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MTI : Médicaments de Thérapie Innovante

NHDF : Normal Human Dermal Fibroblast

NHE] : Non-Homologous End-Joining

NK : Natural Killer (type de lymphocyte)

NLS : Nuclear Localization Signal

OGM : Organisme Génétiquement Modifié

PAC : Phage Artificial Chromosome

PAM : Protospacer Adjacent Motif

PAMAM : PolyAMidoAMine

PBS : Primer Binding Site

PDMAEMA : Poly[2-(DiMethylAmino) Ethyl MethAcrylate]
PEI : PolyEthylenImine

PGK : PhosphoGlycérate Kinase

PLL : Poly(L-lysine)

PLP : Pyridoxal 5’-Phosphate

PTC : Premature Termination Codon

PTM : Pre-Trans-splicing Molecule

RAN-GTP : RAs-related Nuclear protein-Guanosine TriPhosphate
RISC : RNA-Induced Silencing Complex

RNA:i : RNA interference

RRE : Rev Responsive Element



RV : Retrovirus

RVD : Repeat Variable Diresidue

SA : Splice Acceptor

SD : Splice Donor

shRNA : short hairpin RNA

siRNA : small interfering RNA

SKP2 : S-phase Kinase-associated Protein 2

SMaRT : Spliceosome-Mediated RNA Trans-splicing
TALEN : Transcription Activator-Like Effector Nuclease
TK : Thymidine Kinase

tracrRNAs : transactivating crispr RNAs

TRBP : TAR (HIV) RNA Binding Protein 2

UTR : UnTranslated Region

VSV-G : Virus de la Stomatite Vésiculaire

WAS(P) : Wiskott-Aldrich Syndrome (Protein)

YAC : Yeast Artificial Chromosome

ZEN : Zinc Finger Nuclease



Introduction

Depuis toujours, 'Homme a cherché des remédes efficaces contre la douleur
et la maladie. La complexité et l'efficacité des traitements disponibles ont évolué
parallelement a sa connaissance du corps humain et des pathologies : s'inspirant dans
un premier temps des ressources naturelles, plantes médicinales, tissus animaux et
dérivés, il s’est tourné au début du XIXe siecle vers la chimie de synthése et
d’hémisynthese. Cela a donné lieu a une premiere révolution dans la pratique médicale :
le développement des antibiotiques, premiere classe de médicaments capables de traiter
la cause d'une pathologie, sans se limiter aux symptomes. Au XXe siécle, les découvertes
de la structure de ' ADN en 1953, et de la technologie de 'ADN recombinant dans les
années 1970, ont fondé les bases d'une nouvelle génération de traitements: les
médicaments biologiques, ou 1'avenement de I'utilisation de ' ADN et des protéines en
tant que médicaments.

Cette nouvelle catégorie de médicaments présente un important potentiel
d’applications thérapeutiques, allant de la prévention des infections (vaccinologie) aux
thérapies anticancéreuses, en passant par le traitement des pathologies d’origine
génétique. Ces dernieres étant caractérisées dans la plupart des cas par des symptomes
multiples et séveres, les traitements symptomatiques parviennent difficilement a
soulager les patients. Seule la correction de I'anomalie génétique causale peut permettre
d’envisager une amélioration clinique significative et pérenne: tel est I'objectif de la
thérapie génique.

Cette voie thérapeutique, qui consiste en l'introduction de séquences d’acides
nucléiques dans des cellules afin de modifier leur expression génomique, a déja fait la
preuve de son efficacité dans de nombreuses études in vitro et in vivo, pour le traitement
de pathologies génétiques d’origines diverses. Dans la présente these, qui s'inspire des
travaux que jai réalisés au cours de mon stage de Master 2, nous proposons de
développer le concept de la thérapie génique en application au traitement de
I'’hyperoxalurie primitive de type 1, pathologie génétique d’origine hépatique présentant
des répercussions morbides sur le rein, qui se traduisent principalement par une
accumulation de cristaux d’oxalate de calcium responsables d’insuffisance rénale chez
les patients.

Dans une premiere partie dédiée aux généralités, nous étudierons les
caractéristiques de 1'hyperoxalurie primitive de type 1, en termes moléculaires et
cliniques, ainsi que le concept de la thérapie génique, depuis son origine jusqu’a ses
applications pratiques, en déclinant les différents modes d’administration et d’action des
produits de thérapie génique. Dans une seconde partie, nous aborderons les travaux
réalisés en laboratoire, dans le cadre du développement d'un projet de correction
génique ciblée de cellules dérivées de patients atteints d’hyperoxalurie primitive de
type 1, ainsi que les premiers résultats obtenus et les perspectives du projet de recherche.
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Chapitre 1 : L’hyperoxalurie primitive de type 1

I- Physiopathologie et présentation clinique

Les néphrolithiases regroupent un ensemble de pathologies caractérisées par
une accumulation de cristaux insolubles (constitués dans la plupart des cas d’oxalate
de calcium) dans le tractus urinaire. Certaines néphrolithiases sont liées a des
anomalies métaboliques congénitales ; les répercutions cliniques sont trés variables,
depuis la formation de cristaux occasionnels éliminés dans les urines jusqu’a
I'apparition d’atteintes rénales séveres (Cochat et al., 2010b). Parmi elles, les
hyperoxaluries primitives représentent un groupe de maladies congénitales
caractérisées par une augmentation de la synthese et de 1'excrétion d’oxalate, suivies
par un dépot de cristaux insolubles d’oxalate de calcium dans les reins et le tractus
urinaire (Danpure, 2001).

L’hyperoxalurie primitive de type 1 (ou Primary hyperoxaluria type 1 « PHI »,
MIM 259900) est une pathologie autosomale récessive rare du métabolisme, dont la
fréquence est de 1 cas pour 120 000 naissances dans le monde (soit une prévalence de
1,04/ million d’habitants) et le sex-ratio M/F est de 1,33. En France, la prévalence de
la PH1 est de 1 cas pour 120 000 naissances vivantes. Cette maladie est associée a une
oxalose systémique due au déficit fonctionnel d'une enzyme spécifique du
peroxysome des hépatocytes, l'alanine glyoxylate aminotransférase (AGT,
EC 2.6.1.44) (Danpure, 2001 ; Société de Néphrologie, consulté le 22.09.15). L’AGT est une
protéine composée de 392 acides aminés, de masse relative 43 kD ; elle appartient a la
famille « Fold Type I family of PLP-enzymes » et fonctionne en homodimere, dont
chaque sous-unité contient un site de liaison au pyridoxal 5-phosphate (PLP ou
Vitamine B6), son cofacteur (Zhang et al., 2003). Chaque monomere protéique peut
étre subdivisé en un large domaine N-terminal (résidus 1 a 282) composé de
I'interface de dimérisation et de la plus grande partie du site actif, associé a un
domaine C-terminal plus court (résidus 283 a 392) qui contient la totalité des
informations nécessaires au ciblage du peroxysome ainsi qu'un couple de résidus
contribuant a la structure du site actif. Les 20 premiers résidus qui composent le large
domaine d’'un monomeére forment un bras N-terminal qui enveloppe la surface du
domaine N-terminal de la sous-unité opposée. L’AGT partage cette structure avec
certaines « PLP-enzymes » de la méme famille (Montioli et al., 2012).

Le gene AGXT codant pour ’AGT humaine est situé au locus 2q37.3; il
comprend 11 exons s’étendant sur environ 10kb (Purdue et al., 1991). De nombreux
variants/mutants du gene AGXT ont été identifiés chez les patients atteints de
PH1 : variants polymorphes, mutations non-sens et faux-sens, mutations des sites
d’épissage, délétions et insertions (Williams et al., 2009). Dans le projet expérimental
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de la these, nous nous sommes intéressés particulierement aux mutations faux-sens
liées a des substitutions, dont la liste établie a ce jour est présentée en figure 1.

Cys178Tyr

Gly82Glu Asp183Asn
Gly82Arg Seéilsf;gAe
i i
Hgﬁg\srfys Xﬂetlgfngeu Gly349Asp
Leul01Pro Met195Arg Gly350Asp
Trpl108Arg Argl97Gin Leu359Pro
Gly109val Asp201Glu 1le279Thr Arg360Gin
Argl11Gin Ser205Pro lle279Met Gly362Ser
Argl12Asp Ser205Leu GIn282His Ala368Thr
Gly1l16Arg ‘ Gly216Arg GIn282Arg Leu384Pro
| IAsp129H|5 ferZIBLeu I |
N-terminal
INlgP¥ extension Large domain Small domain -COOH
I Ser81leu ICy5173Tyr ISer275Arg I lle340Met
Prollleu Thr70Asn Gly170Arg Glu274Asp Val366Asp
Gly63Arg Leu166Pro Leu269Pro Pro319Leu
lle56Asn Gly161Arg His261GIn Leu298Pro
Gly7Arg Gly161Cys Cys253Arg Ala295Thr
Gly161Ser 11e244Thr Arg289C
Gly426Glu 1581 Asp243His (38611
ly41Arg Ser18leu Arg233Cys Arg289His
Gly41Glg LG'E;‘}A{E Arg233H1s Ser287Thr
Gly41val At asva Arg233Leu Leu284Pro
Arg36His Phel52lle Ser221Pro
Argaclys Leu150pro le220Phe
Leu26Pro lu141Asp
Leu25Arg

Figure 1 : Cartographie des substitutions pathologiques affectant 'enzyme AGT, découvertes chez
des patients atteints de PH1 (d’aprés Oppici et al., 2015). Les modifications des acides aminés
indiquées sont disposées selon la répartition des résidus correspondants au sein des monomeres de la
protéine AGT.

Chez I'Homme, 'AGT catalyse la transformation irréversible de 1'alanine et
du glyoxylate en pyruvate et glycine, respectivement, au sein du compartiment
peroxysomal des hépatocytes matures.

Dans les hépatocytes des patients atteints de PHI, le glyoxylate n’est pas
converti efficacement en glycine par I’AGT ; il est alors oxydé en oxalate par la lactate
déshydrogénase, conduisant a une hyperoxalémie et une hyperoxalurie. Chez les
étres humains, l'oxalate ne peut pas étre métabolisé (on parle d’impasse
métabolique) et son excrétion urinaire est associée a une accumulation progressive de
cristaux d’oxalate de calcium insolubles dans le rein et le tractus urinaire. Ces dépots
conduisent a l'apparition de néphrolithiases (présence de « calculs » ou cristaux
d’oxalate de calcium dans le rein), néphrocalcinoses (dépots d’oxalate de calcium
dans le parenchyme rénal), dommages tissulaires systémiques et perte de fonction
rénale (Hoppe et al., 2009) (Figure 2).
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Figure 2 : Métabolisme du glyoxylate dans 1’hépatocyte, et conséquences de sa dérégulation dans
I'hyperoxalurie primitive de type 1 (schémas des structures anatomiques dérivés de la Banque
d’images PowerPoint de Servier, consultée le 14.10.15). AGT : alanine glyoxylate aminotransférase ;
HP1 : hyperoxalurie primitive de type 1 ; LDH : lactate déshydrogénase.

L’hyperoxalurie primitive de type 1 est généralement diagnostiquée dans
I'enfance : elle se manifeste dans la majorité des cas par une lithiase rénale, révélée
par des douleurs abdominales, des hématuries et/ou une infection urinaire.
L’échographie rénale, systématique devant ces symptdmes, permet d’identifier la
présence de néphrocalcinoses et de néphrolithiases. En complément du diagnostic
clinique, différents parametres biologiques sont mesurés: la cristallurie (cristaux
d’oxalate de calcium monohydratés), I'oxalurie et I’oxalémie. Enfin, le diagnostic de
certitude correspond a I'étude des mutations du gene AGXT, ou génotypage (Cochat P.,
consulté le 23.09.15 ; Société de Néphrologie, consulté le 22.09.15).

Si la prise en charge de la pathologie est insuffisante pour ralentir sa
progression, 1'évolution de la PH1 se traduit par une oxalose systémique, conduisant
a des manifestations cliniques telles que des anomalies de conduction cardiaque, une
calcification vasculaire avec gangrene distale, un trouble de la vision, des nodules
cutanés et une atteinte ostéo-articulaire (Orphanet, consulté le 23.09.15).

II- Traitements actuels et perspectives

Des stratégies conduisant a une réduction de la production d’oxalate ou a une
dégradation de I'oxalate en exces peuvent étre bénéfiques en vue du traitement de la
PH1. Cependant, il a été estimé qu'une correction équivalente a plus de 75% de la
masse totale du foie des patients est nécessaire pour diminuer la production
d’oxalate en-dessous du seuil cristallogéne.

Dans l'objectif de ralentir la progression de la PHI, des traitements
symptomatiques peuvent étre envisagés, tels qu'une hyperdiurese, un régime a faible
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apport en oxalate (réduction de lingestion de chocolat, épinards, rhubarbe,
vitamine C), et l'utilisation d’inhibiteurs de la cristallisation (citrate de potassium,
magnésium).

En terme curatif, le traitement le plus efficace actuellement disponible
correspond a la greffe hépatorénale allogénique, qui constitue une thérapie de
remplacement en restaurant l'activité hépatique de ’AGT (Bergstralh et al., 2010 ;
Cochat et al., 2010a). Cependant, cette voie thérapeutique est sujette a d’importants
facteurs de variabilité (dge du patient, dialyse) et est limitée par la disponibilité de
greffons compatibles, une morbidité et une mortalité significatives, ainsi que la
nécessité a long terme d’agents immunosuppresseurs.

Une alternative intéressante correspond a la transplantation d’hépatocytes
autologues génétiquement corrigés, levant les questions de disponibilité et de
morbidité liées a la greffe hépatique orthotopique. Cependant, le manque de
systemes de cultures cellulaires efficaces pour amplifier et maintenir in vitro des
hépatocytes matures, totalement différenciés, constitue un obstacle majeur pour les
recherches concernant le traitement des maladies hépatiques (Puppi et al., 2011). De
plus, la question du mode de correction des cellules est a considérer. En effet, si la
mise en place d'un traitement pharmacologique est envisageable chez certains
patients, via un supplément en vitamine B6 qui favorise l'activité résiduelle des
enzymes AGT (formes « vitamino-sensibles ») ou 1'apport de molécules chimiques
chaperonnes telles que la bétaine (substance végétale extraite de la betterave) qui
augmente la solubilité des protéines mutées et réduit leur tendance a former des
agrégats inactifs (Santana et al., 2003), seule la correction de I’anomalie génétique peut
conduire a une amélioration clinique pérenne.
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Chapitre 2 : La thérapie génique

I- Définition et émergence du concept

La thérapie génique peut étre définie comme un ensemble de stratégies
permettant de délivrer des acides nucléiques (ADN ou ARN) au sein de cellules
spécifiques, dans 1'objectif de modifier I'expression génique d'un individu afin de
traiter une pathologie déterminée. Elle appartient au domaine de la recherche
biomédicale visant a traiter directement les causes des pathologies d’origine
génétique (Jones et al., 2015 ; ASGCT - American Society of Gene & Cell Therapy, consulté le
06.08.2015) (Figure 3). La thérapie génique se distingue donc des approches médicales
traditionnelles qui, a l'exception des antibiotiques, sont destinées a traiter
uniquement les symptomes d"une maladie.

Gene Delivery
Vector

Early Endosome

‘ \ Late Endosome

Endocytosis

Lysosome
Ribosome \ g
@ mRNA Escape
N—
Transcription
—>
e pDNA Endolysosome
S0
Nuclear E.E
Pore 2o i
Nucleus siRNA/ miRNA
owo —p B
RISC

Figure 3 : Représentation schématique du processus général de la thérapie génique (Jones et al.,
2015). Exemple de délivrance des acides nucléiques par des vecteurs non viraux. Apres
franchissement de la membrane cytoplasmique, les séquences d’acides nucléiques sont libérées dans le
cytoplasme cellulaire. Les séquences d’ARN restent dans le cytoplasme o1 elles peuvent étre traduites
en protéines par les ribosomes, ou incorporées dans le complexe RISC (RNA-Induced Silencing
Complex) afin d’interférer avec 1'expression du génome cellulaire. Quant aux séquences d’ADN, leur
expression nécessite le passage de la membrane nucléaire afin d’atteindre le noyau, ot elles peuvent
s’intégrer ou non au sein du génome de la cellule hote. L’ensemble des notions évoquées sera décrit
dans la suite de la thése.
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Historiquement, le concept de thérapie génique puise son origine dans la
découverte de la technologie de ’ADN recombinant dans les années 1970, qui a
permis aux scientifiques d’accéder a une meilleure connaissance du génome, et
d’envisager sa manipulation. Il a ainsi été possible d'isoler les genes, de caractériser
leur expression, et d’identifier des mutations impliquées dans les pathologies
humaines. Un exemple d’avancée marquante de «l'ére génomique » correspond au
séquencage du génome humain, achevé en avril 2003 (Gros F, 2015 ; Site du Genoscope,
consulté le 10.08.15).

