqueur que nous avons choisi
d’utiliser dans nos études est le gene nls lacz porteur d’un signal de translocation nucléaire
de la protéine. Ce signal permet a la -galactosidase exogene synthétisée d’étre concentrée
au niveau du compartiment nucléaire et ainsi de la différencier de la B-galactosidase
endogene. L’avantage de la B-galactosidase est qu’elle est facilement détectable par simple
coloration enzymatique ou immunohistochimique, et qu’elle n’est pas toxique pour la
cellule. Pour véhiculer le gene nls lacz nous avons choisi d’utiliser des oncorétrovirus
recombinants leucémiques murins qui se prétent particulierement bien aux études de
lignage puisqu’ils intégrent leur génome au sein du génome de la cellule qu’ils infectent.
Ainsi, chaque cellule marquée est a 1’origine d’un clone cellulaire dont on peut suivre le

devenir au cours du temps et dans 1’espace.
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1.1 Marquage a ’aide des rétrovirus recombinants

1.1.1 Chez les rats adultes

Puisque les rétrovirus recombinants n’infectent que des cellules en division, nous
avons utilisé P’effet mitogéne de la T3 (triodothyronine) et du CPA (acétate de
cyprotérone), pour transduire les hépatocytes. En effet, dans une précédente étude, nous
avions montré 1’effet additif de la T3 et du CPA sur ’activité proliférative des hépatocytes
ainsi que I’existence d’une synergie pour la transduction par les rétrovirus recombinants
(Pichard, V. et al., 2001). Dans cette étude des rats males de souche Wistar ont été injectés
avec des rétrovirus recombinants porteurs du géne de la p-galactosidase (1.10° particules
infectieuses par kg). Tous les animaux ont subi deux injections de virus par voie
périphérique et ont été sacrifiés dix jours apres. Un groupe a recu une injection intra
péritonéale de T3 (4 mg/kg). Un autre groupe a recu du CPA par gavage (200 mg/kg).
Enfin un dernier groupe a été traité avec le CPA et la T3. L'activité mitogéne a été révélée
sur des biopsies hépatiques par évaluation de I'index mitotique ou par marquage de la
protéine Ki67 exprimée au cours du cycle cellulaire. L'expression de la B-galactosidase a

été évaluee par immunohistochimie sur les foies préleves au sacrifice.

Contrile T3 CPA CPA+T3
Index 0,24 0,61 1,03 1,13
mitetigque (%)
MIBS (%) 8.3 22.6 36 56
Béta-galactosidase 0,33 0,97 1,46 532

(%)

Tableau 1. Effet mitogene de la T3 et CPA (Pichard, V. et al., 2001)

Les résultats, réesumés dans le tableau 1 ci-dessus, montrent un effet additif de la T3
et du CPA sur l'activité proliférative du foie. De plus, nous avons confirmé que l'activité
mitogene de ces drogues était permissive pour la transduction des hépatocytes in vivo avec
des rétrovirus recombinants. Enfin, dans le groupe ayant recu la T3+CPA, il semble exister

une synergie pour la transduction oncorétrovirale.
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Résultats. Partie 1. Lignage cellulaire

1.1.2 Chez les rats nouveaux nés

Chez les rats nouveaux nés, 1’utilisation d’agents mitogénes n’est pas nécessaire pour
transduire les cellules hépatocytaires puisque I’organisme est en pleine croissance et qu’un

grand nombre de cellules prolifére.

1.1.3 Chez des rats transgéniques

L’injection de rétrovirus porteurs du géne nls lacZ chez des rongeurs adultes induit
une réponse immunitaire cytotoxique dirigée spécifiquement contre la B-galactosidase qui
aboutit a 1’élimination des cellules transduites (Izembart, A. et al., 1999), (Aubert, D. et al.,
2002). Ainsi, il est possible d’utiliser des rats Sprague Dawley transgéniques porteurs du
géne lacZ, qui n’expriment pas la B-galactosidase a 1’age adulte et qui sont tolérants pour la

B-galactosidase (Menoret, S. et al., 2002).

2. Premiére étude concernant ’origine des SHPCs

En 2004, nous avons mené une étude de lignage par marquage génétique qui avait
pour but de mieux comprendre 1’origine des SHPCs (Awvril, A. et al., 2004).

Dans cette étude les hépatocytes des rats transgéniques adultes ont été tranduits par
des rétrovirus porteurs du géene lacZ, aprés stimulation de la division pat T3 +CPA. Une
semaine apres ils ont été soumis a deux administrations de rétrorsine a 37mg/Kg réalisés a
15 jours d’intervalle. Ce traitement avait pour but de bloquer la division hépatocytaire.
Cing semaines aprés la derniére injection de rétrorsine une hépatectomie partielle a été
réalisée chez les rats. Sur les lobes réséqués, un immunomarquage a révélé 4%
d’hépatocytes exprimant la B-galactosidase. Le devenir de ces hépatocytes marqués a été
suivi de fagon séquentielle sur des coupes de foies biopsiés a 1 mois post hépatectomie,

ainsi qu’au sacrifice, soit deux mois apres I’hépatectomie.
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Apreés I’hépatectomie, nous avons observe la prolifération de SHPCs sous forme de
clones. La proportion globale d’hépatocytes transduits est restée stable au cours de la

régénération (Figure 26).

% b -galactosidase cell
Lad

hepatectomy ' biopsy 1 sacrifice

Figure 26. Proportion de cellules exprimant la B-galactosidase au cours de la régénération
hépatique dans un modele retrorsine (Avril, A. et al., 2004).

De plus, certains clones de SHPCs exprimaient la [-galactosidase. Nous avons
comptabilisé 4.6% de clones positifs 1 mois aprés 1’hépatectomie et 3.8 % 2 mois apres.
Ces clones exprimaient la B-galactosidase dans une proportion similaire au nombre
d’hépatocytes transduits au moment de 1’hépatectomie. Ainsi, ces résultats suggérent
fortement que les SHPCs dérivent des hépatocytes résidents matures (Avril, A. et al.,
2004).

3 But de notre étude

Comme je 1’ai décrit dans I’introduction, I’origine des SHPCs reste controversée.
Certains pensent que les SHPCs dérivent des cellules ovales (Vig, P. et al., 2006). Au
contraire, récemment une équipe a montré que les SHPCs pourraient dériver des Small
Hepatocytes (SH) qui sont de petits hepatocytes matures endogénes ayant une tres forte
capacité proliférative (Tateno, C. et al. 2010). Enfin, certaines équipes continuent a

considérer les SHPCs comme de Véritables cellules progénitrices, et restent sceptiques
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guant a la pertinence de notre modeéle (Best, D. H. & Coleman, W. B., 2007b). Ces auteurs
ont critiqué nos travaux car dans notre modéle nous n’avions pas montré que seuls les
hépatocytes étaient transduits. Ainsi, sans cette vérification, nous ne pouvions pas affirmer
que les SHPCs dérivaient des hépatocytes matures. De plus, nous avons utilisé des rats
Sprague Dawley chez lesquels le repeuplement du foie par les SHPCs aprés traitement a la
rétrorsine est moins efficace que chez le rat Fischer. Nous avons donc décidé de reproduire
I’expérience chez le rat Fischer en vérifiant dans ce modéle que la quasi totalité des cellules

transduites avant traitement étaient bien des hépatocytes.

En utilisant la méme stratégie de marquage, nous avons également élargi cette étude

aux cellules ovales dont I’origine ou le devenir est encore incertain (Figure 27).
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_________________
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Figure 27 Origine et devenir des cellules ovales et des SHPCs.
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Résultats

Nous avons choisi cette fois d’effectuer cette étude de lignage chez des rats males
Fischer (nouveaux nés ou adultes) puisque c’est dans ce mod¢le que la prolifération des
SHPCs est optimale. Chez le rat adulte, afin d’empécher une réponse immunitaire vis-a-vis
de la P-galactosidase, nous avons inject¢ en intramusculaire juste aprés I’injection
rétrovirale un adénovirus porteur du géne de la CTLA4-1G (10" particules infectieuses par
animal). Le CTLA4Ig est une protéine de fusion comprenant la région constante d'une 1gG1
humaine et la partie extracellulaire de la molécule CTLA4. Cette protéine est capable
d’inhiber la réponse immunitaire en bloquant le signal de costimulation CD8/CD28, signal
d'activation lymphocytaire T délivré par contacts membranaires avec la cellule
présentatrice de I'antigene. Il faut noter que chez les rats injectés nouveaux-nés, il n’est pas
nécessaire d’injecter des immunosuppresseurs puisque le systéme immunitaire est encore
immature ce qui permet une expression du produit du transgene a long terme (Bellodi-
Privato, M. et al., 2005).

1 Quelles sont les cellules transduites apres traitement au CPA/T3?

Les rats adultes ont recu 2 injections de 3.10° particules infectieuses par kg par la
veine dorsale pénienne apres traitement par le (CPA) et la triodothyronine (T3). Nous
avons démontré qu’apres traitement au CPA/T3 les rétrovirus recombinants ne transduisent
que les hépatocytes (Pichard, V. & Ferry, N., 2008). En effet chez des rats Fischer traités
avec du CPA et de la T3 puis injectés avec du rétrovirus recombinant porteur du gene lac Z,
nous avons isolé les cellules hépatiques, puis séparé par gradient de percoll les cellules
parenchymateuses des cellules non parenchymateuses (Tateno, C. et al., 2000). Une
coloration enzymatique X-gal et un dosage d’activité de la f-galactosidase ont été réalises
(Tableau 2). Dans la fraction hépatocytaire environ 9% des cellules exprimaient la f-
galactosidase contre 0.25% dans la fraction de cellules non parenchymateuses. Les
quelques cellules B-gal™ présentes dans la fraction non parenchymateuse présentaient toutes

une morphologie d’hépatocyte.
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Rat number [ X-gal (%) [ p-Gal activity (ng/mg prot)

Small hepatocytes

9.9 33.5

48.9

6.9 56.9

94+22 46.4+11.9

Parenchymal hepatocytes

9.3 24.8

515

7.5 38.7

91+15 38.3+13.4

Non parenchymal cells

0.01

0.7

0.04

0.25+0.4

Tableau 2- Assessment of -galactosidase expression in labelled rats (Pichard, V. & Ferry,
N., 2008)

N.B:
Chez le rat nouveau-né, injectés par la veine temporale avec 1.10% particules

infectieuses par rat 1’organisme est en pleine croissance et une multitude de cellules
prolifére. Ainsi, dans ce modeéle, contrairement a ce qui se passe apres traitement au
T3/CPA chez I’adulte, les rétrovirus recombinants ne vont pas transduire exclusivement les

hépatocytes.
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2 Modeles expérimentaux (Figure 28).

Les rats injectés avec les rétrovirus recombinants a 1’age adulte ou nouveau né ont

été mis sous régime AAF ou sous régime rétrorsine.

Régime AAF

Les rats &gés de 7 semaines ont été mis sous régime AAF pour une durée de 15
jours. Sept jours aprés le début du régime, ils ont subi une hépatectomie des 2/3. Sur les
lobes reséqués nous avons pu comptabiliser et caractériser les cellules marquées. Le
devenir des cellules exprimant la B-galactosidase a été suivi de facon séquentielle au cours
de la régénération chez les rats sacrifiés a 9 jours (pic de prolifération de cellules ovales) ou

1 mois apres I’hépatectomie.

Régime Rétrorsine

Les rats agés de 6 semaines %, ont subi deux injections de rétrorsine a 30 mg/kg a
15 jours d’intervalle. Cing semaines aprés la derniére injection, ils ont subi une
hépatectomie des 2/3. Sur les lobes reséqués nous avons pu comptabiliser le pourcentage de
cellules B-gal” et déterminer les types cellulaires marqués. Le devenir des cellules marquées
a été suivi de facon séquentielle au cours de la régénération chez les rats sacrifiés a 15 jours

(pic de prolifération des SHPCs) ou 1 mois apres [’hépatectomie.
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Figure 28. Modeles expérimentaux (Pichard, V. et al., 2009)

Nous avons suivi et comparé le devenir des cellules transduites dans ces différents

modéles, notre but étant de mieux comprendre ’origine et/ ou le devenir des cellules ovales

et des SHPC:s.
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Direct /n Vivo Cell Lineage Analysis in the Retrorsine and
2AAF Models of Liver Injury after Genetic Labeling in

Adult and Newborn Rats
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Abstract

Backgrounds and Aims: When hepatocyte proliferation is impaired, liver regeneration proceeds from the division of non
parenchymal hepatocyte progenitors. Oval cells and Small Hepatocyte-like Progenitor Cells (SHPCs) represent the two most
studied examples of such epithelial cells with putative stem cell capacity. In the present study we wished to compare the
origin of SHPCs proliferating after retrorsine administration to the one of oval cells observed after 2-Acetyl-Amino fluorene
(2-AAF) treatment.

Methodology/Principal Findings: We used retroviral-mediated nlslacZ genetic labeling of dividing cells to study the fate of
cells in the liver. Labeling was performed either in adult rats before treatment or in newborn animals. Labeled cells were
identified and characterised by immunohistochemistry. In adult-labeled animals, labeling was restricted to mature
hepatocytes. Retrorsine treatment did not modify the overall number of labeled cells in the liver whereas after 2-AAF
administration unlabeled oval cells were recorded and the total number of labeled cells decreased significantly. When
labeling was performed in newborn rats, results after retrorsine administration were identical to those obtained in adult-
labeled rats. In contrast, in the 2-AAF regimen numerous labeled oval cells were present and were able to generate new
labeled hepatocytes. Furthermore, we also observed labeled biliary tracts in 2-AAF treated rats.

Conclusions: Our results srongly suggest that SHPCs are derived from hepatocytes and we confirm that SHPCs and oval
cells do not share the same origin. We also show that hepatic progenitors are labeled in newborn rats suggesting future

directions for in vivo lineage studies.
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Introduction

Hepatic regeneration after liver injury is normally accounted
for by division of mature hepatocytes. However, when hepato-
cyte division is impaired, proliferation of non parenchymal cells
occurs to eventually replace the injured parenchyma. A large
variety of animal models have been used to study the origin and
the role of these non-parenchymal liver stem cells and one
constant finding from these studies was the wide heterogeneity of
the stem cell populations involved. Two main categories of
putative hepatic progenitors have been described which differ
morphologically and phenotypically: oval cells (according to the
oval shape of their nucleus) and SHPCs (for Small Hepatocyte-
like Progenitor Cells) [1]. Other populations of putative stem cells
have been described but their actual existence is dubious, mostly
because the search for specific markers of hepatic progenitor cells
has not yet been completely successful. Indeed, most of the
initially described markers of oval cells are actually expressed by
biliary cells, fetal hepatocytes or even SHPCs. More recently-
described markers also pointed out to the mixed epithelial/
mesenchymal phenotype of oval cells [2]. The search for specific

@ PLoS ONE | www.plosone.org

markers is a critical issue since most of the knowledge regarding
the origin and the fate of liver stem cells is based on such
phenotypic characterisation with the assumption that cells
expressing the same markers pattern may have a common
origin. As an example, a number of hematopoietic markers were
described in various models of oval cell proliferation (including
thy-1, CD34, Scal) supporting the hypothesis that oval cells
might derived from bone marrow [3,4]. On the opposite, recent
studies revealed that hematopoietic markers may be not
expressed in the true stem cell fraction of the oval cell population
[5,6] thus indicating that oval cells are not from bone marrow
origin but may originate either from the canal of Hering as
suspected long ago [7,8] or from other hepatic stem cell niches
identified inside the liver [9]. The origin of SHPCs is also
controversial. Many previous lineage studies in the dipin as well
as in the retrorsine model of hepatic injury support the notion
that SHPCs derive from hepatocytes that escape the effect of
toxic compound [10,11,12]. However, it has also been suggested
that SHPCs originate from a new stem cell population or even
from oval cells [13,14]. However the latter hypothesis was refuted
by subsequent studies [15,16].

September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e7267



In the present study, we wished to use in vivo genetic labeling to
trace the fate of specific cell populations in the liver after liver
intoxication with two different compounds: retrorsine which is
known to induce proliferation of SHPCs and 2-Acetyl amino-
fluoren (2-AAF) which results in the proliferation of oval cells. In
adult animals, mature hepatocytes were specifically labeled and
their lineage was analyzed in response to either drugs. We also
labeled cells with lacZ recombinant retroviral vectors injected at 2
days of age in newborn animals that were subsequently treated
with either of the two drugs.

Results

In a first set of experiments we analysed the fate of hepatocyte in
the retrorsine and 2-AAF models of liver injury after genetic
labeling of hepatocytes in adult animals. Hepatocytes were labeled
with recombinant Moloney Murine Leukemia Virus (MoMuLV)
vectors carrying the nls lacZ gene after a short treatment with
cyproterone acetate (CPA) and triiodothyronin (T3) as previously
described [12,17]. This protocol will force hepatocytes in the cell
cycle to render them infectable with MoMULV vectors [18]. To
circumvent any cytotoxic immune response to B-galactosidase and
allow long term transgene expression, animals received a single
dose of a recombinant adenoviral vector carrying a modified
CTLA4Ig as previously described. This treatment is known to
suppress immune response against B—galactosidase for at least 18
weeks in most of the animals with no alteration of liver physiology
(19].

After labeling, animals were divided in two cohorts and received
retrorsine (n=10) or 2-AAF (n=9) according to the schedule

Lineage Analysis in Rat Liver

depicted in Figure 1. Liver specimens were harvested at the time of
hepatectomy as well as at sacrifice in all animals.

In the retrorsine group, the liver lobes removed at partial
hepatectomy revealed a mean proportion of 6.3%£3% of f-
galactosidase positive hepatocytes (Table 1). This value is in the
same range than in animals that did not receive retrorsine [11,12].
We also observed, that cells other than hepatocytes were not
labeled (<0.01%) as previously described [12]. The labeled cells
were randomly distributed in the liver lobule, indicating
indiscriminate infection of hepatocytes with the retroviral vector
[11,20,21]. In two animals (R4 and R6 in Table 1), no B-
galactosidase positive hepatocytes were found. However, anti -
galactosidase antibodies were found in the serum indicating that
some animals may escape Immune suppression induced by
CTLA4Ig. Four animals were sacrificed at day 15 after
hepatectomy. In these animals the mean proportion of -
galactosidase positive hepatocytes was 4.7£1.5% (Figure 2).
Moreover, we observed the presence of clusters of small-size
hepatocytes (less than 20 cells in size) which corresponded to Small
Hepatic Progenitor cells (SHPCs) as previously described [10].
These clusters were highly labeled with anti Ki67 antibody
indicating a high proliferation index. As shown in Figure 3A some
clusters also expressed B-galactosidase and the proportion of
clusters expressing B-galactosidase was similar to the proportion of
hepatocytes that were initially labeled (Table 1). Four animals
were sacrificed at 4 weeks after hepatectomy. In these animals, we
found larger clusters of small hepatocytes, resulting from the
division of SHPCs as expected in the retrorsine model at this time
point [10,11]. Moreover, at that time the Ki67 labeling was much
lower, indicating a drop in cell proliferation in the clusters. We

Adult labeling
labeling Analysis of retrorsine effect
I I I ‘I’ | | | I I I‘f | | | | | |
cj:Tfims Retrorsine PH D15 D30
cPA  administration Post PH Post PH
+T3
labeling Analysis of AAF effect
I | I | l} | I I I I | | | | |
| | | | PH I ? ?
CPA |virus D9 D30
CPA AAF  post PH Post PH
+T3  administration
N SN A N NN N (NN (NN AN NN NN (N N U S N S S E—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Time scale (weeks)

Newborn labeling

labeling Analysis of retrorsine effect
L+ ¢+ ¢ 1 1| l ? L1 1 1 1 | |
virus Retrorsine PH D15 D30
administration Post PH Post PH
labeling Analysis of AAF effect
L1 1 1 1 1 1 | 1} . 1+ + +r 1 & |1 1 1 1 /|
7 e JT 1
virus D9 D30
AAF  post PH Post PH
administration
Figure 1. Schematic diagrams of retrorsine and 2-AAF treatments.
doi:10.1371/journal.pone.0007267.g001
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Table 1. Quantification of B-galactosidase positive
hepatocytes and clones in the liver of adult-labeled rats
treated with retrorsine.
%pgal %pgal %pgal % pgal
hepatocytes hepatocytes hepatocytes clones
rat number hepatectomy day 15 day 30 day 15
R1 1 7 10.1
R2 10.1 43 3.2
R3 7.2 4 5.7
R4 0
R5 4.3 3.6 4.6
R6 0
R7 6 4
R8 4.5 5.6
R9 4.4 4.6
R10 2.6 4.1
mean 6.3+3 4.7*1.5 4.6+0.7 5.9+2.9
doi:10.1371/journal.pone.0007267.t001

also observed that some clusters expressed [-galactosidase
(Figure 3B). Because these large clusters frequently merged,
precise quantification of the proportion of B-glactosidse positive
clusters was not possible. However, the mean overall proportion of
B—gal positive hepatocytes was 4.6+0.7%. We never detected
clear oval cell proliferation in any section at sacrifice although
transient ductular reaction was sometimes seen. Cytokeratin

10 +
94 retrorsine treatment
8 -
7 -

;] | .
34

2
1

% B-gal hepatocytes

Hepatectomy Sacrifice D15 Sacrifice D30

-~

o o
———1
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(=]
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l—I—|
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I—I—|
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o

Hepatectomy

Figure 2. Quantification of the number of p-galactosidase
positive hepatocytes in the liver of rat labeled at adulthood
and treated with Retrorsine (upper panel) or 2-AAF (lower
panel).

doi:10.1371/journal.pone.0007267.9002
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staining was limited to biliary epithelial cells. These data
recapitulated our previous results and showed that the mean
proportion of P-galactosidase positive hepatocytes was not
statistically different in livers harvested at hepatectomy or at the
two times of sacrifice (p=0.4 using ANOVA). Moreover, the
proportion of B-galactosidase clusters at day 15 was identical to the
proportion of labeled hepatocytes, strongly suggesting that the
clusters originated from the labeled hepatocytes that were present
in the liver before retrorsine administration. To confirm that the
presence of merging clusters of various sizes did not impact the
counting of hepatocytes, we verified that B-galactosidase enzy-
matic activity was identical in liver homogenates from rats
sacrificed at day 15 or day 30 (17.9%6.1 ng PBgal/mg protein at
day 15 vs 18.5£5.6 at day 30; p=0.9 using Student’s ¢ test).