Apres avoir entrepris avec succes l'exploration du fonctionnement et des
dysfonctionnements du génome, la communauté scientifique s’est tournée vers une
application clinique de ces connaissances et technologies nouvelles, présentant un
potentiel significatif dans le traitement des pathologies d’origine génétique. Si dans
un premier temps, la thérapie génique a été envisagée pour pallier un gene déficient
afin d’en restaurer la fonction, dans le cas de patients inéligibles a la greffe
allogénique de cellules ou de tissus fonctionnels, aujourd’hui le concept dépasse
largement ce cadre et d’autres fonctions sont exploitées : apport d'un gene suicide en
cancérologie, induction de la prolifération des vaisseaux (maladies vasculaires)
(Richard, 2003).

Apres avoir étudié les différents modes de délivrance des acides nucléiques
thérapeutiques au sein des cellules, nous nous intéresserons aux différents outils
disponibles pour modifier 1'expression génique d’un individu, pour finalement
définir la réglementation s’appliquant aux produits de thérapie génique et les
contraintes inhérentes.

II- Introduction des acides nucléiques dans les cellules cibles

II- 1 Choix des cibles cellulaires de thérapie génique

Les organismes eucaryotes sont constitués de deux grandes catégories de
cellules: les cellules somatiques (non reproductives) et les cellules germinales
(nécessaires a la reproduction sexuée). De facon pratique, il est envisageable de
corriger génétiquement les cellules appartenant a ces deux catégories. Cependant, les
modifications génomiques réalisées au sein des cellules germinales d'un individu
sont transmises a sa descendance, et sont constitutives de I’ensemble des cellules des
organismes appartenant a cette descendance (Gene Therapy Net, consulté le 31.07.15).

Ce type de modification génique, offrant une correction permanente et
transmissible, présente un intérét significatif pour 1'industrie agroalimentaire : mise
au point de lignées de plantes adaptées a la culture en conditions hostiles, et de
cheptels a hauts rendements de production, par exemple. En ce qui concerne
I'Homme, la thérapie génique germinale pourrait permettre d’envisager 1'éradication
de pathologies génétiquement transmissibles chez des familles porteuses de genes
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morbides, et a terme, faire disparaitre ces pathologies de la population mondiale.
Cependant, cette voie thérapeutique souleve des controverses: elle est ainsi
considérée comme hérétique par certaines personnes car « allant contre nature »,
tandis que d’autres émettent des réticences vis-a-vis des conséquences inattendues et
potentiellement néfastes de la transmission des génes corrigés aux générations
futures (Gene Therapy Net, consulté le 31.07.15).

Ainsi, chez I’étre humain, seule la thérapie génique effectuée sur des cellules
somatiques est autorisée, comme cela est mentionné dans la réglementation
européenne (Partie IV de 1’Annexe I de la Directive 2003/63/EC relative aux
médicaments a usage humain, qui modifie la directive 2001/83/EC ; voir sous-partie
« Aspects réglementaires »). Les conséquences de cette stratégie thérapeutique se
limitent a l'individu traité, ce qui améliore leur contrdle ; cependant, les cellules
somatiques se caractérisant par une durée de vie breve, des administrations répétées
du produit de thérapie génique sont nécessaires au maintien de I'effet tout au long de
la vie du patient.

Afin de réduire le nombre d’administrations, il est possible de traiter des
cellules plus immatures que les cellules somatiques différenciées : les cellules souches
somatiques. Si la correction des cellules souches embryonnaires « pluripotentes »
(capables de se différencier en tout type cellulaire issu de chacun des trois feuillets
embryonnaires mésodermique, endodermique et ectodermique) est interdite, car elle
conduit a la transmission de cette correction au sein des cellules germinales, en
revanche la modification génique des cellules souches somatiques « multipotentes »
est autorisée. Ces dernieres apparaissent apres la phase de gastrulation (formation
des feuillets embryonnaires) chez I’embryon, et un faible pourcentage de ces cellules
persiste chez I'adulte ; elles sont incapables de se différencier en cellules germinales,
mais il est en revanche possible de les orienter vers différentes lignées cellulaires
matures issues d'un méme feuillet (celui dont dérivent les cellules souches elles-
mémes). La correction génique d’une cellule souche somatique assure la présence de
cette modification dans le génome de toutes ses cellules filles, ce qui permet de
s’affranchir de la répétition de l'administration du produit de thérapie génique
durant toute la vie de l'individu affecté (Larson and Cohen, 2000). Cette stratégie est
fréquemment utilisée au cours d’études visant a développer des traitements pour des
pathologies sanguines et immunitaires d’origine génétique : les cellules initialement
corrigées correspondent aux cellules souches hématopoiétiques (CSH) adultes,
multipotentes et spécifiques du tissu sanguin. Apres introduction des CSH
génétiquement modifiées dans 1'organisme des patients, celles-ci sont capables de se
différencier en cellules lymphoides (lymphocytes B et T) et myéloides (granulocytes,
monocytes, érythrocytes, thrombocytes) porteuses de la modification ; des résultats
positifs ont notamment été obtenus chez I'Homme dans le traitement du syndrome
de Wiskott-Aldrich (déficit immunitaire primitif lié au chromosome X, consécutif au
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dysfonctionnement du gene WAS codant pour la protéine WASP, régulatrice du
cytosquelette d’actine) (Boztug et al., 2010) et de I'adrénoleucodystrophie liée a I'X
(pathologie cérébrale se traduisant par une démyélinisation progressive, causée par
le dysfonctionnement du gene ABCD1 codant pour la protéine du méme nom, qui
correspond a un transporteur cellulaire se liant a I’ATP) (Cartier et al., 2009).

Il est également envisageable de pratiquer la thérapie génique au sein de
cellules souches somatiques multipotentes feetales, in utero. Cette approche présente
deux avantages majeurs : le nombre de cellules souches somatiques disponibles chez
le feetus est plus important que chez l'adulte, et l'état immature du systeme
immunitaire feetal réduit sa sensibilité aux séquences nucléotidiques exogenes, ce qui
diminue le risque de réponse immunitaire liée a 1’administration du traitement
(Chauhan et al., 2004 ; Larson and Cohen, 2000). Si des approches de thérapie génique
in utero ont été réalisées avec succés dans des modeles animaux, conduisant par
exemple a la réversion du phénotype de fibrose cystique ou mucoviscidose
(pathologie pulmonaire caractérisée par une accumulation de mucus dans les voies
respiratoires, consécutive a une mutation du geéne CFTR ou Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator codant pour un transporteur cellulaire d’ions
chlorures) chez la souris (Larson et al., 1997), de nombreuses étapes (dont la mise au
point du protocole d’administration) restent a maitriser avant d’envisager une
application clinique.

II- 2 Choix du mode d’administration des produits de thérapie
génique

L’administration des produits de thérapie génique peut s’effectuer selon deux
voies distinctes, in vivo et ex vivo, choisies en fonction des caractéristiques du produit
et des cellules cibles, et selon les indications de la stratégie et les objectifs
thérapeutiques a atteindre (Figure 4).
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Figure 4 : Modalités d’administration des produits de thérapie génique (Inserm - Institut National
de la Santé et de la Recherche Médicale, consulté le 14.10.15). A gauche : in vivo, le vecteur de thérapie
génique est directement injecté dans I'organisme du patient a traiter. A droite : ex vivo, le vecteur est
introduit dans des cellules en culture prélevées chez le patient, qui sont finalement réintroduites chez
le donneur apres caractérisation de la correction recherchée. Seules des méthodes de thérapie génique
virale sont indiquées ici, mais les mémes stratégies sont employées lors de 'utilisation de vecteurs non
viraux (voir paragraphes dédiés).

La thérapie génique ex vivo permet de modifier une population cellulaire
précise, et de caractériser les modalités d’expression du transgéne (séquence
nucléotidique exogene responsable de I'effet de la thérapie génique) et de persistance
du vecteur au sein des cellules (intégration génomique ou non, sites d’intégration et
séquences des fragments intégrés).

Cependant, il n’est pas toujours possible de prélever les cellules a corriger :
I'administration du vecteur ne peut pas étre réalisée ex vivo lorsqu’il s’agit de
modifier des cellules cardiaques ou des neurones, par exemple. Il est alors
envisageable d’injecter le vecteur contenant le transgeéne directement dans les
organes cibles, in vivo ; des protocoles empruntant cette voie d’administration ont
notamment été développés dans le cas de l'amaurose congénitale de Leber
(dystrophie héréditaire sévére de la rétine entrainant une diminution précoce et
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progressive de la vision, jusqu’a la cécité), ou l'injection du vecteur contenant le
transgene se fait directement dans la rétine (Maguire et al., 2009). Cette seconde
stratégie expose le patient a une dissémination du transgene plus aléatoire, bien que
de nombreuses stratégies soient maintenant mises en ceuvre afin de cibler et de
contrdler l'effet du transgene (voir sous-partie « Vectorisation et transfert d’acides
nucléiques »), et elle nécessite un suivi du patient a long terme afin de s’assurer de la
bonne maitrise des effets de la thérapie.

En 2006, la mise au point des cellules souches pluripotentes induites ou iPSCs
(Takahashi and Yamanaka, 2006 ; Takahashi et al., 2007) a révolutionné la thérapie
génique ex vivo. Ces cellules résultent de la reprogrammation de cellules somatiques
différenciées vers un stade plus immature, pluripotent ; les cellules souches obtenues
peuvent ensuite étre orientées vers une lignée cellulaire choisie, qui peut étre
différente du type cellulaire dont dérivent les iPSCs. Ce mode de thérapie génique
permet ainsi d’allier un controle exhaustif de la correction génétique présente au sein
des cellules souches induites, et de les différencier en cellules injectées au sein
d’organes jusqu’alors inaccessibles par la voie ex vivo, tels que le coeur (Inserm - Institut
National de la Santé et de la Recherche Meédicale, consulté le 14.10.15). C’est cette approche
thérapeutique qui est envisagée dans le cadre du projet de traitement de
I'hyperoxalurie primitive de type 1, que je développerai dans la seconde partie de
cette these.

II- 3 La pénétration intracellulaire des acides nucléiques

L'un des aspects critiques du processus de thérapie génique correspond au
choix du mécanisme de libération des acides nucléiques au sein des cellules, qui
influence significativement la durée et I'issue du traitement. En effet, pour exercer
leur effet thérapeutique, les acides nucléiques doivent a la fois étre capturés par les
cellules et transloqués sur leur site d’action (le plus souvent, I’ADN est transporté
dans le noyau et I’ARN dans le cytoplasme). Ce processus constitue une étape
délicate a maitriser car il nécessite le franchissement des membranes cellulaires
(constituées d’une bicouche lipidique chargée négativement) réfractaires au passage
des acides nucléiques (polyanions hautement chargés) (Jones et al., 2015 ; Richard,
2003). L'emploi de techniques facilitant la pénétration des acides nucléiques est donc
nécessaire a leur libération intracellulaire.

II- 3.1 Techniques physico-chimiques par transfert direct

Dans un premier temps, les techniques développées ont consisté a augmenter
la perméabilité des membranes, selon différents principes physico-chimiques.

Parmi ces méthodes, celle qui est actuellement la plus utilisée correspond a
I’électroporation. Elle consiste a appliquer une bréve impulsion électrique a une
suspension cellulaire, ce qui induit une différence de potentiel a la membrane et

provoque 'ouverture de pores membranaires (Kotnik et al., 2015). C’est une méthode
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rapide, utilisable chez les cellules procaryotes et eucaryotes, mais qui entraine une
importante mortalité cellulaire (Cao et al., 2010).

Une seconde technique tres répandue consiste a complexer les acides
nucléiques avec des molécules chimiques chargées positivement, telles que le
phosphate de calcium, afin de neutraliser les charges négatives (Mostaghaci et al.,
2015).

Enfin, deux autres méthodes, plus spécifiques, peuvent étre employées pour le
transfert d’acides nucléiques dans les cellules. La microinjection d’une part, consiste
en l'injection de matériel directement dans le cytoplasme ou le pronoyau d’'une
cellule juste fécondée ; elle est particulierement utilisée pour I'obtention d’animaux
transgéniques, ol les acides nucléiques sont injectés au sein de pronoyaux fécondés
qui sont ensuite greffés dans des femelles adoptives pseudo-gestantes (Nakagawa et
al., 2015). La biolistique d’autre part, correspond a une méthode de choix pour
faciliter le passage de la paroi pectocellulosique végétale (Sabatino et al., 2015;
Jinkerson and Jonikas, 2015) ; la technique consiste en une propulsion d’acides
nucléiques (adsorbés sur des particules d’or ou de tungsténe) directement sur les
cellules, sous pression d"hélium.

Si ces techniques sont simples et pour la plupart peu cotteuses, elles se
caractérisent par deux inconvénients majeurs : une faible efficacité de transfert, et des
difficultés d’application in vivo. Cela a conduit les scientifiques a développer de
nouvelles approches pour faciliter le transfert de matériel génétique, consistant en
une « vectorisation » des acides nucléiques (Richard, 2003).

II- 3.2 Vectorisation et transfert d’acides nucléiques

Les «vecteurs » d’acides nucléiques peuvent étre considérés comme des
transporteurs : a l'instar des techniques précédemment évoquées, ils facilitent le
passage du matériel génétique a travers les membranes cellulaires, mais ils jouent en
outre un role de protection de ce matériel face aux composants cellulaires
susceptibles de le dégrader (nucléases, lysosome), et certains sont méme capables de
favoriser significativement l'intégration des acides nucléiques au sein du génome
cellulaire.

Afin d’étre efficace dans le traitement de pathologies d’origine génétique, un
vecteur de thérapie génique doit idéalement répondre a plusieurs spécifications :
1) la sécurité, qu’il est plus facile d’assurer a 1'aide de vecteurs non intégratifs qui
évitent tout risque de mutagénése insertionnelle ; 2) une capacité de production a
grande échelle, de facon simple et a moindre cott; 3) une stabilité au sein des
cellules cibles, ce qui implique une faible tendance a induire des réponses
immunitaires ; 4) une importante capacité d’encapsidation, autorisant I'introduction
de transgénes caractérisés par de longues séquences nucléotidiques, tels que des
genes et éléments de régulation de leur expression (promoteurs, enhancers,
séquences insulatrices) (Alba et al., 2005).
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Afin de répondre a ces exigences, et s’adapter au mieux aux stratégies
thérapeutiques développées, différentes catégories de vecteurs peuvent étre
employées (Figure 5).

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (V)

Adenovirus 22.2% (n=506)

@ Retrovirus 18.4% (n=420)
@ Naked/Plasmid DNA 17.4% (n=397)
@ Vaccinia virus 7.2% (n=165)
® Adeno-associated virus 6% (n=137)
@ Llipofection 5% (n=115)

) Lentivirus 5% (n=114)
@ Poxvirus 4.4% (n=101)
@ Herpes simplex virus 3.2% (n=73)
@ Other vectors 7.6% (n=174)
@ Unknown 3.3% (n=76)

The Journal of Gene Medicine, © 2015 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figure 5 : Emploi des vecteurs dans les essais cliniques de thérapie génique (Wiley | and Sons Ltd.,
consulté le 31.07.15). Le graphique prend en considération 1’'ensemble des essais cliniques de thérapie
génique répertoriés en juillet 2015. On peut considérer que la répartition de I'emploi des vecteurs dans
les essais cliniques refléte celle des projets de recherche en thérapie génique.

Comme le montre la figure 5, les vecteurs de thérapie génique sont répartis en
deux catégories : viraux et non viraux (ou synthétiques). Si les technologies non
virales se caractérisent par une flexibilité supérieure, ainsi qu'une cytotoxicité et une
immunogénicité plus faibles que les vecteurs viraux, leur manque d’efficacité dans le
franchissement des barrieres cellulaires ne leur a pas permis dans un premier temps
d’atteindre des résultats cliniques équivalents aux vecteurs viraux, ce qui a conduit a
un désintérét vis-a-vis de ces techniques. Cependant, des avancées récentes en termes
de technologies des vecteurs et de chimie des acides nucléiques ont modifié les
connaissances des systémes non viraux, laissant envisager une importance nouvelle
de ces systémes dans le domaine de la thérapie génique (Jones et al., 2015).

Les paragraphes suivants proposent une description des différents types de
vecteurs employés dans les protocoles de thérapie génique en développement, ainsi
que des exemples d’applications des technologies utilisées.

II- 3.2.1 Vecteurs viraux
Les vecteurs viraux peuvent étre définis comme des virus modifiés
génétiquement afin de transférer et d’exprimer leurs propres geénes ou des genes
étrangers. Ils sont principalement employés pour transférer du matériel génétique au

sein de cellules, telles que les cultures de cellules primaires, difficiles a transfecter a
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I'aide des autres méthodes disponibles ; ils sont également tres utiles aux projets
nécessitant une expression importante et/ou une introduction stable du transgene au
sein du génome cellulaire (Koontz, 2013). Ces vecteurs conservant leur pouvoir
naturel de franchissement des barrieres cellulaires, ils ne nécessitent 1’assistance
d’aucune technique physico-chimique précédemment décrite.

Différents types de vecteurs viraux peuvent étre utilisés (Figure 5), choisis en
fonction de la conformité de leurs caractéristiques avec les spécifications des
stratégies développées. Cependant, dans tous les cas, les vecteurs utilisés font I'objet
d’une ingénierie importante pour annuler leur potentiel toxique et, lorsque cela est
nécessaire, pour diminuer leur immunogénicité afin de permettre une correction
thérapeutique a long terme.

Dans cet objectif, I'ensemble des vecteurs viraux employés dans des protocoles
de thérapie génique présente une caractéristique commune : 'absence de potentiel
réplicatif. Cela résulte d"une délétion des génes responsables de la réplication des virus
sauvages, qui rend les virus défectifs et permet de réduire les risques liés a une
dissémination virale non controlée. La production de ces particules virales défectives
s’effectue alors au sein de cellules « transcomplémentantes », qui possédent les génes
supprimés des virus sauvages (intégrés a leur génome ou présents sous forme
plasmidique épisomale) et codent pour les protéines correspondantes. Les particules
virales peuvent ainsi se développer a l'intérieur des cellules transcomplémentantes a
I'aide de l'ensemble des protéines nécessaires a leur formation, mais elles sont
incapables d’exprimer elles-mémes ces protéines et donc de se multiplier en-dehors de
cet environnement (Figure 6).

Vecteur lentiviral

Plasmides

olinnly

Transgéne \

) —
Enveloppe
Protéines de structure
et enzymes virales

Transfection des 3 Transduction

plasmides

Cellule productrice Cellule cible
transcomplémentante

Figure 6 : Production de vecteurs viraux a 1’aide de cellules transcomplémentantes (d’aprés une
figure créditée par Mme Lyse Riviére, ENS Lyon). Exemple de vecteurs lentiviraux (voir paragraphe
dédié). Comme le montre la figure, la transfection des 3 plasmides dans la cellule productrice de
vecteurs viraux permet la formation de particules contenant toutes les protéines virales présentes chez
le virus sauvage (codées par les plasmides « Enveloppe » et « Protéines de structure et enzymes
virales »), alors que le génome encapsidé dans les particules lentivirales code uniquement pour le
transgene. Les cellules cibles transduites ensuite par les vecteurs expriment donc seulement le
transgene (ici la protéine exprimée est la GFP, Green Fluorescent Protein).
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Les paragraphes suivants présentent les 4 types de vecteurs viraux les plus
utilisés en thérapie génique chez 'Homme. Ils peuvent étre distingués en deux
grandes catégories : vecteurs non intégratifs (adénoviraux et viraux associés aux

adénovirus) et intégratifs (rétroviraux et lentiviraux).
Le tableau 1 donne un apercu de leurs caractéristiques principales, qui seront
détaillées par la suite.

Vecteur Viral ié
Adénoviral 1 :assoc':le Rétroviral Lentiviral
Caractéristiques aux adénovirus
2x ARN linéai 2x ARN linéai
) ADN linéaire ADN linéaire | < mneatre | o ineatre
Génome . L. L. monocaténaire, monocaténaire,
. bicaténaire monocaténaire " s
(type et taille) 36 kb 47 kb polarité + polarité +
! 7a12kb 8a10kb
Taill
aille des 80 nm 20 nm 100 nm 100 nm
particules virales
Enveloppe Non Non Oui Oui
Taill imal
ai ema>51mae 8436 5 g 8
du transgene (kb)
Cellules Quiescentes/ Quiescentes/ Quiescentes/

En division

transduites En division En division En division
Réponse .
. p o Oui Non Non Non
immunitaire
. .. . . o Intéeration Intéeration
Risque Réaction inflammatoire Non identifié &t o / & . /
Mutagénese Mutagénese
. . , Stable (surtout Stable Stable
Expression du Transitoire en I’absence L . . .
R .. . dans les cellules (intégration (intégration
transgene d’immunosuppression . ) . B .
quiescentes) génomique) génomique)

Tableau 1 : Caractéristiques principales des vecteurs viraux (d’aprés Ponder, 2001 ; Salido et al., 2011).
En ce qui concerne la taille maximale du transgéne encapsidable au sein des vecteurs adénoviraux, celle-
ci varie en fonction de la génération des vecteurs considérés (voir paragraphe dédié).

II- 3.2.1.1 Vecteurs non intégratifs

Les vecteurs non intégratifs sont incapables d’insérer leur génome au sein de

celui de leurs cellules hotes ; celui-ci persiste donc de fagcon épisomale dans la cellule.
Cette caractéristique rend complexe I'utilisation des vecteurs non intégratifs dans des
cellules en division, car elle se traduit par la perte progressive du matériel transgénique
au cours des mitoses. En revanche, lorsqu’il s’agit de faire pénétrer un transgene dans
des cellules qui ne se divisent pas, les vecteurs non intégratifs sont favorisés car ils sont
considérés comme plus strs que les vecteurs intégratifs, qui exposent les cellules hotes a
des insertions délétéres et transmissibles (voir paragraphes dédiés).

Parmi les vecteurs non intégratifs, les vecteurs dérivés des adénovirus ont été
dans un premier temps privilégiés, mais leur tendance a déclencher des réactions
immunitaires in vivo a contribué a réduire leur emploi dans le traitement des
pathologies d’origine génétique; ils restent cependant des vecteurs de choix en

immunothérapie contre le cancer. La diminution de l'utilisation des vecteurs
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adénoviraux a laissé place a I'émergence de vecteurs dérivés de virus associés aux
adénovirus. S'ils présentent une faible capacité de vectorisation en termes de taille
des séquences transportées, leur intérét réside en 1'absence de pathologie associée
aux virus sauvages, et en leur caractere peu inflammatoire.

Les paragraphes suivant proposent une description de ces vecteurs, ainsi que
des exemples d’application en thérapie génique.

II- 3.2.1.1.1 Vecteurs adénoviraux

Les adénovirus (Ad) appartiennent a la famille des Adenoviridae. Ce sont des
virus non enveloppés a ADN linéaire bicaténaire (taille du génome : 36 kb), d'un
diametre de 70 a 90 nm. Leur capside présente des fibres pourvues de boutons
terminaux, eux-mémes composés d’hémagglutinine capable de se lier a de nombreux
types cellulaires par l'intermédiaire du récepteur CAR (Coxsackievirus Adenovirus
Receptor) ; les adénovirus présentent donc un tropisme cellulaire large. Ces virus
présentent une distribution mondiale, et les infections humaines sont fréquentes :
elles sont estimées a 10/vie, et 51 sérotypes, définis par les anticorps induits lors
d’une infection virale, ont été identifiés chez 'Homme. Si ces infections sont peu
symptomatiques chez les individus immunocompétents (rhume, conjonctivite), elles
sont en revanche beaucoup plus séveres chez les immunodéprimés, pouvant alors
étre responsables de pneumopathies fébriles (Sinclair et al., 2009).

Les séquences génomiques des adénovirus sont réparties en deux catégories :
d’une part, les séquences E1, E2A et B, E3 et E4 qui codent pour des protéines dites
« précoces » (produites lors de la phase précoce du cycle viral) impliquées dans la
réplication virale, et d’autre part, les séquences L1, L2, L3, L4 et L5 qui codent pour
des protéines dites « tardives » nécessaires a la structure des particules virales (Alba
et al., 2005) (Figure 7).
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ﬁ
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Figure 7 : Différentes générations de vecteurs adaptés du génome de 'adénovirus de sérotype 5
(Ad5) (Alba et al., 2005). La taille des séquences est exprimée en pb. La séquence correspondant au
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transgene est modélisée en gris dans chaque construction. ITR : Inverted Terminal Repeat, séquences
nécessaires a la circularisation du génome viral et a sa persistance sous forme d’épisomes ; elles jouent
également le réle de promoteur, notamment pour les séquences précoces. W : signal d’encapsidation
du génome ; seules les séquences pourvues de ce signal sont susceptibles d’étre présentes au sein de la
capside des particules virales matures. MLP: Major Late Promoter, promoteur responsable de
I'expression des séquences tardives. A : délétion de la séquence correspondante.

Les sérotypes d’adénovirus les plus employés en tant que vecteurs de thérapie
génique correspondent aux sérotypes 2 et 5, qui sont tres bien caractérisés. Ces
vecteurs sont particulierement adaptés a la transduction de cellules eucaryotes,
notamment mammaliennes : ils présentent une grande efficacité de transduction, a la
fois dans les cellules quiescentes et en division, au sein desquels ils sont non
intégratifs ; ce sont des vecteurs a large tropisme, mais il est également envisageable de
modifier leurs protéines de capside, afin d’orienter le tropisme viral vers certains
tissus ; enfin, ce sont des vecteurs compatibles avec une production a grande échelle,
car il est possible d’obtenir des titres pouvant atteindre 103 particules/ mL (Alba et al.,
2005).

Une premiere génération de vecteurs non réplicatifs a été développée,
constitués de I'ensemble du génome adénoviral a I'exception du MLP et de la région
El. Cette derniere est constituée des séquences E1A et E1B qui favorisent
respectivement 'entrée et le maintien du cycle cellulaire, dont la machinerie fournit
les facteurs nécessaires a la réplication du virus lui-méme. La région E3, qui est
corrélée au blocage de la réponse immunitaire antivirale, a également été supprimée
dans certaines constructions (Danthinne and Imperiale, 2000 ; Figure 7). Bien que ces
vecteurs de premiere génération ne puissent pas se répliquer in vivo (la région E1
étant indispensable a ce processus), il a été montré que l'expression résiduelle des
genes adénoviraux déclenche une réponse immunitaire liée aux lymphocytes T
cytotoxiques et dirigée vers les cellules transduites, qui aboutit a 1’élimination de ces
derniéres et ainsi a la perte du transgéne thérapeutique (Yang et al., 1994) ; cette
réponse est majorée lors de la suppression de la région E3.

Pour contourner ce probleme, une seconde génération de vecteurs
adénoviraux a été mise au point, combinant la délétion des régions E1, E2, E4 et
parfois E3 (Figure 7). La délétion de ces régions a permis d’augmenter a 14kb (au lieu
de 8kb en premiere génération) la taille maximale des séquences a encapsider
(Amalfitano et al., 1998 ; Armentano et al., 1997). Cependant, cette seconde génération
s’est caractérisée, comme la premiére, par une immunogénicité non négligeable in
vivo, en lien avec I'expression résiduelle des séquences virales restantes.

Une troisieme et derniere génération de vecteurs Gutless ou Gutted Ad (vecteur
adénoviral « vidé »), dépourvus de 'ensemble des régions adénovirales codantes, a
finalement été générée (Figure 7), permettant de réduire la stimulation du systeme
immunitaire et ainsi d’augmenter la stabilité des séquences introduites dans les
cellules transduites. Ces vecteurs sont également appelés Helper Dependant Ad et
High-capacity adenoviruses, d'une part car leur production nécessite la présence d’un
adénovirus auxiliaire doté de I'ensemble des régions codantes supprimées dans les
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vecteurs, et d’autre part car ils sont capables d’encapsider des séquences d’ADN
pouvant atteindre 36kb. Les séquences d’origine adénovirale contenues dans ces
vecteurs de troisieme génération se résument aux séquences ITR 5" et 3’, et au signal
d’encapsidation W (Alba et al., 2005).

Pour une efficacité d’encapsidation optimale des vecteurs adénoviraux, la taille
des séquences génomiques contenues dans les particules virales doit atteindre 75 a
105% du génome adénoviral natif (Alemany et al, 1997; Bett et al., 1993). En
considérant que les cassettes d’expression de transgene atteignent rarement la taille de
36 kb, il est nécessaire de compléter la séquence encapsidée par ajout d’ADN stuffer
(« garnisseur » ; séquences indiquées en blanc dans la figure 7). Ces séquences doivent
étre choisies avec attention, car il a été montré qu’elles jouent un role dans la stabilité
de la cassette d’expression transgénique au sein des cellules transduites (Schiedner et
al., 2002). Le plus souvent, ce sont des régions introniques qui sont employées, telles
que celles du géne HPRT (Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransferase) (Sandig et
al., 2000).

Les vecteurs adénoviraux se sont illustrés dans différents protocoles de
thérapie génique. Le premier essai clinique autorisé employant ce type de vecteurs
s’est déroulé en 1993 (Crystal et al., 1994) : des vecteurs adénoviraux recombinants
pourvus de ’ADN complémentaire (ADNc) du géne CFTR humain ont été introduits
dans I’épithélium nasal et bronchique de 4 patients atteints de mucoviscidose. Les
résultats de cet essai furent positifs (expression épithéliale de ’ADNc CFIR, en
I'absence de réponse immunitaire délétere et de dissémination ou recombinaison du
vecteur adénoviral), et ouvrirent la voie a des études similaires dans le traitement de
la mucoviscidose par thérapie génique (Bellon et al., 1997).

Plus récemment, en Octobre 2003, la société Shenzhen SiBiono GenTech a
obtenu de la State Food and Drug Administration of China (agence de régulation du
médicament chinoise) la premiére autorisation de commercialisation d'un
médicament de thérapie génique au monde. Ce médicament, commercialisé en Chine
sous la dénomination de spécialité Gendicine, se compose d'un vecteur adénoviral
recombinant exprimant le facteur de transcription p53, impliqué dans d’importantes
fonctions cellulaires telles que I'apoptose et la régulation du cycle cellulaire, et dont
le géne est muté ou absent dans une majorité de tumeurs humaines. Gendicine est
indiqué dans le traitement du carcinome a cellules squameuses de la téte et du
cou (HNSCC) ; il est administré au sein méme de la tumeur, ot 'expression de p53
induit un arrét du cycle cellulaire, I'entrée en apoptose, et une stimulation de la
réponse immunitaire cellulaire. Les résultats des essais cliniques conduits par la
société Shenzhen SiBiono GenTech ont montré qu’apres 8 semaines d’injections
hebdomadaires de Gendicine, administré conjointement a un traitement par
radiothérapie, 64% des patients atteints de HNSCC a un stade tardif présentaient une
régression complete de la tumeur, tandis que 32% présentaient une régression
partielle (Pearson et al., 2004 ; Shenzhen SiBiono GeneTech, consulté le 20.08.15). Derniérement,
I'administration intraartérielle conjointe de Gendicine et d’hydroxycampthotécine
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(chimiothérapie) a montré un bénéfice clinique significatif dans le prolongement de
la survie de patients atteints de carcinome hépatocellulaire avancé, en comparaison
avec la chimiothérapie seule (Chen et al., 2014) ; des essais de phase I ont également
révélé que des injections intraépithéliales répétées de Gendicine étaient bien tolérées
et s’Taccompagnaient d'une réponse clinique significative chez des patients atteints de
leucoplasie orale dysplasique, le précurseur le plus commun du carcinome
épidermoide oral (Zhang et al., 2009).

II- 3.2.1.1.2 Vecteurs viraux associés aux adénovirus

Les virus associés aux adénovirus (Adeno-Associated Viruses, AAV)
appartiennent a la famille des Parvoviridae. Ce sont des virus a ADN monocaténaire
linéaire, non enveloppés, d'un diameétre d’environ 20 nm, et dont la réplication est
dépendante de la présence d’'un virus auxiliaire, principalement 1'adénovirus (d’ot
leur nom) et 'herpesvirus (Daya and Berns, 2008). Comme les adénovirus, les AAV
sont fréquemment rencontrés chez I'Homme (70 a 80% de la population est
séropositive), mais ne sont en revanche associés a aucune pathologie connue. 11
sérotypes différents d’AAV ont été identifiés, chacun correspondant a un tropisme
cellulaire particulier.