In the 2-AAF cohort n=9), the mean proportion of f-
galactosidase positive cells at the time of hepatectomy was
4.5*1.36% (Figure 2) similar to the one observed in the retrorsine
group at hepatectomy (p = 0.23 using Student’s ¢ test). One animal
died immediately after hepatectomy from unknown cause. In the
liver of rats sacrificed at day 9 post hepatectomy (n=4)
immunohistochemistry revealed 0.9%£0.25% of B-galactosidase
positive hepatocytes. Oval cells were detected in large amounts
and were positive for Gamma Glutamyl Transpeptide (GGT) and
B-catenin. They were also labeled with a panel of anti cytokeratins
antibodies which do not label hepatocytes but are known to detect
oval cells with a sensitivity and specificity greater that 99%
(Figure 3C-E) [22]. We never detected the presence of oval cells
that were positive for B-galactosidase. Four animals were sacrificed
one month after partial hepatectomy. In these animals the overall
proportion of B-galactosidase hepatocytes was 1+0.23%. Oval
cells were still present at that time, although in lower amounts, but
they were consistently negative for B-galactosidase expression. It is
noteworthy that in this cohort, we observed a significant decrease
in the number of B-galactosidase positive hepatocytes between
hepatectomy and sacrifice (p=0.01 using ANOVA). Lower
enzyme activity was also recorded at sacrifice (6.9+2.6 ng B-
galactosidase/mg prot at day 9 vs 7.45%=1.9 at day 30) (p=0.7
using Student’s t test). We also observed in the liver of animals at
sacrifice the presence of rare clusters of mature hepatocytes (from
2 to 10 clones/cm?. These clusters were always larger than 20
cells (17% from 20 to 50 cells; 59% from 50 to 100 cells and 24%
more than 100 cells) (Figure 3F). We already observed such B-
galactosidase positive clusters after 2-AAF treatment and we
hypothesized that they originated from the division of hepatocytes
resistant to the toxic effect of 2-AAF [23]. We cannot completely
exclude that some of them arise from labeling of rare progenitor
cells because the proportion of these clusters was very low (less
than 1 for 2000 cells).

Overall, our data clearly established that after retrorsine
treatment the proportion of labeled hepatocytes was stable with
the presence of numerous small clones of labeled hepatocytes. In
contrast, following 2-AAF treatment the proportion of labeled cells
dropped and only rare large clusters of labeled hepatocytes were
detected. This indicated that liver regeneration proceeds from
different populations in retrorsin treated and 2-AAF treated adult
animals. After AAF intoxication, regeneration is known to proceed
from the division of oval cells that proliferate and gradually
differentiate into hepatocytes [1,24,25]. Thus in our model,
genetically-labeled hepatocytes were diluted by the proliferation of
non-labeled oval cells that proliferated and differentiated in non-
labeled hepatocytes.

In a second set of experiments we genetically labeled liver cells
by administration of recombinant nls LacZ MoMuLV vectors to
newborn rats. The proportion of labeled cells was highly variable
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Figure 3. Histological analysis of retrorsin and 2-AAF treated rat liver after genetic labeling of mature hepatocytes in adult animals.
Retrorsin model. (A) B-galactosidase positive cells gathered in clusters of small hepatocyte day 15. (B) same clusters at day 30 post hepatectomy. 2-
AAF model. Immunohistochemical detection of CKs (C), GGT (D), and B-catenin (E) expressed by oval cells. (F) Clusters of B-galactosidase positive
hepatocyte observed in the 2-AAF model. All sections are hematoxylin counterstained. All magnifications: x400 except x200 B and F.

doi:10.1371/journal.pone.0007267.g003

between animals ranging from 0.2% to 8% when assessed at
different time points.In these animals, we observed the presence of
a small proportion of non-hepatocyte cells that were labeled.
These cells were mainly in the portal tract represented 0.60% of all
labeled cells at day 15, 1.98% at 4 weeks and 1.3% at 7 weeks.
After labeling, animals were divided in two groups and received
either retrorsine or 2-AAF at six weeks of age (Figure 1).

In the retrorsine group (n = 7) the proportion of p-galactosidase
positive hepatocytes was evaluated in the liver lobes removed at
partial hepatectomy. The mean proportion of B-galactosidase
hepatocytes was 1.57%1% (Table 2). In the labeled cells
population, 1.83% of the cells were neither hepatocytes nor oval
cellsThe presence of B-galactosidase positive cells and the enzyme
activity were analysed at sacrifice in the same animals. We
observed a robust so-called “SHPC response” with the presence of
numerous clusters of proliferating hepatocytes, either isolated or
merging in large patches, some of which were also positive for B-
galactosidase (Figure 4A-B). As shown in Table 2 there were
slightly more P-galactosidase positive hepatocytes at sacrifice
(2.07+1.4%) than at the time of hepatectomy. However this
difference was not statistically significant (p =0.79 by Student’s ¢
test) At the time of sacrifice it was not possible to quantify the
proportion of non-hepatocyte labeled cells. It is noteworthy that
we never detected oval cells in any section either by morphological
examination or by immunohistological staining (Figure 4C). This
confirm that SHPCs do not arise from oval cells. Although we
never detected a clear proliferation of other non parenchymal
cells, we cannot exclude in this setting that some labeled
hepatocytes derived from labeled progenitors.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

In the 2-AAF cohort (n=4), the proportion of B-galactosidase
positive hepatocytes was also highly variable at hepatectomy.
However, in sharp contrast to the 2-AAF treated adult cohort,
there was no decrease in the proportion of [-galactosidase
hepatocytes between hepatectomy and sacrifice (p=0.63 using

Table 2. % B-galactosidase positive hepatocytes in the liver
of rats labeled at birth.

treatment hepatectomy sacrifice ratio sacr/hep
retrorsine 0.5 1 2

retrorsine 0.5 0.7 14

retrorsine 14 22 1.57

retrorsine 1.7 14 0.82

retrorsine 34 44 1.29

retrorsine 22 3.6 1.63

retrorsine 13 1.2 0.92

mean 1.57*1 2.07:1.4 1.36+0.41
2-AAF 52 8.6 1.65

2-AAF 0.4 0.6 15

2-AAF 4 4.9 1.23

2-AAF 0.2 0.5 25

mean 2.47+2.5 3.65+4.64 1.72+0.54
doi:10.1371/journal.pone.0007267.t002
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Figure 4. Histological analysis of the retrorsin model after genetic labeling of liver cells in newborn rats. Retrorsin model. (A) Cluster of SHPCs
positive for B-galactosidase. (B) Hematoxylin and eosin staining showing large number of merging clusters 30 days post hepatectomy. (C)
Immunohistochemical detection of CKs day 30 post hepatectomy. Oval cells are not detected. Hematoxylin counterstain. Magnification: x200 A-B: x400 C.

doi:10.1371/journal.pone.0007267.9g004

the Student’s ¢ test) (Table 2). We observed a high proportion of B-
galactosidase positive oval cells. (Figure 5A). B-galactosidase
expression in oval cells was confirmed by P-galactosidase and
CKs immuno colocalization coupled with confocal microscopy
(Fig. 5 B1-B2). The B-galactosidase positive oval cells were mainly
located around the portal tract, in the vicinity of the Hering canal,
suggesting that they may arise from transitional cells. The absence
of decrease in the number of B-galactosidase hepatocytes in these

C \;’ . DS Giba
4 v 4
"\\A '_l. . ']

AN B:

animals in which a proliferation of labeled oval cells occurred,
strongly suggested a lineage relationship between the two
populations with labeled oval cells giving rise to labeled
hepatocytes. Along the same line, B-galactosidase positive
hepatocytes were frequently adjacent to oval cells even at day 9
after hepatectomy (Figure 5A) suggesting that oval cell differen-
tiation in hepatocytes is a rapid process. Another salient
observation was the presence of B-galactosidase positive cells in

Figure 5. Histological analysis of 2-AAF model after genetic labeling of liver cells in newborn rats. (A) Detection of B-galactosidase
positives oval cells. (B1) Immunofluorescent staining of CK in oval cells appearing in red (B2) colocalisation of CK with B-galactosidase appearing in
green. (C) Detection of -galactosidase positive cells in the biliary cell population (arrows). (D) Detection of a positive cells (arrow) near the Hering
canal. Hematoxylin counterstain for A, C, D, Magnification: x400 except for B: x1000.

doi:10.1371/journal.pone.0007267.g005
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the biliary cell population (Figure 5C). These positive biliary ducts
were not frequent and present in 2% of the portal space analysed.

The presence of B-galactosidase positive oval cells and biliary
cells prompted us to analyse liver sections in a cohort of newborn
injected animals (n = 5) sacrificed at 4 weeks of age (i.e. before any
treatment) to look for the presence of putative oval cell precursors.
In each animal, 37 to 75 portal spaces were carefully examined.
The mean proportion of portal space in which a single positive cell
was observed was 12£6.5%. In these portal spaces, the positive
cells were most often in zone 1 and 3 of the portal space according
to the classification of Petersen and Shupe (Figure 5D) [26]. Only
two cells in zone 2 were observed indicating that biliary cells were
almost never observed.

Discussion

Genetic labeling with integrative gene transfer vectors is a
powerful approach to study cell lineage in various organs. In the
liver, the opportunity to label cells in vivo makes lineage study
feasible in the absence of any ex vivo manipulation of the cells that
will be studied. In the present study, we wished to use genetic
labeling with the nlsLacZ gene to compare the fate of mature
hepatocytes in two models of liver injury in which replication of
hepatocytes is impaired.

First we present evidence for the different cellular origin of
SHPCs and oval cells. SHPCs share antigenic characteristics with
hepatocytes and fetal hepatoblasts [14] but their origin has long
been debated. They may arise from a distinct population of stem
cells present in the liver [14,27]. Alternatively, it has been
suggested that SHPCs are derived from oval cells [13]. However
these results were not confirmed [15,16]. We previously presented
evidence that SHPCs are derived from mature hepatocytes
[11,12]. This hypothesis was also previously proposed in dipin-
induced toxic injury in mice and hepatocytes resistant to dipin
were shown to contribute to the regeneration process [10]. Our
present results show that when only hepatocytes are labeled in the
adult animals, the number of SHPC clusters expressing the label is
identical to the number of labeled hepatocytes before treatement.
Moreover, there is no variation in the overall proportion of -
galactosidase hepatocytes after retrorsine administration. These
findings strengthen the hypothesis that “SHPCs” are the progeny
of hepatocytes as we previouslly suggested [11]. In contrast, after
2-AAF administration in adult labeled animals the number of
labeled cells drops significantly. This confirms that oval cells do
not arise from hepatocytes and do not share a common origin with
SHPCs. Although we cannot formally exclude the possibility that
putative stem cells are labeled and give rise to SHPCs, this seems
unlikely when labeling is performed in adult rats because: 1) when
labeling is performed in the adult rat, hepatocytes account for
more than 99.9% of labeled cells using our protocol, ii) if non
hepatocytes progenitors would be activated after administration of
retrorsine, they should not be labeled by MoMULV vectors
injected long before retrorsine administration.

Second, we observed a clear difference between animals labeled
at adulthood or after birth. In newborn-labeled animals a
significant proportion of non parenchymal cells was labeled. This
precluded to draw any conclusion regarding the origin of mature
hepatocytes in the retrorsine modelAfter 2-AAF injury many oval
cells were labeled. In these animals the proportion of f-
galactosidase positive hepatocytes was stable in contrast to the
results obtained in adult-labeled animals indicating that oval cells
were able to generate hepatocytesin this setting. T'o our knowledge
this represents the first report of in vivo genetic labeling of oval
cells. Numerous studies have already demonstrated that oval cells
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1solated from a donor liver and enriched with various systems can
give rise to hepatocytes after transplantation. Direct in vivo studies
of the fate of oval cells have been previously carried out using *H-
thymidine as a marker more that 20 years ago. Tatematsu et al.
failed to get evidence for the conversion of oval cells to hepatocytes
after “H-thymidine labeling of oval cells [28]. In contrast, Evarts et
al. observed transfer of radio-labeled thymidine from oval cells to
hepatocytes and suggested a precursor-product relationship
between oval cells and hepatocytes [25,29]. It is worth noting
that in this study differentiation of oval cells was rapid and 91% of
basophilic hepatocytes contained the label 9 days after partial
hepatectomy. Very low labeling was observed in acidophilic
hepatocytes that are hepatocytes not originating from oval cells. In
the present study we observed numerous labeled hepatocytes in
the vicinity of areas of B-galactosidase positive oval cells as early as
9 days after partial hepatectomy. B-galactosidase positive hepato-
cytes were intermingled with clusters of B-galactosidase positive
oval cells a situation compatible with a lineage relationship.

Because labeling occurred six weeks before 2-AAF administra-
tion, oval cells were not directly infected with MoMULYV vectors.
Therefore it is likely that in the newborn, viral vectors were able to
infect hepatocytes as well as other precursor cells that were still
dividing at the time of infection. These labeled precursors were
thereafter detected in the portal spaces of the animals and may
include Hering cells. When 2-AAF was given to these animals, the
labeled precursors may have been activated to proliferate and give
rise to labeled oval cells. We cannot exclude that some other
precursor cells different from oval cells can be activated after
retrorsine administration and contribute to the regeneration in this
setting.. Similarly, the labeled precursors are a likely source of
labeled biliary cells that we observed after 2-AAF treatment.
However, another possibility is that labeled oval cells may also
differentiate in vivo into biliary epithelial cells. This would explain
why no labeled biliary cells were detected in the retrorsine model.
The bipotential capacity of oval cells has been already suggested
[1]. Oval cells are supposed to proliferate and form ductular
structures that communicate with the biliray system [30]. To our
knowledge, no direct in vivo lineage analysis has yet reported the
generation of biliary cells from oval cells in the liver and our data
are the first indication that such lineage analysis is feasible.

In conclusion our results demonstrate the validity of genetic
labeling to study cell fate in pathological conditions and support
the use of this strategy in future studies of hepatic regeneration.

Materials and Methods

Animals

Male Fischer 344 rats were used in this study. They were housed
at the Nantes School of Medicine animal facility. All surgical
procedures were conducted according to the guidelines of the
French Ministére de 1'Agriculture. Rats were anesthetized by
isofluorane inhalation (3% v/v).

Two-thirds hepatectomy was performed according to [31].

Cyproterone acetate (CPA) was administered by force feeding
two consecutive days at a daily dose of 200 mg/kg. Triiodothy-
ronine (1'3) was administered intra-peritoneally the second day
(day 2) at a dose of 4 mg/kg. Two injections of retrovirus (i.e
3x10? infectious units/kg) were performed in the dorsal penile
vein [17]. In newborn animals, viral vectors were injected via the
temporal vein as described previously (1 x10® infectious units/rats)
[32].

Retrorsine was added to distilled water at 10 mg/ml and
titrated to pH 2.5 with IN HCL to achieve dissolution.
Subsequently, the solution was neutralized using 1 N NaOH,
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and Nacl was added to a final concentration of 6 mg/ml retrorsine
and 0.15 mol/L NaCL (pH 7). Retrorsine was adminstered by
intra peritoneal injection. 2-AAF was incorporated at 0.02% in the
pellet chow.

Viral vector

We used amphotropic MoMULV  recombinant retroviral
vectors containing the E.coli nlsLcZ gene encoding B-galactosidase
gene coupled to the nuclear localization signal from the SV40
large T antigene. The viral supernatant was prepared as previously
described [20] and the titer was routinely 10? infectious units/ml.

CTLA4-Ig recombinant adenoviral vectors were prepared by
the Vector Core of Nantes Hospital as previously described [19].
They harbor the sequence encoding the extracellular portion of
the murine CTLA4 fused to human IgGl Fc fragment, placed
under the transcriptional control of the CMV promoter.
Recombinant CTLA4lg adenoviral vectors were injected in the
tibialis anterior at a dose of 10' infectious particles/animal
immediately after injection of retroviral vectors.

Histology

The following antibodies were used on formalin-fixed/paraffin-
embedded sections (5 um): Cytokeratines (rabbit anti-cow cyto-
keratine polyclonal ref 7062201 Dako, France 1:750), PB-
galactosidase (1:1000), gamma glutamyl transpeptidase (GG, gift
from Pr Laperche 1:150), B-catenin, (1/50), Mib5 antibody (anti
Ki67 antibody, 1:50). Citrate buffer antigen retrieval was used for
cytokeratines Mib5 and f-catenin. Primary antibodies were
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incubated overnight at 4°C revealed with biotinylated goat anti-
mouse immunoglobulin and streptavidin-peroxidase using DAB as
a chromogenic substrate. Positive cells were counted on at least 10
fields at 40 x magnification, corresponding approximately to 3000
hepatocytes. For colocalization of cytokeratin and B-galactosidase,
anti CKs antibodies were incubated overnight at 4°C. After
washing, sections were incubated with Cy3-conjugated anti-rabbit
Ig (1/500) for 30 minutes. Anti B-galactosidase antibodies were
then applied for 2 hours and revealed with FITC-conjugated anti-
rabbit Ig for 30 minutes. Slides were visualized using Leica SP1
and image processing used Metamorph and Image] software.

B-galactosidase Assay

Beta-galactosidase activity was detected by fluorescence assy
using methyllumbelliferyl-B-D-galactoside as previously described
[12]. Fluorescence was measured on a fluorometer, with excitation
and emission wavelengths of 365 nm and 460 nm respectively.
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Résultats. Partie 1. Lignage cellulaire

Discussion

Les SHPCs

Cette ¢tude de lignage génétique démontre I’origine parenchymateuse des SHPCs et
permet d’écarter I’hypothése que ces cellules dérivent des cellules ovales.

Les SHPCs comme leur nom I’indique sont considérés par certains auteurs comme
un nouveau type de progéniteur. Aucun argument ne permet d’assimiler ces cellules a des
cellules souches adultes hépatiques. En effet tout comme les hépatocytes elles sont
unipotentes et capables de générer des hépatocytes. Ces cellules présentent des marqueurs
d’hépatocytes matures cependant il est vrai qu’elles expriment faiblement I’AFP. Or I’AFP
est un marqueur d’hépatocytes feetaux mais qui est aussi exprimée par des hépatocytes en
prolifération (Tuczek, H. V. et al., 1981). Les SHPCs n’ont été observées qu’apres
traitement a la rétrorsine et plus particulierement chez les rats Fischer males. Il est donc fort
probable que les SHPCs soient des hépatocytes déficients en certaines enzymes du
cytochrome P450, leur conférant ainsi une résistance a la rétrorsine.