Les vecteurs dérivés des AAV résultent du remplacement des génes Rep et
Cap de I’AAV sauvage, respectivement responsables de la réplication virale et de la
synthese des protéines de capside, par le transgene thérapeutique (Figure 8). Ces
vecteurs sont communément utilisés dans les études de thérapie génique,
essentiellement parce que les AAV sauvages ne sont assimilés a aucune
pathogénicité chez I'Homme, et que les vecteurs présentent une faible
immunogénicité, associée a un maintien possible de l'expression du transgene
pendant plusieurs années dans des cellules quiescentes chez lesquelles ils persistent
sous forme d’épisome (Hollinger and Chamberlain, 2015). Cependant, le principal
inconvénient des vecteurs AAV correspond a leur faible capacité d’empaquetage de

la cassette d’expression du transgene, qui est au maximum de 5 kb.

p5 p19 p40 PA
Génome AAV ; r’ |_> §
sauvage : | rep '—{ cap
| |
5 3
ITR 47 kb ITR
Génome vecteur R A
dérivé des AAV : ¢ Transgene ™ P |
max 5 kb

Figure 8 : Comparaison génomique AAV sauvage/vecteur dérivé des AAV (d’aprés une figure
créditée par M. Alexis Bemelmans, MIRCen / CEA). La séquence des AAV sauvages supprimée lors
de la construction des vecteurs comprend, en plus des génes Rep et Cap évoqués précédemment, les
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promoteurs responsables de I'expression de ces genes (p5 et p19 pour Rep, p40 pour Cap), ainsi qu'un
signal de polyadénylation (pA) ; des séquences promotrices et de polyadénylation doivent donc étre
ajoutées au transgene pour assurer son expression. Seules les séquences ITR de I’AAV sauvage sont
conservées, car elles sont nécessaires a 'encapsidation du génome dans les particules virales (signal
d’encapsidation Psi présent dans 'ITR 5, non représenté sur la figure).

Les vecteurs dérivés des AAV sont a 'origine du premier médicament de
thérapie génique ayant recu une autorisation de mise sur le marché en Europe, en
2012 : il correspond a I’ Alipogene Tiparvovec, dont le nom de spécialité est Glybera®,
commercialisé par la société uniQure (Haddley, 2013 ; Morishita, 2015 ; Wierzbicki
and Viljoen, 2013). Ce médicament est indiqué dans le traitement du déficit en
lipoprotéine lipase (LPLD), maladie rare héréditaire consécutive a des altérations du
gene codant pour la lipoprotéine lipase (gene LPL); cette enzyme étant impliquée
dans le métabolisme des graisses, son dysfonctionnement se traduit par une
augmentation des taux de chylomicrons (complexes lipido-protéiques) dans le sang
pouvant étre a l'origine d’épisodes de pancréatite aigué. Glybera®, administré en
intramusculaire, a pour objectif de restaurer l'activité enzymatique de la LPL
nécessaire au métabolisme des chylomicrons. Il se compose d"un variant naturel du
gene LPL codant pour une protéine a haute activité enzymatique, dont 1'expression
est controlée par un promoteur spécifique du tissu musculaire, tissu le plus impliqué
physiologiquement dans la production de LPL ; 'ensemble de la construction est
introduit dans un vecteur AAV non réplicatif de sérotype 1, ayant un tropisme
particulier pour les cellules musculaires. Les données cliniques du traitement
(cohorte de 27 patients) indiquent une activité biologique intramusculaire persistante
de la LPL aprés une seule injection de Glybera®, s’accompagnant d'une réduction
significative du taux sanguin de chylomicrons et d’une diminution de la fréquence
des pancréatites aigués. Le médicament a en outre été tres bien toléré chez I’ensemble
des patients (Um'Qure, consulté le 16.08.15a ; UniQure, consulté le 16.08.15b).

Les vecteurs dérivés des AAV ont également démontré leur efficacité et leur
sécurité dans des protocoles de thérapies géniques ciblant d’autres maladies
monogéniques, telles que l'amaurose congénitale de Leber, la choroidérémie
(rétinopathie pigmentaire liée au chromosome X, caractérisée par des dommages du
réseau vasculaire rétinien entrainant une perte de la vision) et I'hémophilie de type B
(pathologie hémorragique héréditaire liée au déficit ou a 1'absence du facteur de
coagulation IX) (Kotterman and Schaffer, 2014).

II- 3.2.1.2 Vecteurs intégratifs

Les vecteurs viraux intégratifs inserent leur matériel génétique (qui contient le
transgene thérapeutique) dans le génome de I'hote ; ce matériel est donc transmis
aux cellules filles en cas de divisions cellulaires. Grace a ces caractéristiques, les
vecteurs intégratifs sont particulierement adaptés aux approches de thérapie génique
nécessitant une expression permanente du transgene. Cependant, I'intégration du
génome viral au sein du génome de la cellule hote expose I'individu receveur a
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d'importants risques de dérégulation d’expression des geénes, principalement
caractérisés par une mutagénese insertionnelle (apparition de mutations génomiques
suite a l'insertion de séquences exogenes) et un dysfonctionnement des éléments
régulateurs de I'expression des genes.

Les familles de vecteurs viraux intégratifs majoritairement employées dans les
protocoles de thérapie génique correspondent aux vecteurs dérivés des rétrovirus et
des lentivirus.

II- 3.2.1.2.1 Vecteurs rétroviraux

Les rétrovirus se rapportent a la sous-famille des Orthoretrovirinae, qui fait elle-
méme partie de la famille des Retroviridae ; ils se répartissent en 5 genres, alpha, béta,
gamma, delta et epsilonretrovirus, qui ne seront pas distingués ici (NCBI - National
Center for Biotechnology Information, consulté le 21.08.15).

Les particules rétrovirales présentent un diametre d’environ 100 nm et sont
munies d'une enveloppe. Leur génome, long de 7 a 12 kb, se compose de deux
segments linéaires identiques d’ARN monocaténaire, de polarité positive (polarité
identique a celle des ARN messagers cellulaires) et reliés de fagon covalente a leur
extrémité 5. Tous les génomes rétroviraux présentent 3 genes communs, nommés
GAG, POL et ENV, qui codent pour des polyprotéines devenant matures apres action
lytique d'une protéase rétrovirale (Konvalinka et al., 2015). Les protéines résultant de
I'expression de GAG correspondent a 1'ensemble des protéines de structure des
particules virales (matrice, nucléocapside) ; le gene POL code pour les enzymes
virales (transcriptase inverse, intégrase, et protéase dans la majorité des cas) ; le gene
ENV est responsable de la synthése des glycoprotéines d’enveloppe. Les genes GAG,
POL et ENV sont encadrés en 5 par les segments R (qui comporte la séquence
promotrice TATA Box et le site d’initiation de la transcription, actifs en 5, ainsi que
la séquence signal de polyadénylation, active en 3") et U5 (nécessaire au processus
d’intégration du génome viral au sein du locus cellulaire cible) ; I'extrémité 3’ est
composée des segments U3 (qui contient des séquences enhancer, activatrices de
transcription) et R (Dufait et al., 2013 ; Nolan Lab, consulté le 29.08.15) (Figure 9).

ARN génomique
l[l
5 m7GpppGm R U5 PBS gag pol - U3 R AA)A, 3

Figure 9 : Représentation générale du génome rétroviral (d’aprés une figure créditée par M. David
Fenard, Généthon / Inserm UMR_S951). Séquence m7GpppGm : coiffe 5, nécessaire a la stabilité de
I’ARN et a l'initiation de la traduction en protéine. Séquence A(A)nAon : séquence polyA, nécessaire a
la stabilité de I’ARN. PBS : Primer Binding Site, séquence complémentaire a I'extrémité 3’ de ’ARN de
transfert. y : Psi, séquence signal d’encapsidation du génome dans les particules rétrovirales.

La transcriptase inverse et l'intégrase sont des enzymes constitutives des
particules rétrovirales ; elles sont nécessaires a la réplication des rétrovirus, qui est elle-
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méme dépendante de I'intégration du matériel génétique viral au sein du génome de
la cellule hote (Rosadas and Puccioni-Sohler, 2015). Ce processus peut étre décomposé
en deux étapes principales, consécutives a la pénétration intracellulaire des particules
virales par fusion des membranes : dans un premier temps, la transcriptase inverse
réalise la « rétrotranscription » (ou transcription inverse) de ’ARN rétroviral en ADN
complémentaire dans le cytoplasme de la cellule hote. Dans un deuxiéme temps, apres
franchissement passif de lenveloppe nucléaire (les rétrovirus se répliquent
uniquement dans des cellules en division, dont I'enveloppe nucléaire est fragmentée),
I’ADN néosynthétisé s’'intégre au sein du génome cellulaire a 1'aide de l'intégrase ; il
est alors appelé « ADN proviral ». Cette seconde étape nécessite la formation d’'une
boucle par I’ADN viral complémentaire, dont la résolution aboutit a la duplication du
segment U3 en 5 du génome, et du segment U5 en 3’ du génome. Les séquences
5U3-R-U5% ainsi formées de part et d’autre de I’ADN proviral correspondent aux LTR
(Long Terminal Repeat), responsables du controle de I'expression des genes rétroviraux
(Levy, 2013 ; Wayengera, 2010) (Figure 10).

W ARN génomique

5m7GpppGm R U5 P8 gag = pol  [NEM U3 R AA)LA 3

Rétrotranscription et
intégration
ADN génomique ADN génomique
hote p ADN proviral hote

“ ™~ U3 R U5 s gag pol [ERMN u3z RUS—_

5 LTR 3'LTR

Figure 10 : Modification du génome rétroviral aprés intégration dans le génome cellulaire (d’apres
une figure créditée par M. David Fenard, Généthon / Inserm UMR_S951). Les caractéres et symboles
utilisés présentent la méme signification que dans la figure 9.

Les rétrovirus sauvages étant susceptibles d’induire des pathologies graves
chez I'Homme (telles que la leucémie a lymphocytes T provoquée par le virus Human
T-Lymphotropic Virus 1, HTLV-1; Verdonck et al., 2007), afin d’éviter tout risque de
libération de virus réplicatifs chez les patients, il est conseillé de produire les vecteurs
rétroviraux a l'aide de 3 plasmides, au minimum : il faut considérer que plus le
génome viral natif est morcelé, plus les risques de recombinaison et de réversion vers
un phénotype sauvage sont réduits (Figure 11). Chez ces vecteurs, le transgéne
encapsidé doit présenter une longueur maximale de 8 kb.

31



/A—P

N\ A
‘LTR ( Psi ) ‘ DNA ‘ TR ‘ ercfceur de thérapie
" génique
P <

ARN ¢_  Transcription

Protéines de

(versions ‘ Promoter ‘ ‘ gag po.-' D | Q

ADN plasmidique < T—D

linéarisées) structure et o o
enzymes virales o
—
Promoter ‘ | env Pfotelnes ﬂ
\ d’enveloppe
E/ﬂ{ f Bourgeonnement
\gf Particule
. Ay Cytoplasme > d;ﬁ_) |.\ L o vectrice
Co.—transfectlon des :'Q :} cellulaire P \\___ /’Qg rétrovirale
plasmides dans les cellules P %
productrices des vecteurs ﬂ

Figure 11 : Production de vecteurs rétroviraux (d’aprés une figure créditée par M. David Fenard,
Généthon / Inserm UMR_S951). cDNA : ADN complémentaire correspondant au transgene d’intérét ;
seule cette séquence s’accompagne du signal d’encapsidation Psi, et sera donc introduite dans les
particules virales vectrices apres transcription en ARN génomique viral.

L'importante efficacité de transduction des vecteurs, et la possibilité d'une
expression permanente du transgene d’intérét apres insertion dans le génome hote, ont
placé les vecteurs rétroviraux au centre de nombreux projets de recherche en thérapie
génique, a la fin du XXe siecle. Ainsi, le premier essai clinique de thérapie génique
autorisé au monde, mis en place en 1990 par WF Anderson et RM Blease, impliquait
I'intervention de ces vecteurs : l'essai était destiné a traiter le déficit immunitaire
combiné sévere (caractérisé par une absence combinée des fonctions lymphocytaires T
et B) consécutif a une insuffisance en adénosine désaminase (ADA) chez I'Homme, par
introduction ex vivo du gene sauvage codant pour '’ADA dans des lymphocytes T
autologues, a I'aide de vecteurs rétroviraux (Blaese et al., 1995 ; Fischer et al., 1999).

Si les résultats cliniques furent difficilement interprétables, du fait du maintien
d’un traitement pharmacologique en parallele de la thérapie génique, le protocole mis en
place a quant a lui ouvert la voie a d’autres essais, dont celui réalisé par I'équipe d”Alain
Fisher en 1999. Cet essai avait pour objectif le traitement du déficit immunitaire combiné
sévere lié a I'X, caractérisé par un blocage du développement des cellules
lymphocytaires T et natural killer (NK) : il consistait en I'introduction ex vivo a I'aide de
vecteurs rétroviraux d une version sauvage du gene causal, le géne codant pour la sous-
unité yc du récepteur aux interleukines 2, 4, 7, 9 et 15, au sein de précurseurs
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médullaires CD34* (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Les résultats cliniques de cet essai se
sont révélés trés encourageants, se traduisant par une expression du récepteur yc dans
les cellules T et NK des patients encore mesurable 10 mois apres I'administration des
vecteurs de thérapie génique, et par la présence de lymphocytes T, B et de cellules NK
caractérisés par un taux et une fonction comparables aux individus sains. Cependant, le
déroulement de cet essai s'est distingué par 1'apparition de 4 cas de leucémies sur les 11
patients traités par l'équipe de Fischer, liée a un événement de mutagénese
insertionnelle survenu au sein du locus du proto-oncogene LMO-2 (LIM domain Only 2),
dans sa région promotrice. L'insertion de la séquence provirale a provoqué un effet
enhancer du LTR viral sur la transcription du gene LMO-2, probablement responsable de
la transformation cellulaire (il avait auparavant été montré que I'expression aberrante de
LMO-2 est associée a une forme de leucémie aigué lymphoblastique) (Fischer et al., 2004).

Afin d’éviter la survenue de ces complications, 1'utilisation de vecteurs
rétroviraux modifiés a été envisagée, de facon a réduire le risque d’effet enhancer
exercé par le LTR rétroviral (Figure 12).

A Retroviral vector used for the SCID clinical trials
U | R : v Therapeutic u, | R
SD SA
LTR LA

B Self-inactivated vectors

rapeutic

GG
cHS4 cHS4
D Self-inactivated vector containing insulator and a suicide gene (TK)

Internal Therapeutic

=1 15

cHS4 cHS4

Figure 12 : Représentation schématique de vecteurs rétroviraux et de leurs modifications,

33



permettant d’améliorer leur sécurité (d’aprés Cavazzana-Calvo and Fischer, 2007). (A) La
transcription du gene thérapeutique est dirigée par 1'activité enhancer-promoteur de la région U3 du
LTR rétroviral. (B) La transcription du gene thérapeutique est dirigée par un promoteur interne (ici
promoteurs ubiquitaires, PGK : phosphoglycérate kinase et EF-1a : elongation factor-1a), tandis que la
région U3 des LTR rétroviraux est supprimée : vecteurs Self-Inactivated, réduction du risque d’effet
enhancer des LTR. (C) Le vecteur se compose de deux séquences insulatrices cHS4 (chicken beta-globin
5’-DNase I-Hypersensitive Site 4), qui isolent I’ ADN externe de l'influence du vecteur rétroviral et
réciproquement. (D) La transcription de la cassette provirale est dépendante du promoteur interne, et
aboutit a la synthese de deux protéines distinctes grace a la présence de la séquence IRES (Internal
Ribosome Entry Site, permettant une initiation de la traduction indépendante de la coiffe 5" de I’ARN
messager) : d'une part, le géne thérapeutique, et d’autre part, un geéne suicide. La présence d’un gene
suicide est destinée a éliminer les cellules génétiquement corrigées en cas d’apparition d’effets
indésirables tels qu'une prolifération cellulaire monoclonale, potentiellement oncogénique. Le geéne
codant pour la thymidine kinase (TK) du virus Herpes simplex, responsable de la mort cellulaire par
blocage de la réplication de I’ADN apreés administration de Ganciclovir, est fréquemment utilisé. SD :
splice donor ; SA : splice acceptor ; y : séquence signal d’encapsidation.

L’expression tissulaire de la cassette rétrovirale peut également étre adaptée.
Dans un premier temps, il est possible de « pseudotyper » 1'enveloppe des particules
vectrices rétrovirales : lors de la construction du plasmide codant pour les protéines
d’enveloppe (Figure 11), le géne ENV peut étre remplacé par d’autres séquences, ce
qui entraine une modification des protéines d’enveloppe exprimées et du tropisme
des vecteurs lentiviraux (initialement restreint aux cellules exprimant le récepteur
CD4 et ses corécepteurs). Cela permet d’élargir le tropisme cellulaire (expression de
protéines a large tropisme telles que les glycoprotéines du virus de la stomatite
vésiculaire, VSV-G), ou de le restreindre (exemple du virus de la leucémie murine
pseudotypé par les antigénes de surface du virus de 1'hépatite B humain, ciblant
strictement les hépatocytes primaires humains), et d’augmenter le taux de
transduction des cellules cibles (Cavazzana-Calvo and Fischer, 2007 ; Sung and Lai,
2002).

Dans un deuxiéme temps, il est envisageable de moduler I'expression de la
cassette apres intégration dans le génome cellulaire, en choisissant des promoteurs
internes a large tropisme (PGK, EF-1a, Figure 12) ou a sélectivité restreinte, tels que
les promoteurs K14, Tie2 et CaMKII s’exprimant respectivement dans les
kératinocytes, les cellules endothéliales et les cellules neurales.

Afin d’aller plus loin dans la maitrise des effets des vecteurs intégratifs au sein
du génome cellulaire, les avancées scientifiques les plus récentes ont pour objectif
d’améliorer le controle de l'intégration de ces vecteurs. En ce qui concerne les
vecteurs rétroviraux, la principale approche développée a consisté en la construction
de protéines de fusion entre I'intégrase et un domaine de liaison a I'’ADN, permettant
de guider 'enzyme vers un site génomique précis. Plusieurs combinaisons ont été
mises au point, dont la fusion de l'intégrase du virus du sarcome aviaire avec le
domaine de liaison a I’ADN du répresseur lexA dérivé d’Escherichia coli (Katz et al.,
1996), cependant les nombreux obstacles rencontrés par ces outils (dégradation des
protéines de fusion, difficultés d’encapsidation) n’ont pas encore permis d’envisager
une application thérapeutique.

34



II- 3.2.1.2.2 Vecteurs lentiviraux

Comme les rétrovirus vus antérieurement, les lentivirus appartiennent a la
sous-famille des Orthoretrovirinae, membre de la famille des Retroviridae; leurs
propriétés structurales et biologiques sont donc similaires (NCBI - National Center for
Biotechnology Information, consulté le 21.08.15).

Cependant, trois caractéristiques importantes des lentivirus different avec celles
des rétrovirus, et présentent un intérét significatif pour I'élaboration des vecteurs
lentiviraux. Premiérement, les lentivirus sont capables de franchir activement la
membrane nucléaire : contrairement aux rétrovirus, les lentivirus sont donc actifs a la
fois dans les cellules quiescentes et en division (Cavazzana-Calvo and Fischer, 2007 ;
Koontz, 2013), ce qui permet d’envisager 1'utilisation de vecteurs lentiviraux pour cibler
des cellules a faible taux de prolifération, telles que les neurones et les cellules
hépatiques (Naldini ef al., 1996 ; Sung and Lai, 2002). De plus, bien que constitué de deux
LTR encadrant les 3 genes fondamentaux GAG, POL et ENV, le génome des lentivirus
présente une organisation plus complexe que celle des rétrovirus : il inclut en effet des
genes accessoires et de régulation absents chez les rétrovirus (Dufait et al., 2013) (Figure
13). Enfin, tandis que les rétrovirus tendent a insérer leur matériel génétique au sein des
régions promotrices des genes, il a été montré que l'intégration du génome lentiviral
s'effectue préférentiellement en aval des sites d'initiation de transcription génique
(Nienhuis et al., 2006). Ces deux derniéres propriétés semblent conférer un profil
d’intégration génomique plus stir aux lentivirus, et ainsi aux vecteurs lentiviraux.
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Figure 13 : Représentation schématique du génome et des vecteurs lentiviraux (d’aprés Dufait et al.,
2013). (A) Génome lentiviral apres intégration dans celui de la cellule hote. Taille du génome lentiviral
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représenté : 9200 nucléotides. Comme chez les rétrovirus, le géne GAG code pour les protéines de
structure virales, le géne POL code pour la protéase (Pro), 'intégrase (IN) et la transcriptase inverse
(non mentionnée), et le géne EN'V est responsable de la synthese des glycoprotéines d’enveloppe. En
rouge : séquences codant pour les protéines de régulation du lentivirus ; Rev : protéine essentielle au
transport post-transcriptionnel de I’ARN messager viral incomplétement ou non épissé, depuis le
noyau vers le cytoplasme ; Tat : protéine transactivatrice de la transcription de I’ADN proviral et du
génome des cellules infectées, et modulatrice de différentes voies de signalisation cellulaires pour
conduire a l'expansion de l'infection virale et a une dérégulation immunitaire. En vert : séquences
codant pour les protéines accessoires du lentivirus, nécessaires au processus infectieux in vivo ; Vpr :
favorise la dissémination du lentivirus au sein des lymphocytes T CD4*, et interfére avec la réponse
antivirale spécifique des macrophages ; Vif, Vpu et Nef : conferent au virus la capacité d’atténuer les
effets déléteres d’une réponse immunitaire antivirale induite par les interférons en interagissant avec
différents facteurs de I'immunité cellulaire ; RRE : Rev Responsive Element, séquence de liaison de la
protéine Rev. SD : splice donor ; SA : splice acceptor. (Chiozzini and Toschi, 2015 ; Collins et al., 2015 ;
Lesnik et al., 2002 ; Mlcochova et al., 2015 ; Seelamgari et al., 2004). (B) Le génome lentiviral est scindé
en 3 plasmides différents pour la construction des vecteurs lentiviraux. Le plasmide « vecteur » est
muni d'un promoteur interne qui contréle l'expression du transgene d’intérét, tandis que les
séquences promotrices et activatrices de transcription situées dans la région U3 des LTR sont
inactives. Afin d’optimiser la sécurité du protocole de transduction, les séquences accessoires
favorisant le processus infectieux ne sont pas conservées au sein du plasmide de « conditionnement »
(packaging) des particules lentivirales. La séquence « envelope » contenue dans le troisieme plasmide
peut correspondre au géne ENV, ou étre remplacée par une séquence exogene pour « pseudotyper »
les particules lentivirales et moduler leur tropisme cellulaire. L’expression des deux derniers
plasmides est ici sous la dépendance d'un promoteur fort, celui du cytomégalovirus (CMV).

Comme nous venons de I'évoquer, les propriétés naturelles des lentivirus
assurent une maitrise de l'intégration génomique des vecteurs lentiviraux plus
importante que celle des vecteurs rétroviraux ; cependant, la gravité des pathologies
engendrées par certains lentivirus (telles que le syndrome de I'immunodéficience
acquise, consécutif a une infection par les virus Human Immunodeficiency Virus 1 et 2 ;
Huraux, 2003) impose la prudence lors du développement de protocoles de thérapie
génique impliquant I'emploi de vecteurs lentiviraux.

Des techniques similaires a celles employées pour modifier les vecteurs
rétroviraux ont été envisagées pour controler les effets génomiques des vecteurs
lentiviraux. Des vecteurs lentiviraux présentant des délétions au niveau de la région
U3 des LTR (Self-Inactivated) ont ainsi été développés, et ont démontré leur sécurité in
vitro au cours de protocoles de thérapies géniques ciblant différentes maladies
monogéniques, telles que le syndrome de Wiskott-Aldrich (Coci et al., 2015) et la
drépanocytose (hémoglobinopathie héréditaire caractérisée par une déformation des
globules rouges et une réduction de leur capacité de transport de l'oxygeéne,
consécutive a une anomalie du géne codant pour une sous-unité de ’hémoglobine, la
béta-globine) (Urbinati et al., 2015). Les vecteurs employés dans cette derniére étude
étaient également pourvus de séquences insulatrices, décrites chez les vecteurs
rétroviraux.

L’expression tissulaire des transgenes véhiculés par les vecteurs lentiviraux
peut également étre modulée, en employant des promoteurs internes similaires a
ceux décrits pour les vecteurs rétroviraux, et/ou en pratiquant un « pseudotypage »
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des protéines d’enveloppe des particules vectrices lentivirales. Le pseudotypage est
notamment utilisé dans le développement de protocoles de thérapie génique pour le
traitement de la mucoviscidose, au sein desquels les vecteurs lentiviraux mis au
point expriment des protéines dérivées de Filovirus, qui permettent une transduction
efficace de 1'épithélium respiratoire in vitro et in vivo (Kobinger et al., 2001). Afin
d’obtenir une spécificité optimale de ciblage, il est également envisageable d’induire
I'expression d’anticorps déterminés au niveau de l'enveloppe des particules virales,
comme cela a été fait par I'équipe de Yang : cette derniere est parvenue a transduire
spécifiquement des lymphocyte B humains in vitro et in vivo (chez la souris) par des
vecteurs lentiviraux exprimant des anticorps anti-CD20 (Yang et al., 2006).

Enfin, comme pour les vecteurs rétroviraux, la maitrise du site d’intégration
du génome proviral constitue une étape supplémentaire pour parvenir a un controle
total des effets des produits de thérapie génique apres administration chez I’'Homme.

Deux approches ont pour le moment été explorées : la premiére est similaire a
la stratégie étudiée chez les vecteurs rétroviraux, qui correspond a I'élaboration de
protéines de fusion entre l'intégrase (ou I'un de ses facteurs d’interaction) et un
domaine de liaison a ’ADN pour guider I'action de I'’enzyme vers un site génomique
spécifique. L’équipe de Ciuffi a ainsi obtenu in vitro I'intégration stricte de génomes
proviraux dérivés du virus de I'immunodéficience humaine aux abords des sites de
liaison LambdaR situés dans 'ADN du phage lambda, grace a 'expression d'une
protéine de fusion entre LEDGF/p75 (élément du complexe de préintégration,
interagissant avec l'intégrase) et le domaine de liaison a I’ADN de la protéine
répresseur du phage lambda (LambdaR) (Ciuffi et al., 2006).

La seconde stratégie développée consiste en l'association d'un vecteur
lentiviral défectif pour l'intégrase (IDLV, Integrase-Defective Lentiviral Vector) et d'un
outil biomoléculaire d’ingénierie génétique, en I'occurrence une nucléase a doigts de
zinc (ZFN, Zinc Finger Nuclease, nucléase clivant spécifiquement les séquences
désoxyribonucléotidiques reconnues par les protéines a doigts de zinc qui lui sont
associées ; voir sous-partie « Outils et approches de correction génique »). 40% d’une
population de fibroblastes de patients atteints d’anémie de Fanconi (pathologie
génétique a transmission hétérogene caractérisée par des malformations congénitales
variables, une insuffisance médullaire d’apparition retardée et un risque élevé
d’apparition de leucémie aigué et de cancers) ont ainsi été corrigés génétiquement
apres introduction de la version sauvage du géne FANCA (principal gene muté chez
les patients) par recombinaison homologue, au sein du locus cellulaire AAVS1 (AAV
integration Site 1, cible de l'intégration des AAV sauvages, et reconnu comme
sécuritaire par la communauté scientifique). Le protocole impliquait la co-
transduction de vecteurs IDLV pourvus du gene FANCA flanqué de séquences
d’homologie avec AAVSI, et de vecteurs adénoviraux exprimant des ZFN
spécifiques du locus AAVSI ; apres correction, les fibroblastes furent reprogrammés
en cellules souches pluripotentes induites avant d’étre différenciés en progéniteurs
hématopoiétiques dont le phénotype s’est révélé non pathologique (Rio et al., 2014).
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II- 3.2.2 Vecteurs non viraux

Malgré les récentes améliorations mises en ceuvre dans le développement des
vecteurs viraux, deux limitations majeures aux applications cliniques subsistent : la
sécurité des vecteurs (liée aux effets génomiques, aux risques de réversion et de
recombinaison avec des virus sauvages, et aux réactions immunitaires
potentiellement déclenchées par les vecteurs), et leur capacité de vectorisation quant
a la taille des transgenes véhiculés.

C’est dans ce contexte qu'une importance nouvelle a été accordée aux vecteurs
non viraux qui, en plus de dépasser les contraintes précédemment évoquées,
présentent une organisation plus simple et une manipulation plus flexible (Jones et
al., 2015).

Cependant, ces vecteurs n’étant dotés d’aucun pouvoir infectieux, leur
introduction au sein des cibles cellulaires de thérapie génique est plus complexe que
celle des vecteurs viraux, et nécessite pour la plupart l'assistance de techniques
facilitant le passage transmembranaire, telles que celles évoquées plus haut.

Les paragraphes suivants présentent les principaux vecteurs non viraux
utilisés actuellement dans les protocoles de thérapie génique, ainsi que des exemples
d’applications.

II- 3.2.2.1 Vecteurs plasmidiques et artificiels

Les applications les plus conventionnelles de thérapie génique par
vectorisation non virale sont basées sur la délivrance des séquences d’intérét par le
biais de structures désoxyribonucléotidiques circulaires ou linéarisées,
temporairement actives dans les cellules cibles et dérivées de microorganismes.

Les outils les plus fréquents sont présentés dans les paragraphes suivants.

II- 3.2.2.1.1 Vecteurs plasmidiques

Les plasmides correspondent a des fragments dADN circulaires
extrachromosomiques, dérivés de bactéries au sein desquelles ils s’expriment et se
répliquent indépendamment de I’ADN chromosomique.

Ces molécules, d'une taille généralement comprise entre 3 et 10 kb, sont
d’abord introduites au sein de bactéries afin d’étre amplifiées par clonage, puis elles
sont purifiées avant d’étre insérées dans les cellules ou le transgéne doit s’exprimer.
Leur composition reflete ces deux étapes (Figure 14) : pour le clonage bactérien,
1) une origine de réplication, séquence permettant l'initiation de la réplication du
plasmide dans les bactéries par recrutement des facteurs bactériens associés, 2) un
gene de résistance a un antibiotique, nécessaire a la sélection des bactéries pourvues
du plasmide, et 3) un site multiple de clonage, qui correspond a un court fragment
d’ADN contenant plusieurs sites de restriction enzymatique et permettant I'insertion
du transgene (sur la figure 14, seuls deux sites de restriction, encadrant le transgene
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introduit dans le plasmide, sont représentés); pour l'expression cellulaire, 1) un
marqueur de sélection des cellules dotées du plasmide et 2) une région promotrice,
située en amont du site multiple de clonage et responsable de la spécificité et du taux
de transcription cellulaire du transgéne (Monroe, consulté le 04.09.15). La capacité de
vectorisation des plasmides s’étend généralement de 8 a 10 kb.

Marqueur de

sélection Promoteur

*Site amorce 5’
\,_-Site de restriction

Transgene

|7 Site de restriction
f‘ Site amorce 3’

Gene de
résistance a un

antibiotique

Origine de
réplication

Figure 14 : Représentation schématique d’'un plasmide pourvu d’un transgene (d’apres Monroe,
consulté le 04.09.15). En plus des principaux éléments cités plus haut, deux sites de liaison d’amorces
sont représentés sur la carte du plasmide. Les amorces, qui correspondent a de courtes séquences
d’ADN simple-brin d’environ 20 nucléotides, sont dans ce cas principalement utilisées lors de
réactions de séquencage, dans I'objectif de vérifier la présence du transgene au sein du plasmide.

La flexibilité et la simplicité de construction des plasmides, principalement
basée sur l'utilisation d’enzymes de restriction, les placent en outils de choix pour la
délivrance de transgenes thérapeutiques au sein de cellules spécifiques : c’est ce type
de construction qui a été utilisée dans I'étude du traitement de I'hyperoxalurie
primitive de type 1 par recombinaison homologue ciblée (voir partie « Etudes
expérimentales »).

II- 3.2.2.1.2 Chromosomes artificiels

Les chromosomes artificiels (ou minichromosomes) correspondent a des
structures dérivées de chromosomes cellulaires naturels, capables de se répliquer et
de ségréger indépendamment des chromosomes dont ils sont issus. Ces structures
sont composées des éléments essentiels au maintien et a la transmission des
chromosomes naturels : 1) une origine de réplication, a partir de laquelle s’effectue la
duplication de ’ADN chromosomique ; 2) une région centromérique, qui assure une

migration et une ségrégation correctes du minichromosome; 3) des séquences
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télomériques, qui protegent les extrémités des chromosomes linéaires (Henning et al.,
1999).

Ces vecteurs peuvent étre dérivés de phages (P1), de bactéries (Escherichia coli)
ou de levures (Saccharomyces cerevisiae) ; ils sont alors nommés respectivement PAC
(Phage Artificial Chromosome), BAC (Bacterial AC) et YAC (Yeast AC) (Henning et al.,
1999) (Figure 15, exemple d'un YAC).
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Figure 15 : Protocole général de développement d'un YAC (d’aprés Nelson and Cox, 2008).
L’hydrolyse du chromosome de levure par BamHI aboutit a l'obtention d'un fragment d’ADN
chromosomique linéarisé et borné par des séquences télomériques (TEL). Une seconde étape
d’hydrolyse (ici, par EcoRI) permet de scinder le fragment linéarisé en deux bras distincts, pourvus
chacun d’un marqueur de sélection X ou Y (permettant d’assurer une sélection de la structure intégre
au terme du développement), qui sont finalement ligués avec un fragment d’ADN exogene
(génomique ou complémentaire) préalablement hydrolysé a 'aide d’enzymes compatibles. Une fois la
ligation terminée, les YAC sont introduits dans des cellules hotes de levures afin de se multiplier,
avant d’étre purifiés et soumis a des réactions ultérieures. Ori : origine de réplication dans la levure ;
CEN : centromere.