Récemment une équipe a suggéré que les SHPCs pourraient dériver d’hépatocytes
nommeés SH (Small Hepatocyte). Cette population hépatocytaire de petite taille, résidente
dans le foie quiescent, est décrite comme ayant une capacité proliférative plus importante
que la majorité des hépatocytes (Tateno, C. et al. 2010). Dans cette étude, Tateno et al. ont
greffé des SHs chez des rats hépatectomisés et traités avec de la rétrorsine puis ont comparé
le phénotype, 1’expression génique, la capacité de prolifération des SH et des SHPCs. Dans
cette étude Tateno et al. soulignent les nombreuses caractéristiques des SH et SHPCs avec
les hépatocytes matures, notamment I’expression des marqueurs HI, pan-cadherin,
desmoplakine I, et leucine-aminopeptidase. De plus, il montre que les phénotypes des
SHPcs et des SH sont identiques. Les SH se distinguent seulement des SHPCs par quelques
différences dans I’expression génique. L’expression du récepteur de la transferrine est plus
importante chez les SHPCs. De plus, contrairement au SHPCs, les SH expriment
faiblement CYP2E1. L’équipe de Tateno propose alors que les SHPCs représentent une

sous population de SH.
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Le foie bien que paraissant un tissu homogene est treés hétérogéne d’un point de vue
morphologique et immunohistochimique (Jungermann, K. & Kietzmann, T., 1996). Il
existe une zonation métabolique glucidique, lipidique, xénobiotique de 1’expression des
genes, en fonction notamment de la localisation des hépatocytes dans le lobule hépatique.
Les hépatocytes sont donc spécialisés selon leur localisation le long de 1’axe porto-central
de la travée hépatocytaire. Ainsi les hépatocytes ne représentent pas une population
homogene et il ne me semble pas étonnant que certains hépatocytes aient des capacités
régénératives plus importantes que d’autres comme les SH, ou que d’autres soient résistants

a certains xénobiotiques comme les SHPCs.

Les cellules ovales

Contrairement aux SHPCs, les cellules ovales sont véritablement considérées
comme des progéniteurs hépatiques. Il est admis qu’elles peuvent se différencier en
hépatocytes et nous montrons dans notre étude qu’elles ont la capacité de se différencier en
cellules des canaux biliaires. En effet, chez les rats injectés nouveaux nés et traités a I’AAF,
des cellules ovales marquées proliférent et nous observons des cellules des canaux biliaires
qui expriment la B-galactosidase. On pourrrait penser que les canaux biliaires proviennent
d’autres types cellulaires marqués. Or ce n’est pas le cas puisque chez les rats injectés
nouveaux nés et traités a la rétrorsine nous n’avons jamais observé de cellules biliaires
exprimant la B-galactosidase.

Dans notre étude, nous avons marqué chez les nouveaux nés des cellules souches ou
cellules intermédiaires capables de se différencier en cellules ovales. Puisque nous les
avons transduites avec des oncorétrovirus recombinants cela signifie aussi que ces cellules
étaient en division au moment de I’infection. Ceci n’est pas surprenant, puisque dans un
organisme en pleine croissance les cellules souches s’autorenouvellent (division
symetrique) et se différencient (division asymétrique) afin de générer les tissus. Notre étude
ne nous a pas permis de déterminer 1’origine intra ou extrahépatique des cellules ovales.

Les cellules ovales, retrouvées chez 1’homme sont de véritables cellules souches
capables de se differencier en hépatocytes cependant leur éventuelle utilisation pour des

thérapies cellulaires est limitée car cette population hétérogene reste encore mal
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caractérisée, et son role potentiel dans la carcinogénése hépatique reste a déterminer.

Cellules souches et thérapie cellulaire

Démontrer qu’il est possible d’identifier, d’isoler et de cultiver des cellules capables
de se différencier en hépatocytes font 1’objet de nombreuses études. En effet ces recherches
ouvrent de nombreuses perspectives thérapeutiques. Par exemple, maintenir in vitro des
cellules souches hépatiques afin de pouvoir obtenir rapidement de grandes quantités
d’hépatocytes pourrait étre trés utile pour la transplantation de patients atteints
d’insuffisance hépatique aigué. De plus, des cellules souches de malades atteints de
maladies hépatiques héréditaires pourraient étre isolées puis modifiées génétiquement ex
vivo par transfert du gene et enfin reimplantées chez les patients afin que ces cellules

corrigées recolonisent le parenchyme hépatique.

Actuellement une des pistes les plus prometteuses concerne les études sur les cellules
souches humaines pluripotentes induites puisque ces cellules sont capables de proliférer
indéfiniment in vitro et de se différencier en hépatocytes. Cependant le potentiel de ces
cellules n’a pas encore été tres bien démontré in vivo. Il faut rester prudent, bien souvent
les cellules se prétent in vitro a des transformations qui n’ont pas d’équivalent in vivo. De
plus, des informations importantes concernant par exemple I’immunogénicité¢ de ces

cellules, ou le risque de formation maligne reste a déterminer.

Le repeuplement du foie par des greffes de cellules souches ou hépatocytes
allogéniques a été réalisé avec succes dans des modeéles dans lesquels un avantage sélectif
est donné aux cellules (traitement avec la monocrotaline ou rétrorsine suivi d’une
hépatectomie par exemple). Cependant ces modeéles ne sont pas transposables a I’homme, et
I’une des difficultés majeures de la thérapie cellulaire hépatique est I’implantation d’une
proportion suffisante de cellules dans le foie du receveur en I’absence d’avantage selectif

donné aux cellules greffées.

Ainsi la thérapie génique in vivo reste une stratégie de choix pour le traitement des

maladies hépatiques héréditaires.
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Partie 2: Transfert de genes dans le foie a visée
thérapeutique
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de la transduction des hépatocytes par les lentivirus
recombinants
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Résultats. Partie 2 A. Corrélation entre cycle cellulaire et efficacité de la transduction lentivirale

Introduction

Au sein de I’'unité 948, nous développons depuis déja plusieurs années différentes
stratégies pour le traitement de maladies métaboliques heréditaires. Des approches
expérimentales utilisant différents vecteurs viraux ont été testées notamment chez le rat
Gunn, modéle de la maladie de Crigler Najjar. Cette maladie génétique rare (1 cas sur 1
million de naissance), est autosomale et récessive. Elle est due a un déficit en bilirubine
UDP-Glucuronosyl transférase (UGT1-Al). Cette enzyme catalyse le métabolisme de la
bilirubine. La bilirubine dérive essentiellement de 1’hémoglobine, est hydrophobe et
transportée par I’albumine dans le plasma. Elle doit étre rendue hydrosoluble pour étre
excrétée dans la bile. Ainsi dans le foie, elle est conjuguée avec un groupe polaire
hydrophile, I’acide D-glucuronique. Cette réaction de glucuro conjugaison est catalysée par
I’UGT1AL. Les patients atteints de la maladie de Crigler Najjar, présentent un déficit en
UGT1-ALl et par conséquence un defaut de conjugaison qui entraine une accumulation de
bilirubine dans 1’organisme. Les liaisons avec 1’albumine sont alors saturées et la bilirubine
non conjuguée en excés libre dans le plasma peut diffuser & travers les membranes
cellulaires pouvant provoquer des troubles graves comme 1’ictere nucléaire.

Cette maladie peut étre classée en type 1 ou en type 2 selon la réponse au traitement
inducteur par le phénobarbital. Les patients atteints de la maladie de Crigler Najjar de type
2 ont une activité UGT1 augmentée en présence de barbiturique. Le type 1 ne répond pas
au traitement et le déficit en UGT1 est total, il n’y a aucune activité de I’enzyme (Brierley,
C. H. & Burchell, B., 1993). Le Crigler Najjar de type 1 est non inductible et le seul
traitement est la photothérapie. Des séances d’environ 10 heures par jour permettent la
formation de photoisomeres de la bilirubine plus hydrosoluble et donc plus facilement
excrétee. La transplantation hépatique reste le seul traitement curatif radical de la maladie.
La thérapie génique peut étre une alternative a la transplantation hépatique, puisque c’est
une maladie monogénique, que le foie est histologiquement sain et enfin que la restauration
de 5% a 10% d’activité enzymatique suffirait pour que les malades retrouvent une vie

normale.
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Il existe un modele animal naturel pour la maladie « le rat Gunn » qui lui aussi
présente un déficit complet de conjugaison de la bilirubine (Sato, H. et al., 1990). Ceci en
fait un bon mod¢le d’autant plus que I’enzyme UGT1 du rat est trés semblable a I’'UGT1
humaine. De nombreuses études menées chez le rat Gunn, ont montré la faisabilité d’une
approche de thérapie génique dans cette affection que ce soit a I’aide de vecteurs viraux ou
non viraux , par des approches in vivo ou ex vivo (Toietta, G. et al., 2005) , (Seppen, J. et
al., 2003), (Aubert, D. et al., 2002), (Nguyen, T. H. et al., 2005a),(Fox, I. J. et al., 1995;
Tada, K. et al., 1998).

Au laboratoire nous avons testé la possibilité de réaliser le transfert de génes dans le
foie a l’aide de rétrovirus recombinants. Nous avons travaillé tout d’abord avec
I’oncorétrovirus recombinant qui infecte exclusivement des hépatocytes en phase mitotique
puis dans un second temps nous avons testé le lentivirus capable lui d’infecter des cellules

quiescentes.

1. Les oncorétrovirus recombinants: efficacité dans un foie en
régénération

1.1 Oncorétrovirus dans un foie en régénération

Les oncorétrovirus recombinants infectent tres bien les cellules qui se divisent, et
integrent le génome au sein de la cellule héte permettant ainsi une expression permanente
du produit du transgéne. Plusieurs études ont montré que le transfert de genes via les
rétrovirus recombinants chez les nouveaux nés (petit ou grand modéle animal) permettait
une expression a long terme de protéines thérapeutiques, du fait de I’intégration du
transgéne, mais aussi grace a I’induction d’une tolérance vis-a-vis du produit du transgéne
en raison de I’immaturité du systéme immunitaire du nouveau-né (VandenDriessche, T. et
al., 1999) (Ponder, K. P. et al., 2002). Ainsi, concernant la maladie de Crigler Najjar, nous
avons montré que 1’injection d’oncorétrovirus porteurs du CDNA de I’'UGT1 humaine chez
des rats Gunn agés de deux jours, entrainait une correction complete et permanente de
I’hyperbilirubinémie (Bellodi-Privato, 2005).
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1.2 Oncorétrovirus dans un foie guiescent

Le MLV n’infecte que des cellules en division ainsi pour transduire les hépatocytes
d’un foie adulte il faut induire leur prolifération. En injectant des rétrovirus aprés une
hépatectomie partielle autour du pic de mitose, il est possible d’obtenir un fort taux de
transduction. En effet chez le rat, 24 heures aprés une hépatectomie, I’injection de 1.10°
particules infectieuses par kg permet d’obtenir jusqu’a 60% d’hépatocytes transduits
(Kitten, O. et al., 1997). L’utilisation d’agents mitogénes comme les facteurs de croissance
(PHGF par exemple) (Bosch, A. et al., 1998), permettent aussi de transduire les
hépatocytes (Forbes, S. J. et al., 1998). De méme, nous avons montré 1’effet additif de la T3
et du CPA sur l'activité proliférative du foie et confirmé que l'activité mitogéne de ces
drogues permettait la transduction oncorétrovirale des hépatocytes (Pichard, V. et al.,
2001).

L’utilisation d’oncorétrovirus recombinants chez des rongeurs adultes permet de
transduire une fraction significative d’hépatocytes et permet la correction de certaines
maladies hépatiques héréditaires comme la tyrosinémie héréditaire de type 1 ou la maladie
de Crigler Najjar (Overturf, K. et al., 1996) (Aubert, D. et al., 2002). Nous avions montré
en effet que chez le rat Gunn adulte I’injection de 10° particules infectieuses
d’oncorétrovirus vehiculant ’ADNc UGT1A1 24 heures apres une hépatectomie partielle
permettait de transduire une fraction significative des hépatocytes et de corriger
I’hyperbilirubinémie (Aubert, D. et al., 2002). Cette correction n’avait pas pu étre observée
a long terme en raison du déclenchement d’une réponse immunitaire dirigée contre
I’UGT1ALI qui n’est pas synthétisée chez le rat Gunn et n’est donc pas reconnue comme
une protéine du soi. Notre équipe a mis différentes stratégies en place pour contourner la
réponse immunitaire vis vis d’un produit d’un transgéne aprés administration systémique de
rétrovirus recombinants a haut titre. Ces stratégies ont consisté par exemple a restreindre
I’expression du transgéne aux hépatocytes en utilisant une technique chirurgicale de foie
isolé perfusé (Podevin, G. et al., 2004). D’autres stratégies ont consisté & induire soit une
tolérance periphérique en utilisant des immunosuppresseurs (LF15-0195 ou CTLA4-1g)
(Puppi, J. et al., 2004), soit une tolérance centrale en créant un chimérisme
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hématopoiétique dans 1’organisme par autogreffe de cellules souches de moelle
génétiqguement modifiées (Pichard, V. et al., 2006).

1.3 Inconvénients de I’oncorétrovirus recombinants

L’oncorétrovirus peut permettre de corriger des maladies métaboliques du foie mais

pour une utilisation clinique, il présente deux inconvénients majeurs :

Le premier inconvénient est le risque de mutagénése insertionnelle. En 1999
I’équipe d’Alain Fisher avait traité¢ 10 patients a ’aide d’un vecteur rétroviral murin MFG
(dérivée du MoMuLV) par transfert ex vivo du gene yc dans des précurseurs médullaires
CD34". Une correction stable du déficit immunitaire avait été obtenue chez neuf d’entre
eux (Cavazzana-Calvo, M. et al., 2000). Trois ans apres le traitement certains enfants ont
développé une prolifération clonale de lymphocytes T différenciés partageant certaines
caractéristiques avec des cellules leucémiques (Hacein-Bey-Abina, S. et al., 2003). Deux
insertions ont été identifiées au sein ou a proximité du locus d’un proto-oncogene, LMO-2
(LIM domain only-2). L’insertion du provirus dans le premier intron dans 1’un des cas, et
prés du promoteur dans l’autre, a provoqué un effet enhancer du LTR viral sur la
transcription du géne LMO-2. Or I’expression aberrante de LMO-2 est associée a une forme
de leucémie aigué lymphoblastique. Méme s’il a ét¢ montré que le risque d’insertion
proche du locus LMO-2 serait 1ié spécifiquement a 1’age des jeunes enfants et de la
pathologie, il a aussi été montré que les MLV s’intégrent de facon préférentielle dans une
région de 5 kb en amont ou en aval du site d’initiation de la transcription des génes (Wu, X.

et al., 2003) (Schroder, A. R. et al., 2002) (Mitchell, R. S. et al., 2004).

Le second inconveénient est qu’il n’infecte que des hépatocytes en division. En effet,
des études ont montré qu’aprées blocage des cellules en GO par privation de serum, G1/S par
de I’aphidicoline, ou G2 par la génistéine, des cellules ne pouvaient pas étre infectées par le
MLV recombinant (Hatziioannou, T. & Goff, S. P., 2001) (Zhang, S. et al., 2006) (Figure
29). En effet, le complexe de préintégration (PIC) acheminé jusqu’au noyau

vraisemblablement via le réseau de microtubules, ne peut pénétrer dans le noyau que lors
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de la rupture de I’enveloppe nucléaire c’est-a-dire pendant la mitose mais les mécanismes

exactes concernant le passage du PIC dans le noyau sont encore mal compris.

- aphidicoline

+ aphidicoline

Figure 29 Blocage des cellules an G1/S et infection avec un oncorétrovirus(Hatziioannou,
T. & Goff, S. P., 2001)

Le fait que I’oncorétrovirus recombinant n’infecte que des hépatocytes en division
présente un inconvénient pour une éventuelle utilisation en clinique, puisqu’il faudrait
envisager chez des patients adultes avant I’injection rétrovirale 1’administration de doses

aigués d’agents mitogenes, ou un acte chirurgical comme 1’hépatectomie partielle.
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2. Les lentivirus recombinants : une alternative aux oncorétrovirus ?

2.1 Le lentivirus moins de risque de mutagénése insertionnelle

Le lentivirus recombinant présente moins de risque de mutagénese insertionnelle
que I’oncorétrovirus. En effet, le lentivirus cible spécifiquement les unités de transcription
actives mais, contrairement au MLV, sans préférence pour les régions proches des sites
d’initiation de la transcription (Schroder, A. R. et al., 2002) (Mitchell, R. S. et al., 2004).
De plus les lentivirus recombinants de nouvelle génération présentent une délétion dans la
région U3 du LTR 3’ qui entraine I’inactivation de ’enhancer et du promoteur des deux
LTR aprés intégration. Enfin il faut noter qu’il est possible d’utiliser des lentivirus mutés
pour l’intégrase, qu’on nomme «lentivirus non intégratif», développés justement pour
éviter le risque de mutagénése insertionnelle et capable de transduire différents tissus

comme le cerveau, le muscle ou le foie (Bayer, M. et al., 2008) (Matrai et al., 2011).

2.2 Le lentivirus recombinant infecte des cellules quiescentes

De nombreux travaux comparatifs entre les oncorétrovirus et les lentivirus ont mis
en évidence une différence fondamentale entre ces deux rétrovirus. En effet le lentivirus
recombinant infecte des cellules quiescentes. Contrairement a I’oncorétrovirus, dans le cas
du lentivirus recombinant, la présence d’une triple hélice au centre du génome du HIV
nommeée flap et générée par la présence du Cppt pourrait favoriser le passage des pores
nucléaires (Zennou, V. et al., 2000). Des signaux de localisation nucléaire contenus dans la
protéine MA, la protéine accessoire Vpr ou I’intégrase favoriseraient aussi le transport du

PIC du HIV dans le noyau (Sherman, M. P. & Greene, W. C., 2002).
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2.3 Le lentivirus recombinant : difficulté a infecter certaines cellules guiescentes

Le lentivirus est donc capable d’infecter des cellules quiescentes, d’intégrer son
génome au sein de la cellule hdte avec un risque limité de mutagénése insertionnelle. Le
lentivirus recombinant le plus couramment utilisé est revétu de glycoprotéines du virus de
la stomatite vésiculeuse (VSV-G), et transduit de nombreux types cellulaires quiescents in
vivo (neurones, cellules musculaires) (Blomer, U. et al., 1997) (Sonza, S. et al., 1996).
Cependant, ce vecteur ne permet pas de transduire tous les types cellulaires a 1’état de
quiescence. En effet, pour certaines cellules un certain niveau de différenciation est requis
c’est le cas des cellules dendritiques par exemple. En effet les cellules dendritiques
immatures s’infectent trés bien par les lentivirus alors que les cellules dendritiques matures
sont réfractaires a I’infection (Salmon, P. et al., 2001). D’autre part, certains types
cellulaires comme les monocytes, les lymphocytes B et T en phase GO, sont completement
réfractaires a la transduction par des lentivirus pseudotypés VSVG. Il a été montré que la
transduction des lymphocytes T par des lentivirus recombinants requiert un minimum de
stimulation avec des cytokines ou autres facteurs les faisant entrer en phase Glb
(Dardalhon, V. et al., 2001) (Korin, Y. D. & Zack, J. A., 1998).

La restriction de I’infection dans les lymphocytes T quiescents par le lentivirus sauvage ou
recombinant a été trés étudiée et il a été montré que ceci pouvait étre attribué a de multiples
blocages. Par exemple dans les cellules quiescentes il est observé un processus plus lent de
la transcription inverse qui pourrait entrainer une dégradation de I’ADN linéaire pré-
intégratif (Gao, W. Y. et al., 1993). De plus, certains facteurs de restriction actifs seulement
dans les cellules quiescentes T pourraient alors exercer leur activité anti virale. BAF
(Barrier-to-autointegration factor) par exemple qui favorise I’import nucléaire est détecté
dans les cellules T activées, mais pas dans les cellules quiescentes (Mansharamani, M. et
al., 2003). Récemment une équipe a montré que JNK (c-Jun N-terminal kinase) et I’enzyme
PIN 1 (peptidyl prolyl-isomerase) ne sont pas exprimées dans les lymphocytes T quiescents
et que ces facteurs permettent d’augmenter la stabilité de 1’intégrase et sont donc essentiels
pour I’infection des cellules par le lentivirus (Manganaro, L. et al. 2010). Ainsi dans le cas
du lymphocyte T, il existe une corrélation entre le cycle cellulaire et ’acquisition de la

susceptibilité a la transduction lentivirale pseudotypée V-SVG.
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2.4 Le lentivirus recombinant et transduction des hépatocytes quiescents

Le lentivirus recombinant transduit trés bien les hépatocytes en prolifération. Apres
une hépatectomie partielle, la transduction lentivirale augmente de 30 fois et il est possible
d’obtenir jusqu’a 60 % d’hépatocytes transduits (Park, F. et al., 2000) (Ohashi, K. et al.,
2002). Ce vecteur transduit tres bien les hépatocytes de nouveaux nés ou de jeunes rongeurs
(Park, F. et al., 2000) (Park, F. et al., 2003; Nguyen, T. H. et al., 2005a; Nguyen, T. H. et
al., 2007) (Nguyen, T. H. et al., 2005a). Nous avons montré qu’en injectant 1.5.10°TU/kg
chez des rats de 6 semaines, ayant un foie encore en pleine croissance, pres de 50% des
hépatocytes sont transduits (Schmitt, F. et al. 2010). Or chez des rats de 10 semaines,
injectés avec la méme quantité de lentivirus, a peine 0.2% des cellules sont transduites. En
effet le lentivirus recombinant transduit mal les hépatocytes en GO. Tout comme pour le
lymphocyte T, D’efficacité de I’infection lentivirale semble étre dépendante du cycle
cellulaire. Certaines équipes réfutent cette hypothése et montrent que ni 1’activation du
cycle cellulaire ni la division hépatocytaire ne sont requises pour une bonne efficacité de
transduction (Pfeifer, A. et al., 2001) (VandenDriessche, T. et al., 2002). Pfeifer et al. ont
injectés tous les jours 50mg/kg de BrdU a des souris. Aprés 3 semaines de traitement les
souris ont été injectées avec 1.10° particules infectieuses de lentivirus recombinants
porteurs du géne de la gfp. Quinze jours apres, les souris ont été sacrifiées et 5.3% des
hépatocytes exprimaient la GFP. Moins de 1% des hépatocytes transduits étaient marqués
au BrdU. Pfeifer et al. ont donc conclu que les hépatocytes quiescents pouvaient étre
transduits par les lentivirus recombinants.