Si les chromosomes artificiels présentent une tendance a favoriser la
recombinaison de leur insert (particulierement importante chez les YACs), ce sont en
revanche des molécules mitotiquement stables au sein de leurs cellules hotes, et elles
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sont en outre capables de véhiculer de grandes quantités d’ADN transgénique (45 a
100 kb pour les PAC, jusqu’a 300 kb pour les BAC, 100 a 2000 kb pour les YAC)
(Prescott et al., 2003).

Ces vecteurs ont été tres utilisés pour le séquencage de génomes (Prescott et
al., 2003) et, bien que leur emploi en thérapie génique soit modeste, I'efficacité de leur
vectorisation par des bactéries invasives chez les cellules mammaliennes (telles que
Escherichia coli) a conduit a un regain d’intérét envers ces outils pour la délivrance de
genes (Laner et al., 2005 ; Pérez-Luz et al., 2007).

En paralléle, la mise au point de chromosomes artificiels humain (HAC), a
définitivement relancé 1’attrait des minichromosomes. Les HAC ne semblent pas
présenter de taille limite concernant leur insert, ils sont ainsi capables de véhiculer
des loci génomiques entiers, comprenant un ou plusieurs génes pourvus de
I'ensemble de leurs éléments régulateurs. De plus, et contrairement a I'ensemble des
autres vecteurs épisomaux, les HAC sont mitotiquement stables au sein des cellules
humaines, et permettent ainsi le maintien de l'expression du transgene associé au
cours des divisions cellulaires (stabilité vérifiée apres 30 jours de culture de lignées
cellulaires humaines pourvues de HAC, Rudd et al., 2003). Enfin, si la mauvaise
connaissance de la structure des HACs et des difficultés d"insertion du transgéne ont
longtemps freiné leur application en thérapie génique, la résolution récente de ces
limitations a permis l'introduction et I'expression de nombreux genes humains (p-
globine, facteur IX, CFTR) dans différents types cellulaires, in vitro et in vivo (Kazuki
and Oshimura, 2011 ; Kouprina et al., 2013).

II- 3.2.2.2 Vecteurs chimiques

Ces vecteurs utilisent la propriété de complexation des acides nucléiques avec
différents agents susceptibles d’interagir avec les membranes physiologiques afin de
faciliter leur franchissement, en masquant les charges négatives des séquences
nucléotidiques (Richard, 2003). Les vecteurs chimiques les plus courants
correspondent aux lipides cationiques, aux polymeéres et aux polysaccharides.

Le mécanisme de transfert des séquences nucléotidiques dans les cellules est
unique, pour tous les vecteurs chimiques: apres interaction avec la membrane
plasmique, les vecteurs sont endocytés, et se retrouvent prisonniers du systeme
endosomal, au sein du cytoplasme. La libération du cargo d’acides nucléiques
s’effectue apres lyse des endosomes, qui est liée a I'effet tampon résiduel du vecteur :
les fonctions aminées électriquement neutres présentes (en minorité) sur les vecteurs
synthétiques attirent une importante quantité d’ions H*, qui sont suivis par des ions
Cl-; l'arrivée de molécules d’eau destinées a rétablir 1"équilibre osmotique entraine
alors une lyse endosomale et la libération du transgene.

L’ensemble de ces vecteurs présente une importante capacité de vectorisation
en termes de taille des séquences véhiculées, la majorité étant le plus souvent
employée en association a des fragments d’ADN intégrés au sein de plasmides.
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II- 3.2.2.2.1 Vecteurs lipidiques

La méthode de vectorisation chimique la plus anciennement utilisée en
thérapie génique correspond au transfert de genes via les lipides, ou
« lipofection » (Felgner et al., 1987). Ces lipides cationiques sont caractérisés par une
structure amphiphile a 3 domaines : une téte hydrophile cationique qui interagit avec
les fonctions phosphates chargées négativement des acides nucléiques, une queue
hydrophobe qui s’associe avec les lipides des membranes cellulaires et un linker
(fonction carbonée) reliant ces deux domaines (Li et al., 2015). La figure 16 indique la
structure de quelques lipides cationiques utilisés en tant que vecteurs d’acides
nucléiques.
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Figure 16 : Structure chimique des lipides cationiques communément utilisés en thérapie génique
(Li et al., 2015). Les structures sont représentées en environnement acide, chargées positivement ; les
tétes hydrophiles cationiques sont constituées de fonctions ammoniums quaternaires. DOTAP : 1,2-
dioleoyl-3-trimethylammoniumpropane ; DOTMA : N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium  chloride ; DMRIE: 1,2-dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethyl
ammonium bromide ; DOSPA : 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-
propanaminium trifluoroacetate. Le DOSPA est notamment disponible chez Thermo Fisher Scientific
en mélange avec le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine ou DOPE, sous le nom de marque
Lipofectamine®.

Les vecteurs dérivés de lipides cationiques les plus fréquents correspondent

aux liposomes, qui consistent en de petites vésicules artificielles formées par
"association de phospholipides amphiphiles et de cholestérol : ces composés s’auto-
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assemblent en une ou plusieurs couches renfermant un cceur aqueux (Figure 17), au
sein duquel les séquences nucléotidiques d’intérét se situent (Li et al., 2015).
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Figure 17 : Représentation schématique d'un liposome (d’apres Palma Biotech, consulté le 07.09.15).
La figure représente un liposome unilamellaire.

Les vecteurs liposomaux peuvent véhiculer des molécules d’ARN et d’ADN,
que ces dernieres soient déja vectorisées (au sein de plasmides, cas les plus fréquents)
ou non. Ils sont considérés comme tres attractifs du fait de leur faible
immunogénicité, de leur biodégradabilité satisfaisante, et de la disponibilité de
solutions commerciales dédiées a la formation des vésicules. En outre, les vastes
possibilités d’ingénierie et de combinaison des liposomes avec des molécules de
polyéthylene glycol, d’anticorps ou la technologie des ultrasons, qui optimisent la
pérennité de ces outils au sein de I'organisme et le ciblage des cellules destinées a
étre corrigées, favorisent leur utilisation in vivo. A titre d’exemple, les systemes
liposomaux de délivrance d’acides nucléiques ont été employés dans des protocoles
d’essais cliniques de thérapie génique ciblant le cancer et la mucoviscidose (Alton et
al., 2013 ; Omata et al., 2015 ; Schultheis et al., 2014).

Malgré leur succes, les liposomes présentent des inconvénients qui résident en
une importante cytotoxicité, une faible efficacité de transfection cellulaire et des
difficultés de production a grande échelle (faible stabilité des particules) pouvant étre
rédhibitoires pour certains protocoles d’essais cliniques, ce qui incite a l'emploi
d’autres types de vecteurs chimiques.

II- 3.2.2.2.2 Vecteurs polymériques

Les vecteurs polymériques sont constitués d’une répétition de groupements
aminés complexés de fagon électrostatique avec les séquences d’acides nucléiques
qu’ils transportent (Figure 18). Ils présentent un intérét significatif en thérapie
génique car ils sont globalement caractérisés par une grande efficacité de
transfection, une faible immunogénicité et une production simple a grande échelle
(Li et al., 2015). De plus, ces vecteurs peuvent étre conjugués a différents ligands, tels
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que des anticorps ou des peptides, dans I'objectif de favoriser un ciblage cellulaire
spécifique (Chiu et al.,, 2004). Comme pour les liposomes, différentes solutions
commerciales de polymeres sont disponibles, dont l'une des plus communes
correspond au jetPEI® (Polyplus Transfection).
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Figure 18 : Structure chimique des principaux vecteurs polymériques (Li et al., 2015). PEI:
polyethylenimine ; PLL : poly(L-lysine) ; PDMAEMA : poly[2-(dimethylamino) ethyl methacrylate] ;
PAMAM : polyamidoamine.

Les propriétés précédemment énoncées sont a nuancer en fonction des
molécules, qui présentent des propriétés hétérogenes : si la polyéthylene imine
présente une excellente efficacité de transfection, elle est cependant tres cytotoxique,
et non biodégradable pour ses dérivés de plus hautes masses moléculaires; au
contraire, la poly(L-lysine) présente de trés bonnes biodégradabilité et
biocompatibilité, mais une faible efficacité de transfection a cause d'un effet tampon
résiduel insuffisant. Ces caractéristiques sont prises en considération dans le choix
des vecteurs associés aux acides nucléiques lors de l'élaboration des protocoles de
thérapie génique; cependant, leur ingénierie est également envisageable pour
moduler certaines propriétés, comme cela a été réalisé par I'équipe de Alvarez, qui a
associé la polyéthyléne imine au polyéthylene glycol et au cholestérol dans un essai
clinique de traitement de cancers gynécologiques, afin d’optimiser le ratio
efficacité/toxicité des vecteurs (Alvarez et al., 2014).
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II- 3.2.2.2.3 Vecteurs polysaccharidiques (Chitosan)

Parmi les vecteurs chimiques, le chitosan est le seul composé dérivé
d’éléments naturels : il correspond a un polysaccharide consistant en une association
de glucosamine et de N-acétylglucosamine, et il peut étre dérivé d"une désacétylation
partielle de la chitine, constituant de la carapace des crustacés (Li et al., 2015)
(Figure 19).

— OH HO NHR
HO 0 -
O ~1
-0 o o o ©
1
HO NH,
OH
OH
B = %
R=H or COCH,

Figure 19 : Structure chimique du chitosan (Li et al., 2015).

Ses origines naturelles conferent au chitosan les propriétés de biodégradabilité
et de biocompatibilité les plus importantes, parmi les vecteurs chimiques ;
cependant, 'absence d’effet tampon résiduel de ce vecteur réduit considérablement
son efficacité de transfection, et ainsi sa capacité de délivrance des acides nucléiques
avec lesquels il est complexé de fagon électrostatique. Des associations entre le
chitosan et d’autres types de vecteurs, tels que la PEI ou la PLL, ont été développées,
présentant le double avantage d’augmenter 1'efficacité de transfection du chitosan et
de réduire la cytotoxicité des vecteurs polymériques (Li et al., 2015 ; Lu et al., 2008).

Enfin, comme les autres vecteurs chimiques, le chitosan peut étre conjugué a
des ligands pour moduler sa spécificité cellulaire, tels que des fonctions galactosyl
conférant aux vecteurs une efficacité de transfection supérieure pour les cellules
HepG2 (lignée cellulaire dérivée d’hépatocarcinome humain), via une association aux
récepteurs des asialoglycoprotéines (Kim et al., 2004).

II- 3.2.2.3 Intégration génomique des vecteurs non viraux

Comme nous 1'avons évoqué plus haut, I'un des principaux avantages des
vecteurs non viraux consiste en une meilleure sécurité de leur utilisation,
principalement fondée sur une faible immunogénicité et sur leur absence de capacité
d’intégration dans le génome des cellules hotes, qui prévient tout risque de
mutagénese insertionnelle.

Néanmoins, bien que délétere si non contrdlée, I'intégration génomique des
séquences transgéniques permet d’obtenir d'une part, une expression pérenne de ces
séquences, non seulement maintenue pendant toute la durée de la vie de la cellule
corrigée mais également transmise a ces cellules filles, et d’autre part, une régulation
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physiologique de cette expression si l'intégration s’effectue au locus du gene
déficient.

Les vecteurs non viraux n’étant pas dotés d'intégrases spécifiques telles que
les enzymes associées aux vecteurs rétroviraux et lentiviraux, la seule solution
permettant d’intégrer le transgene qu’ils véhiculent au génome d’une cellule hote
correspond au recours au processus de recombinaison homologue, au cours duquel
les séquences d'un fragment d'ADN exogene viennent remplacer les séquences
endogenes avec lesquelles elles présentent une homologie (Lemarchandel and
Montagutelli, 1990).

Cependant, la fréquence naturelle de ciblage génique par recombinaison
homologue est de 1.10°% a 1.108 (Doetschman et al., 1987), ce qui est trop faible pour
étre compatible avec une application thérapeutique. Cet obstacle peut étre surmonté
par la création d'une coupure double-brin de I’ADN au sein de la région cible de
recombinaison, capable d’augmenter plusieurs milliers de fois la fréquence du
ciblage, afin d’atteindre des niveaux potentiellement utilisables en thérapeutique
(Donoho et al., 1998 ; Porteus and Baltimore, 2003). En effet, la présence de la cassure
double-brin active les mécanismes naturels de réparation des dommages cellulaires,
correspondant de facon prépondérante a une jonction non homologue des extrémités
clivées (NHE], Non-Homologous End-Joining ; Figure S1, en annexe), et de maniere
moins fréquente a la voie de la recombinaison homologue, nommée HDR (Homology-
Directed Recombination ; Figure S2, en annexe). La réparation consécutive au NHE]
peut conduire a la déstabilisation et a I'interruption du gene cible en introduisant des
insertions ou des délétions (« indels »), tandis que la voie HDR peut étre utilisée afin
d’introduire des modifications précises de la cible, en présence d'une séquence
d’ADN matrice (Pu et al., 2015) (Figure 20).

Le transfert de cette découverte vers le domaine de la thérapie génique a
nécessité le développement de méthodes permettant de générer des cassures
spécifiques de sites, au sein de ’ADN : I'ensemble de ces méthodes est regroupé sous
le terme d’édition du génome, ou de modification génique ciblée.
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Modification génique ciblée: principe
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Figure 20 : Voies de réparation des cassures double-brins de I’ADN : emplois en modification génique
ciblée. KO : knock out, extinction. La correction génique ciblée représente la modification ponctuelle d'une
séquence endogene, tandis que l'insertion ciblée consiste en I'introduction d'une séquence exogene au sein
du génome. La réparation par NHE] peut entrainer, via la création d’insertions ou de délétions, un décalage
du cadre de lecture de la séquence cible, responsable de I'extinction de I'expression du gene correspondant.

Depuis leur mise au point dans les années 1990, et jusqu'en 2010, les
méganucléases (MNs) et les nucléases a doigts de zinc (« Zinc Finger Nucleases »,
ZFNs) ont dominé la sphere de la manipulation génétique ciblée. Les MNs, qui
fonctionnent en unités monomériques, sont basées sur la structure protéique des
endonucléases LAGLIDADG (famille d’endonucléases a domaines en hélices a), qui
se lient et clivent de longues séquences cibles d’ADN formées de 14 a 40 nucléotides
(Chevalier et al., 2002). Les ZFNs correspondent quant a elles a des protéines
dimériques, dont chaque monomere consiste en la fusion du domaine catalytique de
I"’endonucléase de restriction Fokl, et de 3 a 6 domaines protéiques en doigt de zinc se
liant a I’ADN (Connelly et al., 2010). Ces deux catégories d’outils d’édition
génomique ont permis de modifier le génome d'une grande variété de modeles
d’organismes, s’étendant des simples procaryotes aux eucaryotes complexes
végétaux et animaux ; les MNs et les ZFNs ont également été employées avec succes
a l'introduction de modifications géniques au sein de cellules humaines primaires,
telles que les lymphocytes T et les cellules souches hématopoiétiques. De plus, ces
technologies ont permis au domaine de 1'édition génomique d’entrer dans 1'ere des
essais cliniques: le premier essai clinique de thérapie génique impliquant des
nucléases spécifiques a été mis au point a 'aide de ZFNs, dans I'objectif de créer un

N

systtme immunitaire résistant a l'infection par le virus de l'immunodéficience
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humaine, via une altération de la séquence génique codant pour le co-récepteur
CCR5 du virus. L’étude a fourni des résultats encourageants, en démontrant que
I'injection de lymphocytes T CD4* autologues modifiés par les ZFNs était stire, et
qu’elle rendait I'ARN génomique lentiviral indétectable chez 3 patients parmi les 12
évalués (Tebas et al., 2014). Cependant, la modulation de la spécificité des MNs et des
ZFNs est laborieuse, car elle nécessite une ingénierie protéique complexe basée sur
une modélisation in silico et/ ou sur une sélection in vitro (Mussolino et al., 2015).