Notre hypothese est que la progression dans le cycle est importante pour une bonne
transduction lentivirale, mais que la simple initiation des hépatocytes, (ou priming),
pourrait suffire a favoriser la transduction. En effet, une équipe a montré qu’en traitant des
souris avec de I’IL6, la transduction lentivirale augmentait de 10 fois (Picanco-Castro, V. et
al., 2008). Or I’IL6 est un agent initiateur. De plus, les hépatocytes en culture qui sont en

phase G1, sont tres bien transduits par les lentivirus recombinants (Seppen, J. et al., 2002).
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Résultats 1

Afin de démontrer la corrélation entre I’entrée en cycle des hépatocytes et
I’efficacité de la transduction lentivirale, nous avons utilisé¢ 1’acide cholique décrit comme
capable d’initié le cycle cellulaire hépatique (Huang, W. et al., 2006). Nous avons aussi
utilisé le phénobarbital et I’hépatectomie particlle qui induisent des divisions hépatocytaires
afin d’étudier si ’efficacité de la transduction pouvait étre corrélée a une division cellulaire

complete.

109



Human Gene Therapy

Human Gene Therap)

Priming of hepatocytes enhances in vivo liver transduction
with lentiviral vectors in adult mice

Journal:

Human Gene Therapy

Manuscript ID:

HUM-2011-010.R3

Manuscript Type:

Research Article

Date Submitted by the
Author:

n/a

Complete List of Authors:

Pichard, Virginie; INSERM U948, Biothérapies hépatiques
BONI, Sébastien; INSERM U948, Biothérapies hépatiques
Baron, William; INSERM U948, Biothérapies hépatiques
Nguyen, Tuan; INSERM U948, Biothérapies hépatiques
Ferry, Nicolas; INSERM U948, Biothérapies hépatiques

Keyword:

Inborn Errors of Metabolism - Includes hemophilia < C. Disease Models
and Clinical Applications, RNA Virus Vectors < A. Viral Vector
Development

ARONE"

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801




Page 1 of 28 Human Gene Therapy

©CoO~NOUTA,WNPE

13 Priming of hepatocytes enhances in vivo liver transduction

15 with lentiviral vectors in adult mice

21 Virginie Pichard'?, Sébastien Boni'?, William Baron'?, Tuan Huy Nguyen'?" and Nicolas

23 Ferry'?’

29 " INSERM U948 and 2 Université de Nantes,
31 CHU Hotel Dieu

44093 Nantes Cedex

France

Short title: lentiviral transduction of hepatocyte

42 * these two authors contributed equally to this work (co-last authors)

45 Corresponding author:

a7 Dr Nicolas Ferry M.D. Ph.D.
48 INSERM U948

49 Biothérapies hépatiques

S0 CHU Hotel Dieu

o1 44093 Nantes Cedex
France

53 Phone: +33 240 08 74 88
54 Fax: +33 240 08 30 48

e-mail: nicolas.ferry@inserm.fr

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801



©CoO~NOUTA,WNPE

Human Gene Therapy

ABSTRACT

Lentiviral vectors are promising tools for liver disease gene therapy because they can
achieve protracted expression of transgenes in hepatocytes. However, the question as to
whether cell division is required for optimal hepatocyte transduction has still not been
completely answered. Liver gene ftransfer efficiency after in vivo administration of
recombinant lentiviral vectors carrying a GFP reporter gene under the control of a liver
specific promoter in mice that were either hepatectomized or treated with cholic acid or
phenobarbital was compared. Phenobarbital is known as a weak inducer of hepatocyte
proliferation while cholic acid has no direct effect on cell cycle. This study shows that cholic
acid is able to prime hepatocyte without mitosis induction. Both phenobarbital and cholic acid
significantly increased hepatocyte transduction 6-9 fold, although cholic acid did not modify
the mitotic index or cell cycle entry. However, the effect of either compound was weaker than
that observed after partial hepatectomy. In no cases was there a correlation between the
expression of cell cycle marker and transduction efficiency. We conclude that priming of
hepatocytes should be considered a clinically applicable strategy to enhance in vivo liver

gene therapy with lentiviral vectors.
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INTRODUCTION

The liver is the target organ of many inherited metabolic diseases, some of which are
amenable to gene therapy. It is particularly suitable for in vivo gene transfer because it is an
organ readily accessible via the bloodstream through fenestrations of the hepatic sinusoid
endothelium. Recombinant lentiviruses are powerful vectors for gene transfer and have the
ability to integrate their transgene into the genome of infected host cells. This ensures long-
term expression of the transgene, in particular in the case of cell division. Another stated
advantage of lentivirus-based vectors, in contrast to other retroviral vectors such as
MoMULYV vectors, is their ability to infect non-proliferating cells in addition to dividing cells
(Naldini et al., 1996; Zufferey et al., 1997; Uchida et al., 1998). However some exceptions
may exist, for example, lentiviral vectors pseudotyped with a VSV-G envelope gene do not
easily transduce Gy-arrested haematopoietic cells such as quiescent lymphocytes or
macrophages (Zack et al., 1990; Kootstra et al., 2000).

The adult liver is formed of hepatocytes that are in Gy, and only a limited proportion of
hepatocytes are transduced in adult rodents after systemic injection of lentiviral vectors.
Induction of cell proliferation by mitogens or by partial hepatectomy dramatically improved
liver transduction (Park et al., 2000; Ohashi et al., 2002; Picanco-Castro et al., 2008). In
mice, using lentiviral vectors carrying LacZ cDNA, there was a nearly 30-fold increase in X-
Gal positive hepatocytes in hepatectomized animals resulting in up to 60% hepatocyte
transduction, compared to below 3% in non hepatectomized controls (Park et al., 2000).
Most of transduced hepatocytes (>80%) were BrDU positive. Similarly, the use of mitogenic
compounds known to induce liver hyperplasia, such as TCPOBOP, resulted in a 30-fold
increase in hepatocyte transduction in mice (Ohashi et al., 2002). Along the same line, a
number of studies have revealed that lentiviral vector transduction efficiency was 10 times
higher in young and newborn rodents, for which the physiological turn-over of hepatocytes is
higher than in adult animals (Park et al., 2003; Nguyen et al., 2005; Nguyen et al., 2007).
However, some studies demonstrate that hepatocyte cell division is not a prerequisite for in

vivo lentiviral gene transfer (Pfeifer et al., 2001; Tsui et al., 2002; VandenDriessche et al.,
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2002). Administration of BrdU by different techniques (osmotic-pump, intraperitoneal
injection) during the 3-7 days following vector injection all show an absence of co-localization
of BrdU and GFP staining in most lentivirally-transduced cells, indicating that passage
through S phase is not mandatory to achieve effective transduction. Therefore, questions
pertaining to the correlation between cellular division and hepatocyte transduction remain. In
addition, besides the difficulty of reproducing these methods of stimulating hepatocyte
transduction, in a clinical setting, a recent study showed that lentiviral vectors are less prone
to integrate in transcription units in nondividing cells than in actively dividing cells
(Bartholomae et al., 2011). Improving lentiviral transduction of hepatocytes without inducing
liver regeneration is therefore important in terms of efficacy as well as safety of gene therapy.

In the present study, we studied the impact on lentiviral transduction of hepatocytes
in 10-week adult mice of two compounds already used in the clinic: phenobarbital, which is
known to enhance cell proliferation in the liver (Busser and Lutz, 1987; Smith et al., 1991),
and cholic acid, a bile acid which could have a key role in liver regeneration and may behave
as a primer for hepatocytes (Huang et al., 2006; Dong et al., 2010). Hepatocyte priming has
been defined, initially by Fausto et al., as a specific and reversible condition of hepatocytes
during which they are responsive to cytokines and other growth factors which stimulate cell
cycle entry (Webber et al., 1994). However, priming per se is not sufficient to trigger mitosis
completion. Here we report that injection of phenobarbital or cholic acid treatment increased
hepatocyte transduction to the same level, supporting a future clinical application of this

strategy for liver gene therapy.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

We used male congenic C57BL/6 mice aged 10 weeks (weighed 2511 g) obtained from Iffa
Credo, I'Abresle, France and maintained under a 12-h light/dark illumination cycle with food
and water ad libitum. All surgical procedures were conducted according to the guidelines of
the French Ministere de I'agriculture on animals deeply anesthetized by using isoflurane
inhalation (3% v/v in air). Hepatectomies were performed according to the procedure of
Higgins and Anderson (Higgins and Anderson, 1931). Phenobarbital was given by intra-
peritoneal injection at a daily dose of 80 mg/kg at 10 a.m. for 4 days. Cholic acid was
incorporated at 0.2% (w/w) in the pellet chow. Recombinant lentiviral vectors (2x10'° TU/kg)
were injected in the penile vein at the different time points indicated. Viral vectors were
injected at doses of 2x10' or 7x10' TU/kg body weight. Assuming that the liver weight of a
mouse is 1 g and contains 1x10® hepatocytes (Seglen, 1973; Sohlenius-Sternbeck, 20086),

the corresponding MOI were 2 and 7 for the low and high doses, respectively.

Lentiviral vectors

High-titer lentiviral vector stocks were generated by calcium phosphate—mediated transient
transfection of 293T cells (2x10° cells) in 10-chambers Corning CellSTACK large culture
vessels with the vector transfer plasmid (1 mg), the packaging plasmid psPAX2 (0,75 mg),
and the vesicular stomatitis virus G protein (VSVG) envelope protein-coding plasmid pMD2G
(0,5 mg). Cells were transiently transfected at 70% confluence and twenty-four hours after
transfection, fresh Advanced DMEM (Invitrogen) medium containing 2 mM glutamine and
antibiotics (100 IU/mLpenicillin, 100 mg/mL streptomycin) was added, and viral supernatant
was collected at 24-hour intervals for two consecutive days. Viruses were concentrated by
high-speed centrifugation in an JA10 rotor at 10,000 rpm (17,700 x g, AvantiJ-26 XP
centrifuge) for 16 hours at 4°C and viral pellet was resuspended in Advanced DMEM.

Concentrated vector aliquots were snap-frozen and stored at -80°C.
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These vectors harbored the GFP gene or macaque EPO cDNA under control of a liver-
specific mMTTR promoter formed with a murine transthyretin promoter fused to a synthetic
hepatocyte-specific enhancer. They contained four copies of a perfectly matched miR142-3p
target sequence (kindly provided by Dr Luigi Naldini) to decrease immune response (Brown
et al., 2006; Schmitt et al., 2010). They also harbored the posttranscriptional regulatory
element from the woodchuck hepatitis virus (WPRE), and a matrix attachment region, which
increased transgene expression.

To determine the titers of GFP-transducing vectors, serial dilutions of vector stock were used
to transduce Hela cells in six-well plates. DNA was extracted and vector titers were
determined by real-time quantitative PCR as described below. Vector titers were routinely

5x10° TU/m.

Real-time quantitative PCR

High molecular weight DNA was extracted from total liver using the standard phenol-
chloroform method. For quantitative PCR 100 ng of DNA were added to a solution containing
the primers and the Sybr Green PCR Master Mix, and loaded to a 96-wells plate. Reaction
conditions were: 10 min at 95°C for activation followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and
60°C for 1 min. The values were normalized with the mouse or human 3 actin gene. A
standard curve was generated by using dilutions of lentiviral vector plasmid in genomic DNA
extracted from liver mouse or for titration of lentivirus from Hela cells. The points ranged from
0 to 100 copies of plasmid per genome.

The sequences of the forward and reverse primers gene were as follows:

GAG-F, GGAGCTAGAACGATTCGCAGTTA ; GAG-R, GGTTGTAGCTGTCCCAGTATTTGT
C ; mouse B-actin-F, ATCCTGTGGCATCCATGAAACTAC ; mouse B-actin-R,
GGAGCCAGAGCAGTAATCTCCTTC.

Human B-actin F, TCCGTGTGGATCGGCGGCTCCA ; Human p-actin R,

CTGCTTGCTGATCCACATCTG.
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Histological analysis and immunohistochemistry

Liver samples were formalin-fixed, embedded in paraffin and cut in 5pum sections.
Morphological analysis was performed after hematoxylin and eosin staining. Mitotic index
was calculated after microscopic examination of at least 10 fields at 40X magnification (one
field contained 300 hepatocytes). The presence of Ki67 and GFP positive hepatocytes was
assessed by immunohistochemistry on formalin-fixed/paraffin embedded sections using anti
GFP antibodies or the TEC-3 antibody, which recognizes the Ki67 antigen. Sections were
deparaffinized and rehydrated. For Ki67 immunostaining, antigen retrieval was carried out by
microwaving slides in antigen retrieval buffer (1.8 mM citric acid, 8.2 mM sodium citrate pH 6)
for a total of 6 cycles of 5 min. Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation for
10 min in a 3% H,0O; solution in methyl alcohol. Blocking of nonspecific activity was carried
out by incubation for 90 min in 5% BSA in phosphate-buffered saline (PBS). Monoclonal
primary rabbit anti-GFP antibody and monoclonal primary rat anti-KI67 were applied for 2
hours at room temperature. The dilutions were 1:200 for anti GFP and 1:50 for anti Ki67
antibodies diluted in PBS containing 2% bovine serum albumin and 0.1% Tween 20. Positive
cells were revealed with biotinylated goat anti-mouse immunoglobulin and streptavidin-
peroxidase using diaminobenzidine as a substrate. After counterstaining with hematoxylin,
mitosis and the percentage of positive cells were counted after microscopic examination of at
least 10 fields at 40X magnification corresponding approximately to at least 3000

hepatocytes.

Hematocrit and erythropoietin monitoring

Hematocrit values were measured by microcapillary centrifugation. Serum EPO levels were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (Quantikine IVD; R&D Systems)

according to the instructions provided by the manufacturer.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Graphpad Prism software and the Mann-Whitney U
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test to compare quantitative data.
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RESULTS

First, the basal turnover of hepatocytes in male C57BL/6 mice aged 3.5, 5.5, 7.5, 9.5 and
11.5 weeks (n=3 mice/time point) was evaluated. The mitotic index was low after 5.5 weeks
and not significantly different from older mice. Immunohistological detection of the Ki-67
antigen, which is expressed during all active phases of the cell cycle (G1, S, G2, and M),
revealed a higher labelling in C57BL/6 mice aged 3.5 weeks which was significantly different
from the older mice. The labelling index was the lowest (0.015+0.017%) in mice aged 9.5
weeks and thus 10-week-old mice were chosen for this study to ensure quiescence of the
hepatocytes.

Next, regeneration triggered by partial hepatectomy was evaluated. A first cohort of 24 mice
(10 weeks old) was sacrificed at different time points (n=4 mice/time point) after a two-thirds
or a one-third partial hepatectomy to evaluate the kinetics of hepatocyte proliferation. At 41h
after a two-thirds hepatectomy, a peak of mitosis (4.2 £0.1%) together with a strong increase
in the Ki67 positive cells (75£7%) was observed. After a one—third hepatectomy, the
proliferation peak occurred at the same time (41h), but with a 15 to 20 fold lower intensity
(mitotic index 0.27+0.28%, Ki67 labelling 3.9+ 2.1%) (Fig. 1 A and B). In both instances, at
24 h after hepatectomy, the Ki67 labelling was low and not significantly different from the
control value, as shown in Fig.1B. These results concord with those reported in previous
studies showing a DNA synthesis peak at 40 hours after partial hepatectomy in mice
(Yamada et al., 1997).

Liver cell proliferation after administration of phenobarbital or cholic acid was then assessed.
Twenty-seven mice received phenobarbital intraperitoneally (80 mg /kg daily for up to 4 days)
and a second cohort of 27 mice was fed cholic acid (0.2% in the pellet chow). Animals were
sacrificed at 48, 72, 96 hours after the first injection of phenobarbital or after the beginning of
the cholic acid diet (n=9 at each time point). After phenobarbital treatment, we observed a
statistically significant increase in mitotic index: 0.15+£0.13% and 0.13+0.13% at 72h and 96h
respectively, Fig 1A). Similarly, Ki67 labelling at both time points was higher than in control

animals (3.7+1.5% and 3.5+2.3% at 72h and 96h hours respectively, Fig. 1B). With the cholic
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acid diet, the mitotic index and Ki67 staining were not significantly different from the control
value at all time points (Fig 1 A and B).

Next the impact of cell cycle activation on hepatocyte lentiviral transduction was evaluated. A
first series of 7 control mice, aged 10 weeks, were injected with mTTR-GFP lentiviral vectors
at a unique dose of 2.10" TU/kg corresponding to a MOI of 2. At day 7 after injection, the
animals were sacrificed and the number of GFP expressing hepatocytes was measured
using immunohistochemistry. As shown in Figures 1C and 3, 0.141+0.07% of GFP positive
hepatocytes was observed. Furthermore, the vector copy number in whole liver was
determined by quantitative PCR; this was 0.73+0.17 genome copy (gc) per haploid genome,
two-fold higher than that of the control mice (Fig 2).

A second series of mice (n=4 mice/time point) were injected with the same amount of vector
24h or 41h after a two-thirds hepatectomy. At the time of sacrifice, one week later, the
animals injected 24 hours after hepatectomy showed the highest level of GFP-positive
hepatocytes (4.3+1.10%) together with a genome copy number (1.3 £0.5 gc/haploid genome)
statistically different from controls (Fig 1C-3). For animals injected 41 hours after surgery, a
statistically significant increase in positive hepatocytes (2.05+£1.2%) was observed (Figs 1C
and 3). However, although there was an increase in genome copy numbers, the difference
was not statistically significant (Fig 2).

A third group of mice (n=3 mice/time point) received the same lentiviral dose at 30 min, 24h
or 41h after a one-third hepatectomy. Transduction efficiency was significantly higher than in
the control group at all time points and varied between 0.92+0.18% (30 min) and 1.3+0.3%
(41h) as shown in Fig 1C and 3. The amount of vector copies was higher than in the control
group at all time points but was statistically significant only when vector delivery occurred
41h after hepatectomy (Fig 2).

Next the efficiency of gene transfer after treatment with phenobarbital was investigated. The
groups of animals received mTTR-GFP lentiviral vectors 48h, 72h or 96h after the first
phenobarbital injection (n=8 for each time point). After vector injection, phenobarbital

treatment was stopped. At sacrifice, a significantly higher proportion of GFP positive
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hepatocytes than in controls was observed for all time points, and transduction efficiency
varied from 0.36+0.16% and 1.29+0.92%, as shown in Fig 1C and 3. The highest value
corresponds to lentiviral injection performed 48 hours after treatment with a 9-fold increase in
hepatocyte transduction. No statistical difference was observed in the genome vector copy
numbers between phenobarbital-treated and control mice (Fig. 2).

A last group of animals were fed cholic acid and received mTTR-GFP lentiviral vectors 48h,
72h or 96h after the beginning of the diet (n=8 for each time point). At day 7, the animals
were sacrificed, and a statistically significant increase in the percentage of transduction was
observed for all time points. Transduction efficiency varied between 0.42+0.23% and
0.761£0.49%, as shown in Fig 1C and 3. The highest value was achieved when lentiviral
injection was performed 48 hours after the beginning of the diet. Genome vector copy
numbers determined by g-PCR were not different from those of the control mice (Fig. 2). It is
noteworthy that it was possible to achieve significant hepatocyte transduction in animals in
which Ki67 staining and the mitotic index were similar to control values. To further determine
whether the induction of cell cycle was correlated to transduction efficiency, values of Ki67
staining and GFP transduction obtained in all animals were compared. The correlation
coefficient was low (r?=0.04106) indicating the absence of any correlation between the two
parameters. In contrast Ki67 labelling was strongly correlated to mitotic index, as expected
(r*=0.999). Therefore these data strongly suggest that cell cycle entry is not mandatory for
efficient transduction with lentiviral vectors.