Ces contraintes ont été progressivement dépassées par I'émergence successive
de deux nouvelles technologies d’édition génomique, au début des années 2000. En
2010, le déchiffrage du code régissant la spécificité de liaison des facteurs protéiques
TALEs (Transcription Activator-Like Effectors) des bactéries du genre Xanthomonas avec
leurs sites spécifiques de liaison, dans le génome des plantes qu’elles infectent, a
permis la mise au point d'un nouvel outil protéique d’édition génomique, les
TALENSs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases), qui présentent a la fois une
haute efficacité de clivage et une importante facilité de développement (Mussolino et
al., 2015). Moins de deux ans apres la premieére publication mentionnant 'utilisation
des TALENSs dans des cellules humaines (Cermak et al., 2011), une nouvelle stratégie
de modification génique ciblée, basée sur les découvertes de I'équipe de Charpentier
et Doudna a propos de I'immunité bactérienne, a également montré son efficacité
dans l'édition du génome humain: la technologie des CRISPR/Cas (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-associated system) (Cong et al.,
2013). Cet outil, dont le principe réside en un clivage nucléasique dune séquence
cible d’ADN, reconnue par des séquences d’ARN associées a la nucléase, présente
une flexibilité et une simplicité d’élaboration inégalées dans le domaine de la
manipulation génique ciblée.

Pour le développement du projet de thérapie génique ciblée de
I'hyperoxalurie primitive de type 1, nous avons choisi d’utiliser les systémes
TALENs et CRISPR/Cas ; une description plus détaillée de ces outils est ainsi
proposée dans les paragraphes suivants.

II- 3.2.2.3.1 Présentation des TALENSs

Les membres de la vaste famille des TALEs (Transcription Activator-Like
Effectors) correspondent a des facteurs de virulence de Xanthomonassp., un
pathogéne de plantes qui modifie 'expression génique de ses cellules hotes en
mimant les facteurs de transcription eucaryotes.

Les effecteurs protéiques TAL isolés chez ces pathogénes sont caractérisés par
un domaine central composé de répétitions en tandem, de signaux de localisation
nucléaire (NLSs), et d'un domaine acide d’activation de la transcription (AD)
(Figure 21). Les membres de cette famille d’effecteurs sont tres conservés, ne

différant que par la séquence en acides aminés et le nombre de leurs répétitions
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centrales. Ce nombre, ainsi que l'ordre des répétitions d'un TALE déterminent son
activité spécifique; par exemple, le membre typique de cette famille, 1'effecteur
AvrBs3 (Avirulence protein AvrBs3 de Xanthomonas euvesicatoria, ciblant les
poivriers) contient 17,5 répétitions, qui sont essentielles a la liaison avec ses
séquences cibles et représentent un type distinct de domaine de liaison a I’ ADN.

Les séquences répétées en tandem consistent chacune en 34 acides aminés, et
se distinguent par les unités situées en positions 12 et 13 (en anglais Repeat Variable
Diresidue ou RVD) (Boch et al., 2009).

Repeat domain NLS AD
N W—

§ . == 1298 92 T Tt S semimtaec s 34

LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

Figure 21: Mod¢le représentatif de la structure des effecteurs TAL (Boch et al., 2009). Exemple de
I'effecteur AvrBs3 : répétitions en tandem (rectangles rouges), séquences de localisation nucléaire (jaune), et
domaine d’activation (vert) ; la séquence d’acides aminés représentée correspond a la premiere répétition
du domaine central. Les acides aminés hypervariables (RVD) situés en positions 12 et 13 sont surlignés en

gris.

Les acides aminés qui composent le RVD établissent la spécificité de
reconnaissance des bases nucléotidiques de I’ADN, selon les combinaisons suivantes :
HD=C;IG=T;NG=T;NI=A;NN=AouG;NS=A,C G, ouT (ouD = acide
aspartique ; G = glycine ; H = histidine ; I = isoleucine ; N = asparagine ; S = sérine pour
les acides aminés, et A =adénine ; C = cytosine, G = guanine ; T = thymine pour les
bases nucléotidiques). Ainsi, I'agencement et la composition des RVD au sein des
répétitions centrales en tandem permettent aux TALEs de reconnaitre spécifiquement
une séquence désoxyribonucléotidique cible (Boch et al., 2009).

Afin de permettre leur utilisation en tant qu’outils de manipulation génique
ciblée, ces protéine naturelles ont été fusionnées par ingénierie au domaine catalytique
de 'endonucléase de restriction Fokl, aboutissant a la formation des protéines TALENs
(Mussolino et al., 2011). L’activité nucléasique de Fokl requiert 1'association de deux
domaines catalytiques, devant se lier chacun a un site nucléotidique adjacent. L’emploi
des TALENSs nécessite donc la construction de dimeres, reconnaissant les séquences
d’ADN situées en 5" et en 3’ du site de coupure souhaité (Kim and Kim, 2014 ; Pu et al.,
2015) (Figure 22).
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Figure 22 : Ciblage d’'une séquence d’acides nucléiques par les TALENs (Kim and Kim, 2014). Les
protéines TALEs se lient a leurs séquences cibles (fonds orange et vert) et générent une cassure double-
brin de '’ADN au niveau d'un site spécifique, aprés dimérisation des domaines catalytiques de Fokl
(bleu pastel (+) et bleu vif (-)). Afin d’éviter tout encombrement lors de la dimérisation de ces domaines,
les séquences cibles reconnues par les protéines TALEs doivent étre séparées par 12 a 21 pb. Les
séquences cibles des TALENSs sont typiquement précédées d’une thymine (T) a leur extrémité 5'. Le RVD
de l'une des répétitions du TALE gauche est surligné en rouge.

Depuis leur découverte, les TALENSs ont été utilisées pour cibler in vitro des
loci génomiques au sein de plusieurs lignées cellulaires humaines, dont les cellules
souches embryonnaires et les cellules souches pluripotentes induites (Hockemeyer et
al., 2011 ; Jia et al., 2015). Elles ont également été employées in vivo, pour modifier le
génome de divers mammiferes tels que les souris, les rats et les lapins (Qiu et al.,
2013 ; Song et al., 2013 ; Tesson et al., 2011). Les applications de cette technologie sont
diverses : addition ou délétion de séquences, extinction de l'expression d'un geéne,
correction in situ de mutations génomiques (voir sous-partie « Outils et approches de
correction génique »).

Les TALENSs constituent donc un outil efficace pour manipuler le génome de
facon spécifique et transmissible, aussi bien a des fins thérapeutiques que pour la
mise au point de modeles d’étude de pathologies.

II- 3.2.2.3.2 Présentation des systemes CRISPR/ Cas

Les CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
correspondent a des segments de séquence d’ADN répétée découverts dans le génome
bactérien. Ils permettent a ces organismes de se protéger contre I'invasion d’acides
nucléiques étrangers, comme ceux de virus ou phages (Fineran and Charpentier, 2012 ;
Horvath and Barrangou, 2010).

En effet, les bactéries présentant un ou plusieurs loci CRISPR répondent a une
invasion virale ou plasmidique par l'intégration de petits fragments d’ADN étranger
(« protospacers ») entre les séquences répétées des CRISPR. Lors d'une seconde
introduction de ces mémes acides nucléiques étrangers au sein de la bactérie, la
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transcription de la matrice composée des fragments d’ADN exogenes insérés entre les
séquences répétées endogenes conduit a la formation de précurseurs de CRISPR RNA
(« pré-crRNA »). Apres clivage enzymatique, ces précurseurs deviennent des crRNAs
composés d'un fragment « spacer » capable de s’hybrider avec les séquences virales ou
plasmidiques a 1'origine de la production des crRNAs correspondants (Jinek et al.,
2012; Pu et al,, 2015). La reconnaissance des séquences exogeénes par les spacers
entraine leur clivage par une nucléase de la famille des protéines « Cas » (« CRISPR-
associated protein », famille hétérogene de protéines qui fonctionnent en complexe avec
les crRNAs) et ainsi I'extinction de leur expression (Haft et al., 2005).

Il existe trois types de systémes CRISPR/Cas. Les types I et III partagent
plusieurs caractéristiques : les pré-crRNAs sont transformés en crRNAs par des
endonucléases Cas spécialisées et, une fois matures, les copies de crRNAs identiques
s’assemblent en un large complexe comprenant de multiples protéines Cas, capable
de reconnaitre et de cliver les séquences d’acides nucléiques complémentaires aux
crRNAs. La transformation des pré-crRNAs dans les systemes de type II s’effectue
selon un mécanisme différent, faisant intervenir des ARNSs transactivateurs
(transactivating CRISPR RNAs ou « tracrRNAs ») complémentaires des séquences
répétées présentes dans les pré-crRNAs. L’hybridation des tracrRNAs avec les pré-
crRNAs déclenche la maturation de ces derniers par action de la RNase III
(ribonucléase spécifique de 1"’ARN double-brin), en présence de la Cas9. Il a
également été montré que le tracrRNA est nécessaire a la liaison de I'ensemble du
complexe CRISPR/Cas9 avec 'ADN cible, et a la stimulation de I'activité nucléasique
de la Cas9 (Jinek et al., 2012).

Dans le systeme de type II de Streptococcus pyogenes (le plus étudié), la
spécificité du ciblage de la séquence d’ADN exogéene repose notamment sur la
reconnaissance du « protospacer adjacent motif » (PAM) par le complexe Cas9/crRNA.
Ce motif, qui correspond a la séquence consensus *NGG? (avec N = A, C, Gou 1),
constitue un déterminant critique de la liaison initiale du complexe CRISPR/Cas9 a
I’ADN cible, et autorise la séparation ultérieure des brins de la double hélice d’ADN,
ainsi que 1'hybridation crRNA-ADN cible (Anders et al., 2014 ; Fu et al., 2014 ; Ran et
al., 2013a) (Figure 23). Le clivage double-brin de I’ADN réalisé par la Cas9 s’effectue
majoritairement a une position située 3 bases en 5° du PAM, et entraine la formation
d’extrémités franches : le domaine nucléasique HNH, formé des résidus catalytiques
conservés His-Asn-His et d'un site de liaison au zinc (CxxC)2 (Xu et al., 2013), clive le
brin complémentaire au crRNA, tandis que le domaine RuvC-like (RuvC: role
principal de résolution des jonctions de Holliday (Shah et al., 1997)) clive le brin non
complémentaire (Jinek et al., 2012).
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Figure 23 : Ciblage de ’ADN par le complexe CRISPR/Cas9 (d’apres Jinek et al., 2012). Représentation
schématique des séquences ADN des tracrRNA, crRNA et protospacer, issues de différentes souches de
Streptococcus pyogenes. Les régions du crRNA complémentaires au tracrRNA et au protospacer sont
représentées respectivement en orange et en jaune. La séquence PAM est surlignée en gris. Les sites de
clivage analysés au cours de deux études (couleurs bleu et rouge) sont représentés par des fleches et une
ligne, indiquant que le brin complémentaire au crRNA est clivé dans la plupart des cas au niveau d'un
site situé 3 paires de bases en 5 du PAM, tandis que le brin non complémentaire est clivé sur un ou
plusieurs sites situés de 3 a 8 paires de bases en amont du PAM.

Une adaptation du systéme de type II découvert chez Streptococcus pyogenes a
été développée, rendant possible I'introduction de cassures double-brins au niveau
de sites spécifiques, au sein des cellules eucaryotes. En effet, la structure secondaire
du duplex tracrRNA/crRNA peut étre modélisée par un ARN simple brin
chimérique ou « ARN guide », composé d'une séquence spacer de 20 nucléotides
reconnaissant la cible, suivie d’une structure en épingle a cheveux mimant
I'interaction du tracrRNA et du crRNA (Jinek ef al., 2012 ; Pu et al., 2015). La seule
adaptation du spacer, situé a I'extrémité 5" de ’ARN guide, permet alors de guider la
Cas9 vers un site putatif spécifique de clivage, afin de générer des coupures double-
brins (Figure 24).

(B)
Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer
7 PAM

target DNA

||||||lI||||H|II||||[/":' : T
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crRNA-tracrRNA chimera
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Figure 24 : Programmation de la Cas9 par un ARN guide chimérique (Jinek et al., 2012). (A) Dans le
systéeme CRISPR/Cas9 de type Il de S. pyogenes, la Cas9 (forme bleu clair) est guidée par une structure
composée du tracrRNA et du crRNA, afin de cliver spécifiquement ’ADN double-brin cible. (B)
L’association du tractRNA et du crRNA peut étre modélisée et remplacée par une molécule d’ARN
simple brin chimérique, générée par fusion des extrémités 3" du crRNA et 5 du tracrRNA a une
boucle de liaison intermédiaire (linker loop).
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Comme les TALENs, le systeme CRISPR/Cas9 est applicable au clivage
spécifique du génome cellulaire d’organismes procaryotes et eucaryotes, a la fois in
vitro chez divers types cellulaires dont les cellules humaines (lymphocytes T CD4* et
cellules souches hématopoiétiques, par exemple), et in vivo chez la souris, le hamster, le
cochon ou méme le singe (Fan et al., 2014 ; Mandal et al., 2014 ; Niu et al., 2014 ; Wang
etal., 2013 ; Zhou et al., 2015).

Outre les applications « classiques » de la manipulation génique ciblée évoquées
dans la présentation les TALENS, la flexibilité des systemes CRISPR/Cas permet
d’envisager d’autres modes de régulation du génome, combinant les capacités de
ciblage spécifique de ces systemes avec les propriétés effectrices de facteurs
régulateurs de 1'épigénome et du transcriptome. Pour cela, des protéines Cas9
catalytiquement inactives (Cas9 désactivées ou « dCas9 ») sont placées en fusion avec
les facteurs de régulation : la dCas9 joue alors uniquement le role d’intermédiaire entre
les ARN guides qui orientent la protéine de fusion vers un site génomique spécifique,
et les facteurs de régulation qui agissent sur I'expression génomique. Une fusion de la
dCas9 a ainsi été établie avec des facteurs activateurs (tels que les protéines
transactivatrices VP16 et VP64 dérivées du virus Herpes simplex) ou inhibiteurs de
transcription (tels que le domaine KRAB, Kriippel-Associated Box), qui interagissent
avec le complexe de préinitiation de la transcription, mais également avec des facteurs
modificateurs de I'épigénome impactant sur l'organisation de la chromatine
(I'acétyltransférase par exemple, responsable d'une acétylation des lysines des
histones, ce qui provoque la décondensation de la chromatine et I'activation de la
transcription) (Gilbert et al., 2013 ; Hilton et al., 2015 ; Mussolino et al., 2015).

Enfin, grace a leur simplicité d’action et de mise au point, les systemes
CRISPR/ Cas9 offrent la possibilité majeure de réaliser un ciblage génique multiple, la
Cas9 pouvant étre facilement dirigée vers plusieurs cibles en parallele apres co-
délivrance de diverses molécules d’ARN guides (Mussolino et al., 2015 ; Ott de Bruin et
al., 2015). Cette approche peut étre envisagée pour développer des modeles d’étude et
des pistes thérapeutiques pour des pathologies multigéniques, en réduisant
considérablement le temps nécessaire a l'introduction de modifications génétiques
programmees.

Le systeme CRISPR/Cas9 représente ainsi une technologie prometteuse pour
le développement de nouvelles stratégies de thérapie génique, et pour I’amélioration
de la compréhension des pathologies d’origine génétique.

53



III- Outils et approches de correction génique

Deux types d’approches de thérapie génique ont été développées afin de
répondre aux caractéristiques des différentes pathologies ciblées: dune part, les
stratégies focalisées sur la modification des séquences génomiques, et d’autre part,
les méthodes visant a moduler l'expression du génome sans modification des
séquences.

III- 1. Approches de modification des séquences génomiques
I1I- 1.1 Thérapie génique additive

Cette approche consiste a introduire une copie fonctionnelle d’un géne (ou son
ADN complémentaire, le plus souvent) dans le génome d’une cellule. Selon le
transgene introduit, deux applications sont possibles: d'une part, si le transgéne
correspond a la version sauvage d'un gene déficitaire, on parle de thérapie de
remplacement, dont 1'objectif est de restaurer la fonction physiologique du géne
muté au sein des cellules ou cette fonction s’exerce ; d’autre part, si le transgene
correspond a une séquence qui n’est pas exprimée physiologiquement dans les cibles
cellulaires de la thérapie génique, 1'objectif est de renforcer les capacités de défense
de l'organisme contre une pathologie considérée en le dotant d'une nouvelle
fonction.

La thérapie de remplacement est particuliéerement adaptée au traitement des
pathologies monogéniques de transmission récessive car, dans ce cas, la modification
d'un seul allele, au niveau du locus du gene déficient, permet de restaurer le
phénotype physiologique ; cette stratégie a notamment été utilisée en essais cliniques
pour le traitement de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (gene WAS ;
Boztug et al., 2010) et de I'anémie de Fanconi (gene FANCA ; Rio et al., 2014). Elle
présente également 1'avantage d’étre utilisable chez tous les patients affectés par la
pathologie considérée, quelle que soit la mutation a I'origine du dysfonctionnement
du géne causal.