In addition, a cohort group of mice (n=10 mice) was injected with a higher dose of vector.
Five mice were injected with mTTR-GFP lentiviral vectors at a unique dose of 7.10" TU/kg
corresponding to a MOI of 7. Five other animals received the same dose of vectors after
administration of phenobarbital (80 mg/kg i.p. daily for 2 days). At day 7 after injection, the
animals were sacrificed and the number of GFP expressing hepatocytes was measured
using immunohistochemistry. As shown in Figure 4, we observed 27.5 + 7.6 % of GFP
positive hepatocytes in control mice that received the vector with no pretreatment (n=5). In

phenobarbital treated mice (n=5), an average of 51.65£19.9% of GFP positive hepatocytes,
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with up to 70% of transduced hepatocytes in one animal, was observed. The values were
significantly different between the two groups (p<0.05).

In order to confirm the above results using a therapeutic transgene, a lentiviral vector
carrying the erythropoietin (Epo) cDNA under the transcriptional control of the same mTTR
liver specific promoter was constructed. Five mice, aged 10 weeks, were injected with
mTTR-EPO viral infectious particles at a unique dose of 2.10" TU/kg infectious particles,
corresponding to a MOI of 2. Five other mice also received lentiviral vectors but 48 h after
being injected with 80 mg phenobarbital/kg i.p. daily. One week after lentiviral injection, blood
hematocrit had increased in phenobarbital-treated mice compared to non-injected controls
(Figure 5). At one week, there was a statistically significant difference in blood hematocrit
between phenobarbital treated mice and mice that received the vector with no pretreatment
(61.6%%3.2 vs 55.2%+4.6; p<0.05). At two weeks, blood hematocrit was increased and the
values were still significantly different. We also measured serum Epo by Elisa and the values

were also significatively different between the two groups (Figure 5, p=0.03).
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DISCUSSION

In the present study the correlation between cell proliferation and transduction in the liver
after in vivo delivery of recombinant lentiviral vectors via a peripheral vein has been studied
using adult mice. In young animals, liver growth is responsible for a background level of
hepatocyte division that may complicate the interpretation of transduction experiments. The
existence of binucleated hepatocytes and the polyploidisation process that takes place after
weaning may have led to misinterpretation of previous results. As shown in Table 1, it is not
before 8 weeks of age that the majority of hepatocytes become quiescent. Therefore, in
previous studies carried out in younger animals, the transduction levels that were observed
may have been related to hepatocytes that were not completely quiescent.

In the present study older animals with fully-developed livers were used and it was verified
that the hepatocytes were quiescent at 10 weeks of age. After a two-thirds partial
hepatectomy, there was a dramatic increase in Ki67 staining and mitotic index. Similarly,
hepatectomy improved the level of hepatocyte transduction, with a 30-fold increase in GFP
positive hepatocytes as compared to control, non-hepatectomized, animals. This ratio is
similar to the one reported in a previous study by Park et al. (Park et al., 2000). The ability of
two chemical compounds, phenobarbital and cholic acid, to trigger cell cycle entry and to
increase in vivo transduction of adult hepatocytes was next compared. Phenobarbital can
increase the mitotic index and after phenobarbital administration, a 9-fold increase in GFP
transduced hepatocytes following administration of vector at 2.10'"° TU/kg was detected using
immunohistochemistry. A similar enhancement of lentiviral transduction of hepatocyte with up
to 70% of transduced hepatocytes in phenobarbital treated animals was also observed at a
higher vector dose (7x10' TU/kg). At this high dose, the basal level of transduction in non
treated animals was also higher, in comparison to the low dose, indicating that the amount of
vector administered is also a critical parameter in achieving high transduction levels. This is
consistent with previous results reported by Park et al. (Park et al., 2000). Finally, we
demonstrated that phenobarbital enhanced the hematocrit level and serum Epo obtained

after administration of a single dose of Epo lentiviral vectors, using Epo cDNA as a
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therapeutic transgene. This result also showed that the stimulating effect of phenobarbital on
lentiviral transduction of hepatocyte is not transgene dependent.

Cholic acid treatment did not elicit any significant modification of Ki67 labelling or the mitotic
index. However, there was a 6-fold increase in GFP positive hepatocytes when lentiviral
vectors were injected in cholic-acid-treated mice. This demonstrated that priming of
hepatocytes was sufficient, in itself, to make a significant impact on transduction with
lentiviral vectors without any requirement for cell division. However the effects of both
phenobarbital and cholic acid were weaker than that of a two third hepatectomy.

Quantitative PCR showed that copy number did not correlated with transduction level.
Indeed the number GFP-positive hepatocytes increased 30-fold in two-thirds hepatectomized
mice compared to the control, although a minor difference in vector copy number (2 fold
increase) was detected. Similarly, in cholic acid and phenobarbital treated mice, no
difference in the vector copy numbers was detected compared to the control, whereas the
proportion of GFP positive hepatocytes was significantly higher. To determine whether the
high number of vector copies in control mice was due to a carry-over of the plasmid DNA
used for vector production, a real-time PCR was carried out in order to detect any the
ampicillin resistance gene, present in the plasmids only. Plasmid DNA in the genomic DNA
from the mice was not detected (data not shown). The high level of vector copies in the
experimental animals likely resulted from efficient transduction of non-parenchymal liver cells
that did not express GFP under control of a liver specific promoter. Indeed, Van Til et al.
previously reported a higher transduction rate of non-parenchymal cells as compared to
hepatocytes (van Til et al., 2005). Kupffer cell depletion led to 80% decrease in the number
of viral copy number as assessed by quantitative PCR (van Til et al., 2005). In another study,
in which 26 % of liver cells were transduced with GFP recombinant lentiviral vectors, the
majority (78.7%) of the positive cells were non hepatocytes (Pfeifer et al., 2001). This could
indicate that when looking at copy numbers, a high background level of non-parenchymal cell
transduction (Kupffer cells and endothelial cells) may have diluted the positive effect of

phenobarbital and cholic acid on hepatocyte transduction. In contrast, because a liver
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specific promoter was used, transduced non-parenchymal cells were not detected after GFP
immunohistochemistry. Finally it cannot be excluded that some unintegrated copies of the
genome may still be present in the cells as one LTR or two LTR circles. These forms may
also account for the high gPCR values observed.

The reasons why lentiviral vectors at low MOI do not easily transduce differentiated
adult hepatocytes in the GO state of the cell cycle are still unknown. Previous studies have
demonstrated that lentiviral vectors can achieve high transduction efficiency in hepatocytes
in primary culture and isolated liver biopsies resected from patients with liver diseases
(Seppen et al., 2002; Maruyama et al., 2003; Nguyen et al., 2006). However, such isolated
cells are no longer fully quiescent but in the early G1 phase (Skouteris and Schroder, 1996).
Regarding Ge-arrested cells of the haematopoietic system, like resting B cells, it has been
recently shown that lentiviral vectors pseudotyped with the Edmonston measles virus
hemagglutinin (H) and fusion (F) proteins could efficiently and stably transduce quiescent B
cells or B-cell chronic lymphocytic leukemia cells that were not transduced with VSV-G
pseudotyped lentiviral vectors (Frecha et al., 2009). The same was true for resting T
lymphocytes (Frecha et al., 2010). Most importantly it appeared that a high level of gene
transfer in the resting T and B cells was not at the cost of cell cycle entry or cell activation.
Therefore we believe that hepatocyte priming may similarly alleviate certain ill-defined
restriction points and make hepatocyte more susceptible to lentiviral vector transduction. It is
worth noting that a minimal, transient damage to the liver (an increase in serum alanine
aminotransferase) after vector injection has been observed in some studies, but transduction
of hepatocytes was inefficient (Tsui et al., 2002; VandenDriessche et al., 2002).

A number of authors conclude that transduction efficiency relies much more on the
design of the lentiviral backbone. Insertion of a central polypurin tract (cPPT) resulted in a
50% reduction in the requirement for cell cycling of hepatocytes in vivo (Park and Kay, 2001).
Also the same study demonstrated an increase in transduction when a matrix attachment
region was inserted in the viral backbone. Other studies have shown that the incorporation of

cPPT, as well as the presence of a woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory
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element (WPRE), in third-generation self-inactivating lentivectors could achieve transduction
levels in the range of 2 to 5% in adult livers (Follenzi et al., 2002; VandenDriessche et al.,
2002).

For clinical applications of lentiviral mediated gene transfer in adults, it is conceivable
that a therapeutic level of transduction will not be reached after in vivo administration of low
doses of vectors. Therefore, other strategies aimed at increasing liver transduction will have
to be developed. Increasing the doses of vectors may prove to be difficult because clinical-
grade lentiviral vectors are still difficult to produce in large quantities. Moreover,
dissemination of the vector in the body may also be increased when using high doses. Most
of the methods that have been described so far to enhance lentiviral transduction (partial
hepatectomy, treatment with potentially carcinogenic chemical compounds) are not fully
compatible with a clinical application. Recently, a 10-fold increase in liver transduction was
achieved in mice that were pre-treated with a chimeric hyper-interleukin-6 cytokine (Picanco-
Castro et al., 2008). This cytokine is known to participate in the initiation of liver regeneration
as a priming agent but is devoid of the potency to cause full cell replication (Webber et al.,
1994). We believe that our present results, obtained with drugs already used clinically, may
help in the design of future protocols in which low vectors doses will be used while
maintaining therapeutic efficacy and thus allow lentiviral vectors to enter the field of clinical

gene therapy for liver diseases.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. Evaluation of the mitotic index (A) and Ki67 labelling (B) in the various groups of
animals. Mitotic index was evaluated by counting the number of mitotic figures after
hematoxylin and eosin staining of paraffin sections. Ki67 staining was performed by
immunohistochemistry. (C) Evaluation of lentiviral transduction in mice liver. Seven days
after virus injection, mice were sacrificed and the number of GFP positive hepatocytes was
scored on paraffin sections immunohistochemical labelling. *Statistically different from control

value (p<0.05) using Mann-WhitneyU test. Data are represented as mean + SD.

Fig. 2. Evaluation of vector genome copy numbers in high molecular weight DNA by real
time gPCR. *Statistically different from control value using Mann-Whitney test. Data are

represented as mean + SD.

Fig 3. Histochemical detection of GFP. (A, F) Control mouse. (B) Two-thirds hepatectomized
mouse (sacrificed at 41h), (C) One-third hepatectomized mouse (sacrificed at 41h), (D, G)
Phenobarbital fed mouse sacrificed at 48h , (E) Cholic acid-treated mouse sacrificed at 48h.

Hematoxylin counterstain. Original magnification: X 20 (A-E) and X 4 (F, G).

Fig 4. Evaluation of phenobarbital to mediate lentiviral transduction into mouse liver cells.
Mice were treated or not with phenobarbital and received GFP-lentiviral vectors. Seven days
after virus injection, mice were sacrificed and the number of GFP positive hepatocytes was
scored on paraffin sections immunohistochemical labelling. Histochemical detection of GFP
in vehicle (A, B), or phenobarbital-treated mouse livers (C, D), (E) is an example of a mouse
liver section from a mouse injected with PBS. (F) Percentage of GFP positive hepatocytes.
Each value is the mean +sd. *Statistically different from control value (p<0.05) using Mann-
Whitney U test. Data are represented as mean + SD. Hematoxylin counterstain. Original

magnification: X20 (B, D) and X 4 (A, C, E).
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Fig 5. Evaluation of therapeutic efficacy after lentiviral liver transduction in mice. (A)
Hematocrit was evaluated at 7 and 14 days after lentiviral injection in mice treated or not with
phenobarbital. (B) level of serum Epo was evaluated at day 14 post-injection by ELISA.
*Statistically different (p<0.05) using Mann and Whitney U test. The data shown are mean +

SEM. Each plot corresponds to one experimental animal.
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TABLE 1

Weeks 3% 51/2 71/2 91/2 111/2
Mitotic index | 0.75+0.1 * 0.04+0.075 0.02+0.03 0.02+0.03 0.02+0.03
Ki67 labelling | 23.8+5.1* 0.59+0.19 0.75+0.15 0.15+0.07 0.31+0.10

Table 1: Comparison of mitotic index and Ki67 labelling in the liver of mice (n= 15) at various

ages. Mitotic index is expressed as % of mitotic figures in hepatocytes and Ki67 as % of

immunohistologically labelled hepatocytes. *Statistically different from other cohort of mice

values (p<0.05) using Mann-Whitney U test. Data shown are mean + SD.
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Résultats. Partie 2 A. Corrélation entre cycle cellulaire et efficacité de la transduction lentivirale

Résultats 2

Afin d’écarter définitivement le fait que I’hépatocyte ait besoin d’une division
compléte pour étre infecté efficacement par le lentivirus recombinant, nous avons bloqué in
vivo les hépatocytes avant la mitose et nous avons réalisé une infection lentivirale sur ces
hépatocytes. Pour bloquer les hépatocytes nous avons traité des rats Fischer agés de 13
semaines avec de la rétrorsine puis induit une régénération hépatique en réalisant une
hépatectomie partielle. Nous avons injecté le lentivirus recombinant porteur du géne de la
ofp (4.3.10° TU/kg) 24 heures aprés I’hépatectomie, puis sacrifié les rats 4 jours aprés

I’injection (groupe 1).
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Des groupes controles ont été réalisés :
Groupe 2 (n=4) : Hépatectomie et injection du lentivirus recombinant.
Groupe 3 (n=4) : Traitement rétrorsine et injection lentivirale.

Groupe 4 (n=4) : Injection du lentivirus recombinant.
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La méme expérience a été réalisée avec un oncorétrovirus porteur du géne lacz (3.10°TU/kg

injectées 24 heures aprés 1’hépatectomie).
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1-Validation de notre modéle : étude de la ploidie

Dans le groupe de rats hépatectomisés (groupe 2) nous avons pu observer au

sacrifice des hépatocytes en mitose. Ceci n’a pas été le cas chez les rats injectés avec de la

rétrorsine puis hépatectomises (groupe 1). Cette observation n’est pas suffisante pour

valider notre modéle et affirmer que la rétrorsine a bien bloqué les hépatocytes avant la

mitose. Ainsi, afin de confirmer que dans notre modele le traitement de la rétrorsine avait

été efficace et qu’il y avait bien apparition de mégalocytes, 1’équipe de Chantal Desdouets

(Institut Cochin) a réalisé une étude de la ploidie sur des coupes des foies des rats

hépatectomisés traités ou non avec de la rétrorsine (groupe 1 et 2). La ploidie nucléaire a

été analysée grace a un marquage Hoechst (Figure 30) et la surface de chaque noyau

proportionnelle en fonction de la ploidie, a été déterminée (Figure 31). 1000 a 3000 noyaux

ont été analysés pour chaque rat.
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Figure 30. Détermination de la surface de chaque noyau des hépatocytes des rats du

groupe 1 et 2 (Chantal Desdouets).

Dans le groupe 1, traité a la rétrorsine et ayant subi une hépatectomie 2/3, la taille

des noyaux, proportionnelle a la ploidie, était anormalement élevée par rapport a ceux des

rats qui ont simplement subi une hépatectomie (Figure 30).

111



Résultats. Partie 2 A. Corrélation entre cycle cellulaire et efficacité de la transduction lentivirale

70

- Groupe 2
60 I:l Groupe 4

50
40 [
T
30
T
20
10
o T T T
4N 8N

2N <8N

% cells

Figure 31 Détermination de la ploidie des hépatocytes des rats du groupe 1 et 2.

Ainsi, comme on peut 1’0bserver sur le graphe ci-dessus (figure 31), dans le groupe
1 plus de 40% des hépatocytes présentaient une ploidie supérieure a 4n contre seulement
5% dans le groupe 2. Le résultat de cette analyse est en accord avec la littérature qui
montre qu’il n’est pas rare de trouver des degrés de ploidie supérieurs a 64n dans des foies
traités a la rétrorsine alors que dans un foie en régénération les degrés de ploidie supérieurs

a 8n sont rares.

3 Transduction hépatocytaire

Nous avons tout d’abord analysé le taux de transduction des foies des rats injectés
avec I’oncorétrovirus. Le taux de transduction était nul chez les rats non hépatectomisés, de
6.8% chez les rats hépatectomisés, alors qu’il n’était que de 0.6% chez les rats
hépatectomisés et traités a la rétrorsine (Figure 32 A). Ce résultat est en accord avec le fait
que les oncorétrovirus n’infectent que des cellules en division, et que la rétrorsine bloque la
division de la quasi totalité des hépatocytes.

Concernant la transduction lentivirale, chez les rats non hépatectomisés traités ou
non a la rétrorsine (groupe 2 et 3), nous avons observe un faible taux de transduction

inférieur & 0,05%. Ceci nous indique que I’injection de 1.5.10° particules lentivirales par rat
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n’est pas efficace pour transduire les hépatocytes d’un rat adulte. De plus, la rétrorsine
seule n’a pas d’effet sur la transduction lentivirale. Chez les rats hépatectomisés, 6,7%
d’hépatocytes sont transduits. De fagon surprenante, les rats traités a la rétrorsine et
hépatectomisés ont un taux de transduction plus élevé (29,5%) (Figure 32 A). Ces résultats
montrent donc clairement qu’un cycle cellulaire complet n’est pas essentiel pour une bonne
transduction lentivirale. De plus ces résultats nous montrent que la phase du cycle cellulaire
pendant laquelles les hépatocytes sont bloqués par la rétrorsine est une phase durant
laquelle la transduction lentivirale est trés efficace.
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Figure 32. (A) Taux de transduction apres injection lentivirale ou oncorétrovirale.
Marquage immunohistochimique anti-GFP : (B) injection lentiviral post hépatectomie +
rétrorsine (C) injection lentivirale post hépatectomie (x200).
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Discussion

Le lentivirus recombinant transduit de maniére efficace les cellules quiescentes,
cependant il existe quelques exceptions dont font parties les hépatocytes. L’efficacité de
I’infection lentivirale semble dépendante du cycle cellulaire cependant cette hypothése est
controversée. En effet, certains affirment que la division cellulaire est requise (Park, F. et
al., 2000) (Ohashi, K. et al., 2002). Au contraire d’autres montrent que ni I’activation du
cycle cellulaire ni la division hépatocytaire n’est requise pour une bonne efficacité
lentivirale (Pfeifer, A. et al., 2001) (VandenDriessche, T. et al., 2002).

Pour essayer de mieux comprendre la corrélation entre le cycle cellulaire et
I’efficacité de la transduction des hépatocytes par les lentivirus recombinants, nous avons
réalisé deux études complémentaires chez la souris et le rat.

Lors de la premiere étude, nous avons traité des souris adultes avec de I’acide
cholique, reconnu étre agent initiateur capable de faire entrer les hépatocytes dans le cycle
cellulaire sans aboutir forcément a une division compléte de la cellule. Nous avons aussi
traité des souris avec du phénobarbital ou réalisé des hépatectomies partielles afin d’induire
une division complete des hépatocytes. Apres injection de vecteurs lentiviraux dans les
différents modeles, nous montrons que I’acide cholique permet d’augmenter de 6 fois le
taux de transduction lentivirale et donc que les hépatocytes «primés» s’infectent mieux
qu’en phase de quiescence. De plus il n’existe aucune corrélation entre le taux
d’hépatocytes en mitose et le pourcentage d’hépatocytes transduits. Cette premiere étude
nous permet de confirmer que I’efficacité de transduction lentivirale dans un foie en
régénération, n’était pas corrélée a la présence d’hépatocytes en mitose. De plus nous
montrons que des hépatocytes activés sont plus permissifs a I’infection par les lentivirus

que des hépatocytes en phase GO.

Lors de la seconde étude nous avons blogué les hépatocytes avant la mitose chez
des rats a 1’aide de la rétrorsine suivi d’une hépatectomie partielle. Nous avons observé un
pourcentage €levé de cellules transduites d’environ 30 % soit 5 fois supérieur a ce qu’on a
pu observer aprés une hepatectomie partielle seule. Ceci confirme que la division cellulaire

n’est pas requise pour une bonne efficacité de la transduction lentivirale.
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De facon trés intéressante, nous montrons que des hépatocytes bloqués par la
rétrorsine sont tres bien transduits par les lentivirus recombinants. L’action exacte de la
rétrorsine concernant le blocage de la division cellulaire n’est pas encore trés bien
déterminée. Il est admis, que I’apparition de mégalocytes présentant une ploidie importante
apres traitement a la rétrorsine et lésion hépatique démontre que des hépatocytes sont
bloqués en phase S/G2. Cependant certains auteurs comme je 1’ai décrit dans I’introduction
pensent qu’un certain nombre d’hépatocytes sont bloques en phase G1/S (Laconi, S. et al.,
1999) (Picard, C. et al., 2003). Leurs études sont basées sur une analyse du marquage
BrdU, mais ils ne font aucune étude de la ploidie et ne précisent pas combien
d’hépatocytes semblent étre bloquées en G1/S et combien ont des cycles répétés de
synthése d’ADN. Dans le modele de la rétrorsine, nous avons fait une étude de la ploidie et
40% des hépatocytes présentent une ploidie supérieure ou égale a 8n, et sont donc
susceptibles d’étre bloqués en phase S/G2.

En ce qui concerne la transduction lentivirale, nos résultats montrent clairement que
la mitose n’est pas nécessaire pour I’infection lentivirale mais que les hépatocytes bloqués

pendant I’interphase sont trés bien transduits pas le lentivirus recombinant.

Nos résultats semblent corroborer quelques résultats publiés concernant la
réplication du HIV ou la transduction par les lentivirus recombinants.

L’arrét de cellules de rein embryonnaires (293T) en phase G1 provoque une nette
amélioration de la transduction par le HIV. L’arrét en phase G2 a un effet similaire mais
avec un degré supeérieur (Groschel, B. & Bushman, F., 2005). En effet, lors de I’infection
par le HIV sauvage, il a été montré que la protéine accessoire VPr induit I’arrét des cellules
en G2 afin d’augmenter la réplication virale (He, J. et al., 1995) (Zhou, Y. & Ratner, L.,
2000).

Enfin concernant les lentivirus recombinants, en 2006, Zang et al ont montré qu’en
bloquant in vitro différents types cellulaires en phase G2 avec de la génistéine, le taux de
transduction a I’aide de lentivirus recombinants était augmentée (Zhang, S. et al., 2006)
(Figure 33).
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Figure 33. Effet du blocage en G2 sur I’infection lentivirale ou oncorétrovirale (Zhang, S.
et al., 2006).

Dans un certain nombre de types cellulaires la phase G1/S et S/G2 apparait donc
étre une phase importante pour la réplication du HIV ou pour la transduction par un
lentivirus recombinant. Ceci n’avait jamais été montré pour des cellules d’origine
hépatique. De plus, tous ces travaux ont été réalisés in vitro et il semble intéressant, comme
nous I’avons fait, de pouvoir démontrer in vivo I’importance de I’interphase lors la

transduction lentivirale.

Les mécanismes moléculaires ou cellulaires qui pourraient améliorer la réplication
ou la transduction pendant certaines phases du cycle sont peu connus. La restriction de
I’infection dans les lymphocytes T quiescents est tres étudiée et pourtant il n’est pas encore
exactement déterminé si I’augmentation de la transduction lentivirale est liee directement
au cycle cellulaire lui-méme ou a des facteurs de restriction actifs ou non pendant les

différentes phases du cycle.
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Pour I’hépatocyte, on pourrait émettre 1’hypothese que des facteurs de restriction
soient actifs lorsque 1I’hépatocyte est quiescent, et que ces facteurs soient moins exprimés
en phase G1 et G2 rendant alors I'népatocyte plus permissif a la transduction lentivirale.
Mais il est aussi possible que les modifications de la structure cellulaire durant le cycle
(réorganisation des microtubules par exemple) favorisent certaines étapes nécessaires a la

transduction cellulaire.

Bilan

Le lentivirus recombinant pseudotypé VSVG s’avére étre un vecteur efficace pour
le transfert de génes dans un foie en régénération. C’est un vecteur intégratif donc le
transgene n’est pas perdu au cours des différentes divisions cellulaires. C’est aussi un bon
vecteur pour les approches ex vivo.

Dans le foie quiescent par contre il transduit trés mal les hépatocytes, et il faut
injecter des doses de vecteurs tres importantes pour réussir a observer quelques hépatocytes
transduits. Dans le foie adulte il présente finalement le méme inconvénient que
I’oncorétrovirus, a savoir qu’une simple injection de vecteurs ne suffit pas et qu’il faut
trouver des méthodes pour faire sortir les hépatocytes de leur quiescence afin de pouvoir les
transduire.

Ainsi, actuellement, pour le transfert de genes dans un foie quiescent, des vecteurs
comme I’AAV ou I’adénovirus s’avérent étre des vecteurs de transfert de génes plus

efficaces.
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Pseudotypage, une solution ?

Le lentivirus le plus couramment utilisé est revétu de glycoprotéines du virus de la
stomatite vésiculeuse. Certaines équipes spécialistes des lymphocytes B et T, ont cherché
d'autres glycoprotéines que la VSVG, qui permettraient d'atteindre une transduction
efficace des cellules quiescentes. Ils ont généré des vecteurs lentiviraux revétus des
glycoprotéines du virus de la rougeole (MV), H et F. Ces vecteurs conservent le tropisme
de la rougeole et se fixent sur la cellule via les récepteurs CD46 et SLAM, tous deux
présents sur les lymphocytes. Etonnamment, ce vecteur, contrairement au lentivirus VSVG
transduit efficacement les lymphocytes B et T tout en préservant leur phénotype (Frecha, C.
et al. 2010).

En se basant sur ces résultats, une des solutions pour transduire des hépatocytes
quiescents pourrait étre de tester d’autres glycoprotéines d’enveloppe. Afin de faire entrer
les hépatocytes en cycle, il pourrait étre testé des enveloppes sur lesquelles soit couplées
des cytokines initiatrices, comme 1’116. Le pseudotypage pourrait étre un des axes de travail

pour I’amélioration du transfert de génes lentiviral dans un foie quiescent.
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Partie B : Régulation ciblée de I'expression de genes
par des miRNA
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Introduction

Pour une approche in vivo, il est nécessaire d’obtenir une expression du transgene
forte et limitée aux hépatocytes. Les promoteurs spécifiques utilisés sont souvent plus
faibles que les promoteurs ubiquitaires. De plus, il existe des fuites d’expression dans
d’autres types cellulaires, notamment les cellules présentatrices d’antigénes et cela peut
déclencher une réponse immunitaire vis-a-vis du produit du transgéne (Matsui, H. et al.
2011).

Pour obtenir une expression spécifique d’un transgéne avec un promoteur ubiquiste
ou pour renforcer la spécificité d’un promoteur spécifique, notre approche est d’utiliser un
systéeme de régulation tTR-KRAB modifié le rendant sensible a une régulation par les
mIiRNA.

Séquence cible | Répresseur Opérateur Transgene
mMiRNA TetR Promoteur Promoteur
Tissu speécifique KRAB TetO (GFP)

Le systéme tetR-krab

Le systeme régulable par la tétracycline a été décrit par Gossen et Bujard en 1992
sous le nom de systeme Tet-Off (Gossen, M. & Bujard, H., 1992). Ce systeme est basé sur
les ¢léments de régulation de 1I’opéron du gene de résistance a la tétracycline du transposon
Tnl0 d’Escherichia coli. Chez la bactérie, I'expression des génes de résistance a la
tétracycline est normalement réprimée par fixation du répresseur TetR (Tetracycline
repressor protein) sur les séquences de régulation de 1’opérateur Tt (TetO). En présence de
tétracycline, le répresseur change de conformation et ne peut plus se fixer a 1’opérateur.

Ainsi, les genes de résistance a la tétracycline sont activés.
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Pour créer le systeme initial Tet-Off suppressible par la tétracycline, Bujard et al.
ont transformé le répresseur en un activateur en le fusionnant aux séquences activatrices de
la protéine VP16 du virus de I'herpés. Ainsi, en absence de tétracycline, la protéine de
fusion tTA se fixe sur tetO et active la transcription. Par contre en présence de tétracycline,
la proteine tTA subit un changement de conformation ce qui diminue son affinité pour tetO
et inactive ainsi indirectement I’initiation de la transcription (Figure 34 B) (Gossen, M. et
al., 1995).

Bujard et al. ont construit une autre version de I'activateur cette fois inductible par la
tétracycline appelé Tet-On. Dans cette version, quatre acides aminés du TeTR ont été
modifiés pour créer le rTetR (reverse Tetracycline repressor protein). Dans cette version
mutée, la liaison de rTetR-VP16 aux séquences tetO ne se fait qu'en présence de
tétracycline ou de ses analogues tels que la doxycycline (Figure 34C).

TetOff (tTA = TetR-VP16) TetOn (rtTA=rTetR-VP16)
expression ‘
'
RE[pCMVmin| transgene | pA TRE[pCMVmin| transgene | pA ' ‘
TetR
‘ “ rTetR
~ expression B Ve
W  KraB
TRE pCMVmin| transgene | pA TRE|pCMVmin| transgene | pA a "
0xX

Figure 34. Schémas des systemes tet off et tet on. (Stieger, K. et al., 2009)
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Ces systemes de régulation se sont avérés efficaces dans différents organes (muscle
cerveau, rétine..) chez les rongeurs et primates (Favre, D. et al., 2002) (Samakoglu, S. et
al., 2002) (Stieger, K. et al., 2006) (Harding, T. C. et al., 1998).

En ce qui concerne le foie, ces systéemes ont permis par exemple de réguler
I’expression de I’interféron dans des modeéles animaux pour 1’hépatite (chez le primate et le
rongeur). 11 a ét¢ montré aussi qu’il était possible de réguler I’expression du facteur IX
(Aurisicchio, L. et al., 2005) (Aurisicchio, L. et al., 2001) (Srour, M. A. et al., 2003;)
(Dumortier, J. et al., 2005).

En se basant sur ces systemes de régulation Deuschle et al. ont développé un
nouveau systéeme en utilisant cette fois un répresseur de transcription sous contréle
également de la doxycycline. lls ont fusionné le domaine répresseur KRAB A (Kruppel-
associated Box) des facteurs de transcriptions kid-1 (kidney ischemia and developmentary
regulated gene 1) avec le répresseur de la transcription tetR initiale (Deuschle et al, 1995).
Ainsi en absence de doxycycline tetR KRAB réprime la transcription. En présence de
doxycycline tetR KRAB ne peut se lier a ’opérateur et la transcription des génes peut avoir
lieu (Figure 35)

KRAB TetOn (tTS = TetR-RKAB)

Y

RE| promoter | transgene PA

O
‘ " rTetR
r expression = ol
W  KraB
‘TRE| promoter | transgene PA
A Dox

Figure 35. Systéme tetR KRAB.(Stieger, K. et al., 2009).
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Partie 2 B. Régulation ciblée de I’expression de génes par des miRNA

KRAB est le domaine régulateur de transcription le plus représenté chez les
mammifeéres. Cette famille de facteurs de transcription contient en position N-terminale un
domaine de répression KRAB, et en position ¢ terminal un domaine de liaison a I’ADN
constitue de motifs en doigts de zinc. Ce domaine est capable de propager la répression sur
des distances allant de plus de 10KB (Groner, A. C. et al.2010) Il agit a la fois sur les
promoteurs poll, I, et Ill. L’interaction entre Kapl (ou TIF-1 pour Transcriptional
Intermediary Factor 1) et le domaine KRAB potentialise 1’activité de répression (Ryan, R.
F. et al., 1999). D’autres complexes qui sont des répresseurs de remodelage de la
chromatine interagissent avec KAP-1 : C’est le cas des NuRD/HDAC1 et N-COR1
HDAC3 qui ont une activité histone déacétylase (Schultz, D. C. et al., 2001), (Underhill, C.
et al., 2000). Kap 1 interagit aussi avec 1’histone méthyltransférase SETDB1 spécifique de
la lysine 9 de I’histone3.

Ainsi, KRAB recrute kap -1 qui recrute a son tour, les complexes enzymatiques qui
vont conduire & la déacétylation et a la méthylation de la lysine 9 de I’histone H3. Il y a
alors formation d’une structure type hétérochromatine au niveau des promoteurs des génes
cibles ce qui entraine la répression de la transcription (Figure 31). Récemment il a été
montré que KRAB - KAP-1 intervient dans la répression épigénétique de la transcription

des rétrovirus au niveau des cellules embryonnaires (Wiznerowicz, M. et al., 2007).

NuRD: Nucleosome Remodeling

and Deacetylating

NuRD-Nol
HDAC

HDAC : Histones Deacetylases

Methylase
SETDBI1

HP1 : Heterochromatine protein

TIFIBETA
(KAP-1)

HP1 OFF

K9| H3
N S

N~

Formation hétérochromatine

Figure 36. Répression des genes par KRAB via des phénomenes épigénétiques
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Ainsi le systeme tetR KRAB a montré son efficacité in vivo pour la régulation de
produits de transgéne, ou de sShRNA permettant ainsi de réguler I’expression de protéines
(Szulc, J. et al., 2006). Le systeme de régulation tetR KRAB permet aussi la répression de
genes présents sous forme épisomale (Barde, I. et al., 2009). Barde et al. ont injecté des
AAV porteurs du géne de la gfp sous contrdle d’une région tetO chez des souris
transgéniques pour le gene krab. Les souris ont été traitées ou non avec de la doxycycline.

Une analyse par immunofluorescence a été réalisée dans différents tissus et a confirme la

régulation du gene de la gfp sous forme épisomale par le systeme tetRKRAB (Figure 36)

Liver

Heart

Muscle

Figure 37 Régulation du géne de la GFP sous forme épisomale (1/ souris traitée avec de la
dox, 2/ souris non traitée) (Barde, I. et al., 2009)
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Résultats

Pour obtenir une expression spécifique du transgéne dans le foie, notre approche est
d’utiliser ce systéme de régulation tTR-KRAB contr6lé lui-méme par des miRNA
spécifiques du tissu hépatique comme les miR-122.

Ce systéeme est composé de deux cassettes bidirectionnelles. La premiére cassette
d’expression contient un transgéne avec un promoteur spécifique ou ubiquiste sous contréle
d’une région tetO. La seconde cassette contient un promoteur ubiquiste qui dirige
I’expression de la protéine chimérique tTR KRAB ainsi que les séquences cibles du

miR122 spécifiquement exprimés dans les hépatocytes.

Séqu.cible TetR .
transgene
T:i.g KRAB prom | TetO |prom

Ainsi dans les cellules d’origine hépatique, la synthése du répresseur tTR-KRAB est
inhibée par le miR-122. En effet, le miR-122, par complémentarité parfaite avec sa cible va
dégrader I’ARNm tTR-KRAB. En présence ou en absence de doxycycline le transgéne peut

s’exprimer.

R - >

miR 122
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En revanche dans les autres types cellulaires le répresseur tTR-KRAB se lie au tetO

pour inhiber la transcription du transgene.

Mais en présence de doxycycline, tetR krab ne peut se lier a ’opérateur et la transcription

des genes peut avoir lieu

Nous avons réalisé différentes constructions dans lesquelles la GFP est dirigée par
différents promoteurs spécifiques ou ubiquistes. Nous avons utilisé soit les séquences cibles
du mir-122, soit les séquences cibles du mirl42 spécifiques des cellules du systéme
immunitaire. Ces constructions ont été placées dans une cassette lentivirale et nous les
avons testé in vitro dans différentes lignées cellulaires hépatocytaires ou non. Ce systéeme a

fait ’objet d’un brevet aupres d’Inserm Transfert.
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TISSUE-SPECIFIC REGULATION OF TRANSGENE EXPRESSION

FIELD OF THE INVENTION:
The present invention relates to nucleic acid constructs and vector comprising thereof
for use in gene transfer and therapy applications, and uses thereof for obtaining a tissue-

specific expression of a transgene of interest.

BACKGROUND OF THE INVENTION:
Achieving tight regulation of transgene expression in the space and during the time

has been the goal of many studies in the field of gene therapy.

The first line of transcriptional control is based on the use of tissue-specific promoters.
For instance, many natural or artificial promoters which activity is restricted to hepatocytes
have been used with a large panel of gene transfer vectors. However, it has been shown that
these promoters are usually weak, as compared to ubiquitous promoters and can be leaky in

many other cell types. Therefore, there is still a clear need to improved regulatory systems.

It results that inducible gene expression systems have been developed and have been
proven valuable tools to control expression of a transgene during the time and many of them
have been tested in gene therapy models. In mammalian cells a number of inducible system
that respond to inducing agents such as hormones, or heat shock proteins have been devised in
the past years. An inducible system may thus turn “on” or turn “off” expression of a transgene
of interest according to the desired effect. The switch is usually obtained by administration of

a drug that will bind to the chimeric regulator and will modify its DNA binding activity.

The tetracycline regulatable system was first described by Gossen and Bujard in 1992
(Gossen and Bujard, 1992). It is based on the fusion of the Tet repressor protein (TetR) with
the VP16 transactivator of the Herpes simplex virus. The TetR from E. Coli Tn10 operon is
able to bind to the Tet operator DNA sequence (Tet0) in a specific manner. In the presence of
tetracyclin (tet) the TerR conformation changes and it is no longer able to bind to TetO
sequence. When fused to VP16, the TetR-VP16 chimeric protein is able to activate DNA
transcription, provided that the TetO sequence is present in the target DNA. The TetR-VP16

is still sensitive to conformational changes and in the presence of tet it is no longer able to
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bind DNA and hence to activate transcription. This system was coined the Tet-Off regulatable
system. Mutagenesis in TerR allowed to isolate mutants which DNA binding activity was
opposite to the wild type protein. Rather to attach to DNA in the absence of tet, the reverse
TetR (rTetR) can only bind DNA in the presence of the drug. This mutant system was called
the Tet-On regulatable system. Using an opposite strategy, some investigators sought to
develop a tet regulatable system based on the the fusion of the same TetR with a
transcriptional repressor domain, (Deuschle er al. 1995). This tetracycline-controlled
transrepressor chimeric protein was engineered by fusing the KRAB (Kruppel associated box)
domain of human KOX1 to the Tet repressor derived from Tnl0 of Escherichia Coli. The
Krab domain is a 75 aa domain found in about one third of the several hundreds of human
zinc finger proteins and found exclusively in the amino terminal end of proteins that contain
Kriippel-class zinc fingers in their carboxy termini. The KRAB domain acts by triggering
formation of heterochromatin in the vicinity of its binding site and thus is able to shut off
polymerase I, II and III promoters. To achieve heterochromatin formation, KRAB recruits
KAPI1 (KRAB-associated protein 1 also known as TRIM28 or KRIP1) which acts as a
scaffold for various proteins such as heterochromatin protein 1, histone methyl transferase
and histone deacetylase. KRAB induced transcriptional silencing can act over several
kilobases. It has been demonstrated that KRAB can mediate transcriptional repression through
tens of kilobases and that this system is mainly involved in the control of endogenous
retroviruses in embryonic stem cells. In presence of tetracycline, the binding of tTR-Krab to
DNA is prevented with concomitant restoration of the initial promoter activity. Therefore the

tTR-Krab system works in a tet-“on” fashion.

It was initially shown that a large increase in transgene expression could be achieved
in an in vitro system with a range of repression of more than 3 kb apart from the tetO target
sequence (Szulc et al. 2006). The repressor activity of the tTR-Krab system extends to pol II1
promoters and lentiviral vectors in which shRNA driven by pol III promoters have been
placed under control of tetO dependent tTR-Krab repression have described recently (Szulc et
al. 2006). These vectors allow the highly efficient doxycycline-controlled expression of
shRNA and hence control of knockdown of cellular genes targeted by the shRNA. It was
initially thought that repression could only be achieved in integrated genome. But, several
studies demonstrated efficient regulation of transgene expression in AAV and integration-

defective lentiviral vectors (Barde et al. 2009).
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However, in the context of gene therapy with desirable expression of a transgene of
interest, inducible systems such as the tTR-Krab system, suffer from a number of drawbacks:

(1) The inducer drug should be orally available and penetrate the target tissue;

(2) A prolonged exposure to the drug is required to achieve long-term expression of
the transgene, involving therefore that the inducer drug should have a metabolism compatible
with prolonged therapeutic use;

(3) An immune response to the chimeric protein can be expected when expressed at

high level for prolonged periods of time.

Recently, a new regulation system of transgene expression has been described (Brown
et al. 2006). This system is based on RNA interference. RNA interference was first described
in the nematode Caenorhabditis Elegans. Soon after, it was shown to occur also in
mammalian cells. Naturally miRs are transcribed by RNA polymerase II from cellular
sequences as primary miRs (pri-miRs). Within the nucleus, pri-miRs are cleaved by Drosha to
form shorter precursor miR (pre-miR) hairpins of 60-80 nt in length. Pre-miRs are then
exported to the cytoplasm, where the hairpin pre-miRs are processed by Dicer to form a RNA
duplexes of 19-23 bp that have 2 nt 3” overhangs. This duplex is handed on to the RNA
induced silencing complex (RISC) where one of the strands, the passenger strand, is cleaved
within RISC and then released from the complex. The remaining intact single stranded guide
RNA activates RISC to direct target-specific silencing through hybridization of the guide to
complementary sequences. The guide strands of natural miRs typically hybridize to the 3’
untranslated regions (3’UTRs) of a gene to cause translational suppression. When guide and
target sequences are perfectly complementary, RISC mediates mRNA slicing through effects
of its Ago2 ‘slicer’ component. Theoretically, the RNAi pathway can be harnessed to silence
any gene that is transcribed and where the pathway is functional. Because the patterns of
expression of miRNAs are different among cell types, some miRNA are specifically
expressed in specific cell types or in specific cell lineages. Therefore it is theoretically
possible to silence any transgene in a specific cell type or lineage by adding to the transgene

transcript sequences that are targets to the corresponding miRNAs (Brown et al. 2007).

This was demonstrated by a seminal study of Brown et al. 2006. In this study, the
immune response to GFP was shut-off by using a lentiviral construct containing 4 tandem
repeats of the miR142-3, which is specifically expressed in cells from the hematopoietic

lineage. miR142-3 efficiently mediated degradation of the GFP mRNA in antigen presenting
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cells and suppressed cytotoxic elimination of transduced cells including hepatocytes.
International patent application N°© WO 2007/000668 describes thus a gene transfer vector
suitable for genetic engineering approaches, such as gene therapy, gene transfer and/or
regulation of expression of a transgene comprising a miRNA target sequence. Such vectors
can be thus designed to be regulated by endogenous miRNAs for controlling transgene
expression to achieve specific expression profiles of the vector and more particularly to obtain

a miRNA-mediated approach for restricting gene expression.

SUMMARY OF THE INVENTION:

The present invention arises from the combination by the inventors of this miRNA-
mediated approach for restricting gene expression with a repressor in order to obtain a tissue-
specific expression of a transgene only in cells in which a particular miRNA is expressed.
Thus, to detarget tTR-Krab repression in specific cell types the TeR-KRAB coding sequence
was linked to 4 copies of mIR target sequences with perfect homology to tissue specific

miRNA. This resulted in reduced expression of the tTR-Krab repressor in specific cell types.

Advantageously, this improved strategy provides an important, and hitherto
unavailable, means of obtaining a satisfying tissue-specific expression of a transgene of

interest without the drawbacks of the systems previously described in the state of the art.

Thus, the invention relates to a nucleic acid construct comprising:

a) a first sequence encoding for a repressor operably linked to a first promoter and
to at least one tissue-specific miRNA target sequence, and

b) a second sequence encoding for a transgene of interest operably linked to a

second promoter and to an operator.

The invention also relates to a vector comprising said nucleic acid construct as defined

above.

The invention further relates to a cell infected or transduced with the vector as defined

above.

The invention also relates to a vector or a cell as defined above for use as drug.
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The invention further relates to an in vitro or ex vivo method for obtaining a tissue-

specific expression of a transgene of interest comprising the following steps:

a) providing a vector of the invention as defined above, and
b) transferring said vector in a cell or a tissue of interest expressing a corresponding

tissue-specific miRNA.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:

The present invention relates to a nucleic acid construct and uses thereof, carried out
by the inventors by an approach combining a miRNA-mediated approach for restricting gene
expression to a repressor in order to obtain a tissue-specific expression of a transgene only in

cells in which a particular miRNA is expressed.

Therefore, when the cell expresses the tissue-specific miRNA liable to bind to the
corresponding tissue-specific miRNA target sequence, the repressor is not translated since its
mRNA is destroyed caused by the binding of the miRNA and therefore the transgene may be
expressed in said particular tissue.

On the contrary, when the cell does not express the tissue-specific miRNA liable to
bind to the corresponding tissue-specific miRNA target sequence, the repressor is translated
and expressed and may therefore bind the operator and prevent the transcription of the

transgene.

Definitions:
Throughout the specification, several terms are employed and are defined in the

following paragraphs.

As used herein, the terms “miRNA” or “microRNA” refer to a short and non-coding
ribonucleic acid (RNA) molecule (on average 21 nucleotides long) found in all eukaryotic
cells. miRNAs are post-transcriptional regulators that bind to complementary sequence on
target messenger RNA transcripts (mRNAs), usually resulting in transcriptional repression
and gene silencing. Gene silencing may occur either via mRNA degradation or preventing

mRNA being translated.
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As used herein, the term “tissue-specific miRNA” refers to a miRNA which is
specifically expressed in a particular organ and therefore in kind of cells found in said
particular organ. For example, miR122 is a liver-specific miRNA and is specifically
expressed in hepatocytes. This suggests that tissue-specific miRNAs may play a conserved

role in the establishment and/or maintenance of a cell or tissue type of that particular organ.

As used herein, the terms “miRNA target sequence” or “target sequence of a miRNA”

refer to the complementary sequence on target mRNAs which is bound by a miRNA.

As used herein, the terms “tissue-specific miRNA target sequence” or “target sequence
of a tissue-specific miRNA” refer to a complementary sequence recognized and bound by
endogenous miRNAs cell type specific, thus regulating transgene expression in a desired

subset of cells.

As used herein, the term “repressor” refers to a DNA-binding protein that regulates the
expression of one or more genes by binding to the operator and blocking the attachment of
RNA polymerase to the promoter, thus preventing transcription of genes. This blocking of
expression is called repression. Repressor proteins attach to a DNA segment known as the

operator.

As used herein, the term “operator” refers to a DNA segment to which a repressor

binds.

As used herein, the term “operably linked” means that the components described are in
a relationship permitting them to function in their intended manner. Thus, a nucleic acid
sequence is “operably linked” when placed into a functional relationship with another
sequence nucleic sequence. For instance, a promoter is “operably linked” to a coding
sequence if the promoter causes the transcription of the coding sequence. Generally, operably

linked means the linked nucleic acid sequences are contiguous.

Nucleic acid constructs of the invention:

The present invention provides for nucleic acid constructs useful for obtaining a

tissue-specific expression of a transgene of interest without using an inducer drug.
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In a first aspect, the invention thus relates to a nucleic acid construct comprising:

a) a first sequence encoding for a repressor operably linked to a first promoter

and to at least one tissue-specific miRNA target sequence, and

b) a second sequence encoding for a transgene of interest operably linked to a

second promoter and to an operator.

In one embodiment, the repressor is a chimeric repressor fusion protein.

Such chimeric repressor fusion protein comprises a DNA binding domain and a
transcriptional repressor domain.

The DNA binding domain can be derived from a large array of bacterial operons in
which a transcriptional regulator binds to a specific target sequence. Examples are the lacZ
operon, the CynR operon. The use of mammalian DNA binding domain may also be
considered such as the GAL4, Lex] or Ecdysone receptor binding domain. Specific DNA
binding domain may also be engineered by designing a zinc finger domain capable to bind

DNA of known sequence.

The panel of transcriptional repressor domains includes the KRAB repressor, or the

ERD and SID transcriptional repressor domains.

In a particular embodiment, the chimeric repressor fusion protein is the tTR-KRAB
protein. Said protein is formed by the fusion of the DNA binding domain of the tetracycline
repressor (tTR) to the KRAB repression domain of human (tTR-KRAB), which can bind the

tetO sequence (called operator in the context of the present invention).

In one embodiment, the tissue-specific miRNA is selected in the group consisting of
liver-specific miRNA, brain-specific miRNA, heart-specific miRNA, lung-specific miRNA,
spleen-specific miRNA, kidney-specific miRNA, hematopoietic tissue-specific miRNA,

muscle-specific miRNA.
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In a particular embodiment, the tissue-specific miRNA is a liver-specific miRNA.

Accordingly, the liver-specific miRNA is miR-122.

In another particular embodiment, the tissue-specific miRNA is a hematopoietic

tissue-specific miRNA. Accordingly, hematopoietic tissue-specific miRNA is miR142.

In one embodiment, the first sequence comprises at least one tissue-specific miRNA
target sequence. More than one copy of a miRNA target sequence may increase the
effectiveness of the system.

Accordingly, the first sequence may comprise from one to ten, preferably four tissue-
specific miRNA target sequence.

In a particular embodiment, the multiple miRNA target sequences may be in tandem.

It should be further underlined that combinations of miRNA target sequences to obtain

highly specific cell expression patterns of the transgene of interest.

In this context, some tissue-specific expression patterns of mammalian miRNAs have
already been disclosed: for example, international patent application WO 2007/000668
describes N° WO 2007/000668, which is incorporated herein by reference, gives tissue-
specific expression patterns of mammalian miRNAs (Table 1).

It should be further noted that tissue specific miRNA can be assayed by profiling using
microarrays as previously described (Liu et al, 2008).

Alternatively, one can use the miRbase database available on the web at:

http://www.mirbase.org/ to determine the most appropriate target sequences to be used for

expression in a specific tissue or cell type.

For the purpose of the invention, the term “transgene of interest” is intended to mean
in particular any gene encoding a protein product having a therapeutic product. The protein
product may be homologous with respect to the target cell (i.e. a product which is normally
expressed in the target cell when said cell exhibits no pathology). In this case, the expression
of a protein makes it possible, for example, to compensate for an insufficient expression in the
cell or the expression of a protein that is inactive or weakly active due to a mutation. The
therapeutic gene can also encode a mutant of a cellular protein, having increased stability,

modified activity, etc. The protein product may also be heterologous with respect to the target
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cell. In this case, an expressed protein may, for example, add to or introduce a deficient

activity in or into the cell, allowing it to treat a pathology or stimulate an immune response.

In one embodiment, the transgene of interest is selected in the group consisting of
enzymes, blood derivatives, hormones, chimiokines, interleukins, growth factors,
neurotransmitters or their precursors, trophic factors, tumor suppressor genes, factors

involved in clotting, proteins involved in DNA repair, protein transporters, receptors, etc.

In a particular embodiment, the transgene of interest is a transgene useful for treating a
liver disease. Accordingly, the transgene of interest is the hepatic enzyme bilirunin

glucuronosyl transferase useful for treating the Criggler-Najjar syndrome.

As used herein, the term "promoter" refers to a DNA sequence that determines the site
of transcription initiation for an RNA polymerase. A promoter useful in the present invention
may comprise a RNA polymerase III promoter that can provide high levels of constitutive
expression across a variety of cell types and will be sufficient to direct the transcription of a
distally located sequence, which is a sequence linked to the 3' end of the promoter sequence in
a cell. Suitable promoters include, for example, constitutive, regulated, tissue-specific or
ubiquitous promoters, which may be of cellular, viral or synthetic origin, such as CMV, RSV,

PGK, EF1[alpha], NSE, synapsin, [beta]-actin, GFAP, and the like.

In one embodiment, the first promoter and the second promoter are ubiquitous strong
promoters. Accordingly, the first promoter may be the human cytomegalovirus (CMV)
promoter and the second promoter may be PGK promoter. Alternatively, the liver specific

mTTR promoter can also be used.

In relation to the present invention, the repressor is thus operatively linked
downstream of a promoter and upstream of at least one tissue-specific miRNA target
sequence to form a sequence that can be used to prevent translation of the transgene in the

presence of a corresponding tissue-specific miRNA expressed in a desired cell.

In one embodiment, the operator is a tet operator sequence.
Said tet operator sequence comprises from two to ten, preferably from five to nine,

even more preferably seven tetO binding sequences.
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Preferably, said tetO binding sequences are in tandem. Each adjacent tetO binding
sequences may be spaced from each other the same distance in the same nucleic acid
sequence. The distance between the two or more tetO adjacent binding sequences may also

vary and/or may be modified to achieve a desired degree of regulation efficiency.

In relation to the present invention, the transgene of interest is thus operatively linked
downstream of a promoter and downstream of a tet operator sequence to form a sequence that
can be used to control expression of the transgene in the presence of a repressor.

Alternatively the tet operator may be placed in within the lentiviral LTR as described
in the WO 2007/000668. In this case, after reverse transcription, the tet operator is present at

both sides of the proviral genome integrated in infected cells.

In another embodiment, the tet operator sequence is operatively linked to a promoter
to form a sequence, including operatively linked tet-O sequences, a promoter and a transgene,

that can be used to control expression of said transgene in the presence of a repressor.
It should be further noted that in another embodiment the both sequences previously
described may also be carried out in two distinct nucleic acid constructs. Such embodiment

may be useful for in vitro and ex vivo experiments.

Vector comprising the nucleic acid constructs of the invention:

The nucleic acid constructs of the present invention may be used to deliver in the

transgene of interest to a site or cell of interest. For this purpose, a vector may be used.

A vector is thus a tool that allows or facilitates the transfer of an entity from one
environment to another. By way of example, some vectors used in recombinant DNA
techniques allow entities, such as a segment of DNA (such as a heterologous DNA segment,
such as a heterologous cDNA segment), to be transferred into a target cell. Optionally, once
within the target cell, the vector may then serve to maintain the heterologous DNA within the
cell or may act as a unit of DNA replication. Examples of vectors used in recombinant DNA

techniques include plasmids, chromosomes, artificial chromosomes or viruses.
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It should be further be noted that a vector according to the present invention include a

viral or non-viral vector.

Non-viral delivery systems include but are not limited to DNA transfection methods.
Transfection includes a process using a non-viral vector to deliver a gene to a target cell.
Typical transfection methods include electroporation, DNA biolistics, lipid-mediated
transfection, compacted DNA-mediated transfection, liposomes, lipofectin, cationic agent-

mediated, cationic facial amphiphiles (CFAs) and combinations thereof.

Viral delivery systems include but are not limited to an adenovirus vector, an adeno-
associated viral (AAV) vector, a herpes viral vector, a retroviral vector, a lentiviral vector, a

baculoviral vector as well as a virus-like particle (VLP).

In one particular embodiment, the vector is a lentiviral vector such as a lentiviral
vector selected from the group consisting of Human Immunodeficiency Virus (HIV), e.g.

HIV-1 or HIV-2, and Simian Immunodeficiency Virus (SIV).

Viral delivery systems and to produce them are known by those skilled in the art
In this context, such systems and methods have already been disclosed: for example,
international patent application N° WO 2007/000668, which is incorporated herein by
reference, describes the major examples of viral delivery systems useful in the context of the

invention as well as the methods to produce them.

In another particular embodiment, the vector is a virus-like particle (VLP).
Where virus-like particle are being used, they may be prepared according to
techniques known in the art and for example as described in the international patent

application published under n® WO 02/34893, which is incorporated therein by reference.

Therapeutic uses of the vectors of the invention:

As is apparent from the foregoing, the above-defined vectors can be used for the in
vivo or ex vivo transfer of a transgene of interest to cells.
Accordingly, the vector is particularly indicated for treating diseases either by direct

administration of the vector particle to the patient afflicted by such a disease, or by
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administering cells, in particular cells originating from the individual afflicted by such a

disease, which have been contacted ex vivo with the vector.

Another aspect of the invention relates to a vector of the invention for use as drug.

As previously mentioned, the transgene of interest is selected in the group consisting
of enzymes, blood derivatives, hormones, chimiokines, interleukins, growth factors,
neurotransmitters or their precursors, trophic factors, tumor suppressor genes, factors
involved in clotting, proteins involved in DNA repair, protein transporters, receptors, etc.

Therefore, a vector of the invention is useful for treating any pathology caused by an
insufficient expression of a particular protein or a mutation resulting in a protein that is
inactive or weakly active. This kind of pathology usually results from recessive genetic

mutations of a single gene.

The term “patient” as used herein denotes a mammal. Preferably, a patient according

to the invention is a human.

In the context of the invention, the term "treating" or "treatment", as used herein,
means reversing, alleviating, inhibiting the progress of, the pathology to which such term

applies, or one or more symptoms of such pathology.

Another aspect of the invention relates to an in vitro or ex vivo method for obtaining a

tissue-specific expression of a transgene of interest comprising the following steps:
a) providing a vector of the invention as previously defined, and

b) transferring said vector in a cell or a tissue of interest expressing a

corresponding tissue-specific miRNA.

Therefore, another aspect of the invention relates to a cell infected or transduced with

a vector according to the invention as such.

The invention also relates to a said cell infected or transduced with a vector according

to the invention for use as drug.
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Pharmaceutical compositions

Therefore, the present invention also provides a pharmaceutical composition for
treating a patient by gene therapy, wherein the pharmaceutical composition comprises a
therapeutically effective amount of a vector of the present invention or a cell comprising
thereof. The pharmaceutical composition may be for human or animal usage. Typically, a
physician will determine the actual dosage will be most suitable for the patient and it will vary

with the age, weight and response of said patient.

FIGURES:

Figure 1: Operating principle of the invention.

A: When the cell does not express the tissue-specific miRNA liable to bind to the
corresponding tissue-specific miRNA target sequence, the repressor is translated and
expressed and may therefore bind the operator and prevent the transcription of the transgene.
However in the presence of a tetracyclin analog (Doxycyclin) the binding of the repressor
does not occur any longer and transcription occurs.

B: When the cell expresses the tissue-specific miRNA liable to bind to the
corresponding tissue-specific miRNA target sequence (e.g. miR 122 in hepatic cells), the
repressor is not translated since its mRNA is destroyed caused by the binding of the miRNA

and therefore the transgene may be expressed in said particular tissue.

Figure 2: Schematic diagram of the vectors used. cPPT : Central polypurine tract,
IRES : internal ribosomal entry site, WPRE : woodchuck hepatitis virus post-transcriptionnal,
RRE : rev protein Responsive element, pA : polyadenylation site, CMV : cytomegalovirus,
CAG : CMV immediate enhancer/B-actin, PGK : phosphoglycerate kinase, mTTR : liver-

specific transthyretin promoteur.

Figure 3: GFP expression in cells transduced (293T (A), HUH7 (B), or NR8383
(C)) with the different lentiviral constructs in the presence or absence of doxycycline.
After 10 days of culture, transduced cells were analyzed for GFP expression by FACS.
Results are expressed as a percentage of mean fluorescence intensity (MFI). In tetR-Krab

system, the expression of GFP is optimal in the presence of doxycycline: this corresponds to

100% of the MFI.
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EXAMPLE:

Material & Methods

Constructions of lentiviral vectors: As shown in Figure 2, lentiviral constructs contain
two different expression cassettes. The first cassette contains a ubiquitous promoter driving
the tetR-Krab sequence and the 4 target sequences of miR 122 or 142.3. This cassette has
been placed in reverse orientation with an unidirectional polyadenylation site. The tetO
heptamer sequence is placed between the two cassettes, or in the proviral long terminal
repeats (LTRs) sequences. The second cassette contains the GFP gene under control of a
ubiquitous or specific promoter followed by a woodchuck hepatitis virus post-transcriptionnal
regulatory element (WPRE). This construction was synthesized as a modulary system
including unique restriction sites on both sides of each component. From this plasmid,
different promoter of GFP and TetR-Krab were inserted. All other constructs were generated
from the same backbone (PTKM 3, 7, 9, 10, 12, 13, 15). Our construction has been compared
with a conventional inducible tetR-Krab system that includes GFP gene under control of CAG
promotor (CMV immediate enhancer/B-actin) as part of bicistronic unit comprising the Krab-
based repressor (PLVCT) previously published. In this construct the TetO was inserted into
the U3 region of the 3° LTR.

Production of lentiviral vectors: Lentiviral vector stocks were generated by calcium
phosphate—mediated transient transfection of 293T cells of the vector transfer plasmid, the
packaging plasmid psPAX2, and the vesicular stomatitis virus G protein (VSVG) envelope
protein-coding plasmid pMD2G. Culture medium was collected at 24 and 48 h, aliquoted, and
stored at -80°C until used.

Cell culture and infection: 293T cells, HUH7 cells, and NR8383 were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum, 50 IU/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO2.

2.5.10" cells per well were seeded into 24-well plates and were infected with 100ul of

lentiviral supernatant during 24 hours. Doxycyclin was used at a final concentration of

100ng/ml.
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FACS Analysis: Ten days after infection, transduced cells were analysed for EGFP
expression by FACS. Analysis was performed on an LSRII (Becton Dickinson). Data were

analysed with FlowJo software.

Results

Cell lines from hepatic or non-hepatic origin were transduced with the various vectors
described previously (Figure 2). We used HuH7 cells from human hepatic origin that are
known to strongly express miR122. We also used 293T cells derived human embryonic
kidney as well as cells from rat alveolar macrophage (NR8383 cells). NR8383 cells are part of
the immune system and express miR142. In all cell lines, the expression of GFP was
quantified by FACS analysis and we compared GFP expression in the presence or absence of

doxycycline in each cell line and between the various cell lines (Figure 3).

We compared our system combining a miRNA-mediated approach for restricting gene
expression to a repressor tetR- Krab, with a conventional inducible tetR-Krab system. In this
construction, named PLVCT, The tetR-Krab cDNA was expressed from the ubiquitously
active CAG-promoter as part of a bicistronic transcript also producing the GFP gene. After
transduction with PLVCT, we observed very tight regulation of GFP expression. Indeed, as
other studies have previously shown, in 293T cells and in the absence of doxycycline, the
decrease in GFP MFI is about 98%. However the efficiency varies according to cell types. In

the hepatic cell line, the decrease is 90% but only about 60% in the macrophage of rats.

We tested in different cells line our tetR-Krab regulation system in which the tetR-
Krab mRNA is coupled to target sequences of the miR122 or miR142.

In 293T cells (miR122 "#™ and miR142 ™#"°), we observed in absence of
doxycycline a decrease in mean fluorescence with all construction (Figure 3 A). This
indicates that tetR-Krab protein is produced and will bind to the tetO in the absence of
doxycycline and repress the expression of the GFP. Repression of transcription of GFP gene
is more efficient when the GFP is under the control of a liver-specific transthyretin promoter
(mTTR) rather than under a ubiquitous promoter. Indeed, regarding the PTKM 3 and PTKM
13 constructions that contain ubiquitous promoters driving GFP, there is a decrease in GFP
MEFT of about 50 % in 293 cells. It is worth noting that the mTTR promoter which activity
should be restricted to hepatocytes is leaky in other cell types.
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With lentiviral constructs PTKM 9, 7, 10, 12, and 15 there was a decrease of GFP MFI
of at least of 74 percent. PTKM 9 was the most efficient (GFP MFI decreased of 94%). This
may be due to the fact that PTKM 9 contains a strong promoter (CMV) driving TetR KRAB
expression unlike PTKM 7, 10 and 12 containing a weaker PGK promoter. The difference
between PTKM 9 and 15 is the position of tetO (Figure 2). In PTKM 9, the tetO sequence is
placed upstream of the promoters, between the two diverging cassettes. In PTKM 15, TetO
was inserted into the U3 region of the 3 LTR. During reverse transcription, RNA 3’ U3
region serves as the template for the synthesis of its 5 DNA homologue and the tetO
sequence is duplicated in the integrated provirus. However, our results showed that tPTKM
15 is not more efficient than PTKM 9 suggesting that multiplying tetO sequences does not

seem to impact effectiveness of repression.

In HUH7 cells, (miR122 P*5""* and miR142 "*"°) we observed that in the absence of
doxyxycline there was no variation of GFP in all versions that contain the miR122 target
sequences (Figure 3 B). These results showed that, as expected, the miR122 will bind to its
target sequence and will destroy the mRNA coding for the chimeric repressor. Therefore, with

these constructions, transgene expression can be restricted to hepatic cells.

Lentiviral constructs PTKM 10 and 12, do not contain the miR 122 target sequences.
Consequently, in HuH7 tetR-Krab protein is produced and therefore we observed in the
absence of doxycycline a decrease in MFI with both constructs. This clearly shows that the
absence of tetR-Krab inhibition with the miR122 target containing vectors is actually due to

the presence of the miR122 targets.

In NR8383 cells (miR142 P and miR122 ") in the absence of doxycycline
there was a decrease of GFP MFI of approximately 70% when cells were transduced with
constructs that did not contain the target sequences of the miR 142 (Figure 3 C) . In NR8383
cells infected with PTKM 12 that contains the miR142 target sequence, transgene expression
did not change in the absence of doxycycline. This indicates that the miR142 target sequence

is functional in cells from the hematopoietic lineage.
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Taken together, these results indicate that our new expression system provides
miRNA-based specific expression and high transgene expression in cells from different

tissues.
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CLAIMS:

A nucleic acid construct comprising :

a) a first sequence encoding for a repressor operably linked to a first promoter and

to at least one tissue-specific miRNA target sequence, and

b) a second sequence encoding for a transgene of interest operably linked to a

second promoter and to an operator.

The nucleic acid construct according to claim 1, wherein the tissue-specific

miRNA is a liver-specific miRNA.

The nucleic acid construct according to claim 2, wherein the liver-specific miRNA

1s miR122.

The nucleic acid construct according to any one claims 1 to 3, wherein the

repressor is a chimeric repressor fusion protein.

The nucleic acid construct according to claim 4, wherein the chimeric repressor

fusion protein is the tTR-KRAB protein.

The nucleic acid construct according to any one claims 1 to 5, wherein the operator

is a tet operator sequence.

The nucleic acid construct according to claim 6, wherein the tet operator sequence

comprises seven tetO binding sequences.

A vector comprising a nucleic acid construct as defined in any one claims 1 to 7.

The vector according to claim 8, wherein the vector is a viral vector.

10. A cell infected or transduced with the vector as defined in claim 8 or 9.
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11. A vector as defined in claim 8 or 9 or a cell as defined in claim 10 for use as drug.

12. A vector as defined in claim 8 or 9 or a cell as defined in claim 10 for use in the

treatment of a liver disease.

13. An in vitro or ex vivo method for obtaining a tissue-specific expression of a

transgene of interest comprising the following steps:
a) providing a vector of the invention as defined above, and

b) transferring said vector in a cell or a tissue of interest expressing a

corresponding tissue-specific miRNA.
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ABSTRACT OF THE INVENTION

TISSUE-SPECIFIC REGULATION OF TRANSGENE EXPRESSION

The present invention relates to nucleic acid constructs and vector comprising thereof
for use in gene transfer and therapy applications, and uses thereof for obtaining a tissue-

specific expression of a transgene of interest.
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Discussion

Expression spécifique hépatocytaire

Nos résultats valident la fonctionnalité de notre systéme. Lorsque les séquences
spécifiques du miR-122 sont placées en amont de tTR-KRAB, I’expression de la GFP est
forte au sein de la lignée hépatocytaire alors que dans les lignées non hépatocytaires
I’expression y est réduite. Ainsi dans les lignées hépatocytaires le miR-122 reconnait sa
cible et empéche la synthése de tTR-KRAB.

L’expression du produit du transgene diminue dans les lignées hépatocytaires mais
n’est pas complétement réprimée. Dans le but d’améliorer le systeme de régulation,
I’opérateur TetO a été placé dans la région U3 (PTKM 15). Lors de la transcription inverse,
I'"ARN de la région U3 en 3’ sert de matrice pour la synthése de U3 en 5', ainsi ’opérateur
TetO est dupliqué dans le provirus intégré. Cependant la construction comportant 2 TetO
ne permet pas une répression de la GFP plus importante que dans les constructions qui ne

comportent qu’un seul opérateur.

D’apres les résultats obtenus, 1’efficacité de la répression du produit du transgene
est variable selon les promoteurs utilisés et selon les lignées cellulaires dans lesquelles elles
sont testées. Les forces des promoteurs sont différentes selon les lignées. De plus des
interférences entre les différents promoteurs utilisés peuvent diminuer 1’efficacité du
systéeme de répression. Ainsi, il faudrait placer des promoteurs identiques dans chaque

cassette afin d’eventuellement limiter les intéractions entre eux.
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Systéme permettant d’inhiber la réponse immunitaire d’un produit d’un transgéne ?

Un des obstacles a résoudre pour les approches de thérapie génique in vivo est la
réponse immunitaire vis-a-vis du produit d’un transgéne. En effet I’injection de lentivirus
recombinants pseudotypés VSVG chez I’adulte entraine systématiquement une réponse
immunitaire vis-a-vis du produit du transgéne et ne permet pas 1’expression a long terme de

protéines thérapeutiques (Di Domenico, C. et al., 2005) (Kootstra, N. A. et al., 2003).

Concernant I’AAV, dans certains cas, il peut s’avérer tolérogéne et permettre une
expression a long terme de protéines thérapeutiques c’est le cas par exemple des protéines
secrétées (Cao, O. et al., 2007) (Mingozzi, F. et al., 2003). Cependant certains produits de
transgenes provoquent une réponse immunitaire. C’est le cas de la GFP chez le primate et
le chien (Bell, P. et al.2011) (Gao, G. et al., 2009), (Wang, L. et al. 2010). L’absence ou
non de la réponse immune varie en fonction du produit du transgeéne, de la dose de vecteur
injectée, de la voie d’injection, du promoteur utilisé (spécifique ou non), et du modele
animal utilisé (Martino, A. T. et al., 2009) (Di Domenico, C. et al., 2006). Les souches de
souris utilisées semblent importante : par exemple le facteur IX est trés immunogene chez
la C3H/Hel et la GFP trés immunogene chez la Balb/c (Hoffman, B. E. et al.2011) (Breous,
E. et al.2010).

De nombreuses stratégies sont utilisées pour limiter la réponse immunitaire. Une
des stratégies peut consister a empécher I’expression du produit du transgéne par les
cellules présentatrices d’antigénes. Ainsi, I’utilisation d’un promoteur spécifique qui limite
I’expression du produit du transgéne aux hépatocytes peut dans certains cas éviter une
réponse immunitaire cytotoxique vis a vis du produit du transgene. (Di Domenico, C. et al.,
2006), (Follenzi, A. et al., 2004). Dans certains cas 1’utilisation de promoteurs spécifiques
ne suffit pas a éviter la réponse immunitaire. Lorsque nous injectons du lentivirus mTTR
UGT1AL chez des rats Gunn adultes, nous n’obtenons pas une expression de 'UGTIALI a
long terme (Schmitt, F. et al. 2010). Une autre stratégie plus récente consiste a inhiber
I’expression du produit du transgéne dans les cellules présentatrices d’antigéne en

incorporant dans la cassette lentivirale des sequences cibles du mirl42, qui est exprimé
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seulement dans les cellules immunitaires (Brown, B. D. et al., 2007). Ainsi, nous avons
montré qu’en utilisant des lentivirus porteurs de 1’ ugtlal sous le contr6le d'un promoteur
spécifique du foie, ainsi que 4 copies de la séquence cible de miR-142, nous avons été en
mesure d'obtenir une normalisation complete et permanente des taux de bilirubine sérique
apreés injection chez le rat Gunn (Schmitt, F. et al. 2010). Mais avec certains transgenes
vehiculés par le lentivirus recombinant, comme le facteur VIII, I’utilisation du mir142 n’est
pas suffisante pour empécher la réponse immunitaire vis-a-vis du produit du transgene

(Matsui, H. et al.2011). De plus, cette stratégie n’a pas été encore démontrée avec I’AAV.

Notre systéme pourrait permettre d’empécher une réponse immunitaire vis a vis du
produit d’un transgene. En effet les transactivateurs sont souvent immunogenes (Le Guiner,
C. et al,, 2007) (Latta-Mahieu, M. et al., 2002). Dans notre cas nous espérons qu’une
réponse immunitaire sera dirigée contre le tTR-KRAB qui est seulement exprimé dans les
cellules non hépatocytaires. Ainsi seules les cellules non hépatocytaires exprimant tTR-

KRAB seront éliminées.
Ce systeme, pourrait donc étre un moyen pour obtenir une expression hépatocytaire

forte, spécifique et a long terme. Le prochain axe de travail sera donc de tester cette

construction et d’analyser son efficacité in vivo.
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Bilan général et perspectives

Ce n’est qu’au milieu du 19e¢ siécle que des premiers écrits soulignent la capacité du
foie a réparer spontanément certaines lésions (Cruveilhier et Andral). Les avancés
scientifiques au cours des derniéres decennies, nous permettent de mieux comprendre
I’extraordinaire capacité de régénération de cette organe complexe, régénération orchestrée
par un réseau d’interactions cellulaires impliquant de multiples voies de signalisations.
Longtemps on a pensé qu’en condition physiologique ou qu’aprées Iésions hépatiques Seuls
les hépatocytes étaient capables de restaurer la masse et la taille du foie. Mais aujourd’hui
ce dogme est controversé puisqu’il y a quelques mois, une équipe a montré I’implication de
cellules hépatiques progénitrices SOX9" lors de la croissance physiologique du foie ou
aprés lésions hépatiques au CCl4 (Furuyama, K. et al. 2011). Ainsi en condition non
pathologique, la masse et la taille du foie sont restaurées ou par les hépatocytes eux-mémes
ou par des cellules souches a ce jour encore mal caractérisées. En condition pathologique
lorsque la prolifération hépatocytaire est bloquée, il est admis que les cellules ovales dont
I’origine reste indéterminé€e, restaurent la masse et la taille du foie. D’autres cellules
nommeées SHPCs sont considérées par certains comme une nouvelle population de cellules
souches hépatiques, mais notre étude a démontré que ces cellules proviennent d’

hépatocytes résidents résistants a la rétrorsine.

La recherche fondamentale concernant les cellules souches adultes hépatiques
permet d’élargir notre champ de connaissance concernant les mécanismes de régénération
hépatique en conditions physiologiques mais aussi en conditions physiopathologiques, et
donc par exemple de mieux comprendre la survenue de tumeurs hépatiques etc....
Néanmoins c’est surtout pour leur potentiel thérapeutique que les cellules souches

hépatiques sont au coeur des recherches actuelles.
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L hépatocyte a une capacité de réplication telle qu’il pourrait presque étre considéré
comme une cellule souche monopotente. La transplantation d'hépatocytes a été proposée
comme alternative a la transplantation hépatique. Cependant les essais cliniques restent peu
nombreux et pour le moment, chez ’homme la transplantation d’hépatocytes a permis
simplement de suppléer partiellement la fonction hépatique. Les limitations majeures sont
I’absence d’expansion des hépatocytes in vitro et le manque de disponibilité de foie humain
comme source de cellules. Ainsi, la transplantation de cellules souches hépatiques pourrait
étre une alternative a la greffe d’hépatocytes pour le traitement des maladies métaboliques
séveres. L’utilisation des cellules ovales en thérapie cellulaire n’est pas enviseageable
actuellement du fait de leur possible implication dans la formation de tumeurs hépatiques.
Finalement, I’'une des pistes prometteuses concerne les cellules souches de la moelle
osseuse ou du tissu adipeux douées d’une grande plasticité, et qui se sont montrées capables
de repeupler le foie par des phénomenes de fusion et de transdifférenciation. Un autre axe

de recherche est I’utilisation des IPS, qui ont la capacité de se différencier en hépatocytes.

La thérapie cellulaire pour les maladies hépatiques héréditaires se heurte a une
difficulté majeure qui est I’implantation d’une proportion suffisante de cellules dans le foie
du receveur en I’absence d’avantage selectif donné aux cellules greffées. Ainsi, la thérapie
cellulaire est efficace dans des modéles dans lesquelles les cellules greffées ont un avantage
prolifératif sur les hépatocytes résidents comme par exemple dans la tyrosinémie
héréditaire de type 1. Pour les maladies hépatiques héréditaires sans avantage selectif,
comme c’est le cas pour la maladie de Crigler Najjar, la thérapie génique in vivo reste a

I’heure actuelle une stratégie de choix.

Nous avons développé depuis plusieurs années différentes stratégies de thérapie
génique pour le traitement de maladies métaboliques héréditaires en utilisant différents
vecteurs viraux testés notamment chez le rat Gunn, modéle de la maladie de Crigler Najjar.
Le rat Gunn a été traité avec un oncorétrovirus murin mais ce vecteur sera difficilement
utilisable en clinique pour traiter des patients adultes puisqu’il n’infecte que des cellules en
division. L’utilisation du lentivirus recombinant pseudotypé VSVG représentait alors pour
nous une alternative puisqu’il était décrit comme infectant des cellules quiescentes.

Malheureusement les hépatocytes quiescents sont peu permissifs a I’infection lentivirale.
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Le lentivirus recombinant pseudotypé VSVG semble ainsi tout comme 1’oncorétrovirus
difficilement utilisable pour traiter les patients adultes dans lequel le foie est quiescent.
Néanmoins, nous avons montré dans notre étude qu’il existe une amélioration de la
transduction lentivirale hépatocytaire lors de la phase d’initiation ou pendant 1’interphase
du cycle cellulaire. Ainsi, pour les applications cliniques, ce vecteur semble mieux adapté
pour traiter les nouveaux nés ou certaines maladies métaboliques d'origine hépatique dans

lequel le foie est en régénération comme c’est le cas dans la maladie de Wilson.

En ce qui concerne la maladie de Crigler Najjar, parmi les vecteurs de transfert de
génes ’AAV semble le plus approprié pour un traitement thérapeutique chez le patients
adultes. D’ailleurs, un essai clinique Européen de thérapie génique pour la maladie de
Crigler Najjar de type 1 fondé sur le transfert de genes dans le foie par des AAV8sc
recombinants porteurs du géne de 1’ugtl sous contrdle d’un promoteur foie spécifique LP1,
est prévu en 2012. Nous fondons beaucoup d’espoir dans cet essai clinique qui nous
I’espérons permettra aux malades de retrouver une vie normale grace a une correction de
leur bilirubinémie. De plus, si cet essai s’avere étre efficace, il pourra ensuite étre appliqué

a d’autres maladies métaboliques héréditaires du foie.
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Régénération hépatique en conditions normales et pathologiques : Analyse des lignages
cellulaires et étude des effets sur la transduction lentivirale.

Résumé

Le foie a une extraordinaire capacité de régénération. Aprés hépatectomie partielle, chaque
hépatocyte peut se diviser permettant ainsi la restauration de la masse hépatique. Chez le rongeur
certaines drogues inhibent la prolifération hépatocytaire aprés hépatectomie. L’intoxication au 2-
acéetylaminofluorene (2-AAF) conduit a la prolifération hépatique de cellules progénitrices, les cellules
ovales. L’administration de rétrorsine, conduit & la prolifération de SHPCs (Small Hepatocyte-Like
Progenitor Cells). Le but de notre étude était de mieux comprendre 1’origine ou le devenir de ces
cellules en réalisant une étude de lignage cellulaire par marquage génétique. Nous avons montré
qu’apres intoxication a I’AAF, les cellules ovales restaurent la masse du foie en se différenciant en
hépatocytes et en cellules des canaux biliaires, et qu’aprés intoxication a la rétrorsine, les cellules a
I’origine de la régénération ne sont pas des cellules souches mais des hépatocytes résistants a la
rétrorsine.

Pour traiter les maladies monogéniques métaboliques héréditaires, une des stratégies est
d’utiliser le lentivirus recombinant mais il transduit mal les hépatocytes quiescents. Notre but était de
mieux comprendre la relation entre I’efficacité de transduction lentivirale et le cycle cellulaire
hépatique. En initiant le cycle cellulaire des hépatocytes avec de 1’acide cholique, ou en le bloquant
avant la mitose avec de la rétrorsine, nous avons observé une bonne transduction lentivirale. Ainsi,
nous avons montré que les lentivirus recombinants infectent de fagon efficace les hépatocytes en
interphase et que la mitose n’est pas nécessaire pour la transduction lentivirale hépatocytaire.

Régénération hépatique, lignage cellulaire, cellules souches adultes, transfert de genes, transduction
lentivirale.

Liver regeneration in normal and pathological conditions: Analysis of cell
lineages and study of the effects on lentiviral transduction

Abstract

Liver has an extraordinary regeneration capacity. After partial hepatectomy, each hepatocyte
can divide allowing the restoration of the hepatic mass. In rodent some drugs inhibit hepatocyte
proliferation after hepatectomy. Intoxication with 2-acetylaminofluorene (2-AAF) leads to the
proliferation of hepatic progenitor cells, oval cells. Administration of retrorsine leads to the
proliferation of SHPCs (Small Hepatocyte-Like Progenitor Cells). The aim of our study was to better
understand the origin and fate of these cells by performing a study of cell lineage by genetic labelling.
We showed that after intoxication with AAF, oval cells restore liver mass by differentiating into
hepatocytes and biliary duct cells, and after retrorsine intoxication, the cells responsible for
regeneration are not stem cells but retrorsine-resistant hepatocytes.

To treat monogenic inherited metabolic diseases, one possible strategy is to use recombinant
lentivirus, but this vector poorly transduces quiescent hepatocytes. Our goal was to better understand
the relationship between the lentiviral transduction efficiency and cell cycle in the liver. By initiating
the cell cycle of hepatocytes with cholic acid, or by blocking it before mitosis with retrorsine, we
observed a good lentiviral transduction. Thus, we showed that recombinant lentiviruses efficiently
infect hepatocytes in interphase and that mitosis is not necessary for lentiviral transduction of
hepatocytes.

Hepatic regeneration, cellular lineage, adult stem cells, gene transfer , lentiviral transduction.

Virginie Pichard-Inserm 948-Laboratoire de Biothérapies Hépatiques-CHU Hotel-Dieu-NANTES.
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