Quant aux stratégies conférant une nouvelle fonction aux cellules traitées, elles
sont tres utilisées dans la lutte contre le cancer, notamment pour favoriser la
reconnaissance et la destruction des cellules tumorales par le systeme immunitaire. A
titre d’exemple, 1'équipe de Porter a démontré récemment qu'une administration de
lymphocytes T autologues, transduits a 1'aide d'un vecteur lentiviral afin d’exprimer
un récepteur chimérique reconnaissant I’antigene CD19 spécifique des
lymphocytes B, était efficace chez des patients atteints de leucémie lymphoide
chronique (caractérisée par une prolifération anormale des lymphocytes B)
réfractaire ou a multiples rechutes (Porter et al., 2015).

La méthode du gain de fonction est également envisagée pour soulager les
patients atteints de pathologies neurodégénératives, telles que la maladie de
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Parkinson. Cette pathologie se caractérise par un dysfonctionnement moteur
(tremblements de repos, rigidité et bradykinésie ou ralentissement psychomoteur),
consécutif a la dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la
substance noire du cerveau, qui projettent leurs axones vers le striatum ou la
dopamine est libérée. S'il est complexe de ralentir la progression de la perte
neuronale, I'équipe de Palfi a en revanche cliniquement montré qu’il était possible de
réduire les symptomes moteurs en faisant produire la dopamine directement par les
cellules de la région motrice du striatum (putamen), par injection bilatérale du
ProSavin® un vecteur lentiviral équin codant pour les trois enzymes de la

biosynthese de la dopamine a partir de la tyrosine (tyrosine hydroxylase,
décarboxylase des acides aminés aromatiques, cyclohydrolase 1) (Palfi et al., 2014).

En outre, quelle que soit la stratégie adoptée, I'intégration génomique du
transgene confere un caractere pérenne a son expression, permettant d’éviter les
réadministrations multiples du produit de thérapie génique, et ainsi de réduire les
risques de réactions immunitaires dirigées contre lui. Cependant, comme nous
I'avons vu précédemment, des précautions sont a prendre pour éviter tout effet
délétere lié a I'intégration génomique de la séquence exogene. Deux possibilités sont
ainsi envisageables pour une insertion sécurisée : d'une part, une intégration du
transgene au sein d'un locus identifié comme sécuritaire, tel que le locus AAVSI
évoqué précédemment (Rio et al., 2014), et d’autre part, une insertion au sein du locus
du gene morbide, ce qui permet une expression du transgene dans I'environnement
physiologique du gene causal. C'est cette seconde stratégie qui a été choisie lors du
développement du protocole de thérapie génique additive pour 1'hyperoxalurie
primitive de type 1 (voir partie « Etudes expérimentales »).

Il faut également noter que, si les stratégies de remplacement et d’apport
d’une nouvelle fonction sont ici développées selon un mode intégratif, la thérapie
génique additive peut également consister en I'expression épisomale de séquences
d’ARN ou d’ADN, en particulier lorsqu’une expression génique transitoire est
suffisante pour atteindre 1'objectif thérapeutique. Cette méthode a notamment été
employée par l'équipe de Suresh, qui a induit l'expression transitoire de la
thioredoxin-1 (protéine antioxydante, régulatrice de la croissance et de la
transcription) dans des cellules souches mésenchymateuses, administrées a des

myocardes de rats infarcis a l'aide de vecteurs adénoviraux en vue d'une
revascularisation (Suresh et al., 2015).

III- 1.2 Correction génique in situ de mutations ponctuelles

Alternativement a I'introduction d’une séquence transgénique dans le génome
d’une cellule, les nouvelles technologies d’édition génomique permettent de réaliser
une correction spécifique des mutations morbides au sein méme des séquences
alléliques affectées : cette méthode est nommée correction génique in situ. Dans ce
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cas, un clivage génomique est effectué par des endonucléases a proximité de la
mutation ciblée, et la correction est effectuée par recombinaison homologue avec une
matrice comprenant la séquence de remplacement de la cible mutée, flanquée par
deux bras d’homologie complémentaires des séquences environnantes (Ott de Bruin
et al., 2015).

Il est important de considérer que, contrairement a une stratégie de thérapie
génique additive par recombinaison homologue, dont la longueur conséquente des
transgenes a introduire (plusieurs milliers de nucléotides) nécessite la mise au point
de matrices double-brins a longs bras d’homologie, la méthode de correction génique
in situ implique quant a elle la recombinaison homologue de séquences tres courtes,
de quelques centaines de nucléotides : la mise en présence d’une matrice simple-brin
a courts bras d’homologie (quelques dizaines de nucléotides) est alors suffisante au
phénoméne de recombinaison (Wang et al, 2008 ; voir partie «Etudes
expérimentales »).

De plus, le fait de corriger uniquement la mutation autorise la conservation
des séquences promotrices, activatrices de transcription et de tous les autres éléments
régulateurs endogenes, ce qui permet de préserver l'expression physiologique du
gene.

A titre d’exemples, la méthode de correction génique in situ a été employée
avec succes dans le développement de pistes thérapeutiques pour 1'épidermolyse
bulleuse (pathologie de la jonction dermo-épidermique -caractérisée par un
décollement de I'épiderme, suite a un dysfonctionnement du géne COL7A1 codant
pour le collagene VII) (Osborn et al., 2013), la p-thalassémie (hémoglobinopathie
caractérisée par un déficit en chaines B de I’hémoglobine, une érythropoiese
inefficace et une hémolyse, en lien avec une altération du gene codant pour la p-
globine) (Ma et al., 2013) et la drépanocytose (Sebastiano et al., 2011). Les deux
premieres approches ont été réalisées a 'aide de TALENS, et la troisiéme avec des
ZFNs ; dans le projet de correction génique ciblée de I'hyperoxalurie primitive de
type 1, nous souhaitons également développer une approche de correction génique in
situ, en employant toutefois le systeme CRISPR/Cas9, plus simple a manipuler. Cette
stratégie sera mise en ceuvre parallelement a une approche de thérapie génique
additive impliquant les TALENSs (voir partie « Etudes expérimentales »).

III- 1.3 Interruption de la séquence d'un gene par introduction de
mutations : méthode du knoking out

Lorsque 'expression d'un gene participe au développement d"une pathologie,
il peut étre nécessaire de la supprimer au sein des tissus cibles de cette pathologie.

La méthode la plus efficace actuellement disponible pour éteindre I'expression
d"un gene correspond a l'introduction ciblée de mutations au sein de sa séquence, a
I'aide d’endonucléases spécifiques. En effet, nous avons vu précédemment qu’apres
clivage double-brin d'une séquence d’ADN par les MNs, ZFNs, TALENs et
CRISPR/Cas, deux mécanismes de réparation sont activés: le processus de
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recombinaison homologue HDR et la voie de jonction non homologue des extrémités
NHE], qui est prépondérante. Tandis que le mécanisme de HDR répare la cassure en
préservant la séquence génomique originale, le NHE] se traduit dans la majorité des
cas par la création d’insertions ou de délétions au sein de la séquence réparée,
responsables d'un décalage du cadre de lecture et d'un arrét de la syntheése
protéique. La création d” « indels » étant irréversible, une administration unique des
endonucléases (en l'absence de matrice de recombinaison, qui favoriserait le
mécanisme HDR), vectorisées de facon non intégrative (sous forme d’ADN ou
d’ARN messager), suffit a ’obtention d’effets pérennes.

La méthode de knocking out est particulierement adaptée au traitement des
pathologies infectieuses : la stratégie réside en une inactivation de I'expression d'un
gene indispensable a la pénétration et/ou a la dissémination des agents infectieux au
sein de leurs cibles cellulaires. Cette approche a fourni des résultats encourageants
chez les souris puis chez 'Homme dans le traitement des infections par le virus de
I'immunodéficience humaine, via 1’administration de lymphocytes T autologues
résistants a l'infection virale suite a une extinction de l'expression du corécepteur
CCRS5 du virus, comme nous l'avons évoqué précédemment (Perez et al., 2008 ; Tebas
et al., 2014).

En amont du développement de thérapies par modification génique,
I'extinction de l’expression des genes est également utile a 1'établissement de
modeles d’études des pathologies d’origine génétique, qu’elles soient monogéniques
(génération d"un modele de déficit immunitaire combiné sévere chez le rat, Mashimo
et al.,, 2010) ou multigéniques, la flexibilité du systéme CRISPR/Cas offrant la
possibilité d'une extinction simultanée de plusieurs genes (Li et al., 2013 ; Ott de
Bruin et al., 2015 ; Wang et al., 2013).

III- 2 Approches de modulation de I'expression génomique

III- 2.1 Réduction (ou knocking down) de l'expression génique par
interférence a ARN

Le concept d’interférence a ARN (RNA interference ou « RNAIi ») a été établi en
1998 a partir d’études réalisées chez le nématode Caenorhabditis elegans (Fire et al.,
1998) : il réside en une inhibition spécifique de 1l'expression génique, suite a la
reconnaissance de séquences d’ARN messagers (ARNm) endogenes par des
fragments d’ARN double-brins. En 2001, 1'équipe du Dr Tuschl a découvert le
principe actif de ce mécanisme, consistant en des duplexes d’ARN d"une longueur de
21 a 22 nucléotides, désignés alors en tant que small interfering RNAs ou « siRNAs »
(Elbashir et al., 2001a ; Elbashir et al., 2001b).

Au sein des cellules animales, les siRNAs dérivent de la maturation de
séquences d’ARN plus longues et présentant des structures en épingles a cheveux,
appelées microRNAs ou « miRNAs ». Le processus de synthese et de maturation des
miRNAs est décrit dans la figure 25.
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Figure 25 : Biogéneése et fonction cellulaire des miRNAs (Lodish et al., 2008). Les miRNA genes
codent pour de longs transcrits primaires de miRNA, dont la maturation nécessite une série d’étapes
endonucléolytiques essentielles a la production de miRNAs fonctionnels. Dans un premier temps, les
transcrits primaires de miRNA (ou « pri-miRNA ») sont épissés a 'aide de la RNAse III Drosha et de
son cofacteur DGCRS8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8) en précurseur de mirRNA (« pre-
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miRNA »), qui correspond a une structure en épingle a cheveux d’une longueur d’environ 60
nucléotides. Le pre-miRNA est ensuite véhiculé activement dans le cytoplasme a l'aide de
I'exportine 5 et de la molécule RAN-GTP, qui fournit I'énergie nécessaire au transport. Une fois dans
le cytoplasme, le pre-miRNA subit une étape de clivage par la RNAse III Dicer et son cofacteur TRBP
(TAR (HIV) RNA Binding Protein 2), qui aboutit a la formation d'un duplexe d’ARN de 21 pb de
longueur, correspondant au miRNA réduit au principe actif minimal du mécanisme d’interférence a
ARN, le siRNA. La derniére étape de maturation du miRNA consiste en l'incorporation du brin
fonctionnel « dominant » du duplex (choisi notamment en fonction de sa stabilité¢) au sein du
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex), qui comprend les protéines argonautes AGO (non
représentées sur la figure). L’action des protéines AGO differe en fonction du degré d’homologie entre
le brin fonctionnel du miRNA et la séquence d’ARNm cible : si I'appariement entre le miRNA et
I’ARNm est parfait (a droite sur la figure), la protéine AGO?2 intervient pour déstabiliser et cliver
I’ARNm cible ; en revanche, si 'appariement est imparfait, ce sont majoritairement les protéines AGO
1, 3 et 4 qui interviennent pour inhiber la traduction protéique (répression de l'initiation de la
traduction, de I'élongation ou protéolyse des peptides naissants).
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Dans 1'objectif d’optimiser le mécanisme endogene d’interférence a ARN, la
communauté scientifique a rapidement développé des formats synthétiques d’ARN
interférents, apparentés soit a des pre-miRNA (appelés short hairpin RNA,
« shRNA »), soit a des siRNA, dont le temps de demi-vie cellulaire est plus court. Les
avantages de ces formes synthétiques sont 1) une diminution des étapes de
maturation et ainsi une augmentation du rendement de fonctionnement du
mécanisme, 2) l'assurance d’un appariement parfait des ARN interférents avec
I’ARNm cible pour orienter le mécanisme vers un clivage de cet ARNm et 3) la
possibilité de cibler toute séquence d’ARNm souhaitée (l'existence de miRNAs
endogenes n’ayant pas encore été montrée pour 'ensemble des transcrits cellulaires).
La libération de ces séquences au sein des cellules cibles s’effectue soit sous forme
d’ARN (valable pour les siRNAs et les shRNAs), soit sous forme de séquences
d’ADN codant pour les ARN interférents correspondants (valable pour les shRNAs
uniquement).

L’interférence a ARN est une méthode spécifique, efficace et sécuritaire grace a
I’absence de modification des séquences génomiques, qui lui conférent un caractere
réversible ; 'emploi de siRNA permet en outre un effet rapide et une pénétration
facilitée dans les cellules, grace a la faible taille des séquences correspondantes.
Cependant, contrairement a la méthode de knocking out vue précédemment,
I'interférence a ARN ne permet ni d’éteindre la totalité de I'expression d’un gene, ce
qui peut étre préjudiciable en cas de génotype morbide dominant négatif, ni de cibler
les séquences non transcrites (promoteurs et autres séquences régulatrices). De plus,
il est important de vérifier 'absence d’interférence des séquences synthétiques
ciblant un gene défini avec la réponse biologique issue de I'ensemble des autres
genes cellulaires, le complexe RISC étant sollicité unanimement par les ARNs
interférents endogeénes et synthétiques.

L’emploi de la technologie de I'interférence a ARN est particuliéerement adapté
au traitement des pathologies caractérisées par une surexpression génique, telles que
les cancers : une diminution de la prolifération et du caractere invasif du cancer de la
vessie a ainsi été déterminée in vitro suite a 1'utilisation de siRNAs ciblant le gene
MACCI (Metastasis Associated in Colon Cancer 1, facteur activateur de transcription, en
faveur de la mobilité et la prolifération cellulaires, et de la transition mésenchymo-
épithéliale) (Xu et al., 2015) ; des résultats similaires ont été obtenus in vitro dans le
cancer du sein, apres réduction de l'expression du gene SKP2 (S-phase kinase-
associated protein 2, dont la protéine correspondante est impliquée dans la régulation
de la transition G1/S du cycle cellulaire) par des siRNAs spécifiques (Sun et al., 2015).

III- 2.2 Saut d’exon

Lorsqu’une anomalie génétique se traduit par I'apparition d'un codon stop au
sein d'un exon, ou par le décalage du cadre de lecture d"une séquence, cela entraine
la synthese d’une protéine tronquée, non fonctionnelle et souvent dégradée, voire
par l'absence de synthése protéique. L’objectif de la technique du saut d’exon
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consiste, lorsque I'exon muté n’est pas indispensable a la fonction protéique, a
induire une excision de cet exon lors du processus d’épissage de I’ARNm, pour
éliminer les codons stop et rétablir le cadre de lecture : la protéine synthétisée est
alors légerement tronquée, mais fonctionnelle et produite a un taux similaire aux
protéines sauvages.

La pathologie a l'origine du développement du saut d’exon correspond a la
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD): c’est une pathologie musculaire
dégénérative d’origine génétique, de transmission récessive liée au chromosome X,
caractérisée par une perte progressive de la fonction musculaire squelettique et
cardiaque. Cette pathologie résulte de la présence d'une mutation non-sens ou d’un
décalage du cadre de lecture du gene DMD codant pour la dystrophine, protéine
d’ancrage de la matrice extracellulaire au cytosquelette via la F-actine, dont les sites
d’action principaux se situent aux extrémités N- et C-terminales. Il est important de
noter que les patients présentant des mutations du géne DMD n’affectant pas le
cadre de lecture et permettant la synthése d'une dystrophine partiellement
fonctionnelle (absence d’acides aminés uniquement dans la partie centrale), déclarent
une forme pathologique plus légére caractérisée par une fonction musculaire
résiduelle, la dystrophie musculaire de Becker (BMD) : cette constatation a permis
d’envisager qu'une suppression artificielle du ou des exons pathologiques du géne
DMD pourrait permettre de réduire les symptomes de la DMD a ceux de la BMD
(Negishi et al., 2014) (Figure 26).

Le mécanisme de la délétion par saut d’exon consiste en une hybridation de
I’ARNm défectif avec des séquences d’ARN ou d"ADN (oligonucléotides) antisens,
qui lui sont complémentaires. Ces séquences se fixent spécifiquement au niveau de
régions nécessaires au processus d’épissage, telles que les sites d’épissage 5" et 3" des
introns, ou les séquences de reconnaissance des exons (régions exoniques nécessaires
a I'épissage des introns situés en amont, et a I'inclusion des exons dans I’ARNm
mature) (Pramono et al., 1996 ; Wilton et al., 1999). Apres hybridation, les séquences
antisens empéchent les interactions ARN-ARN et ARN-protéines nécessaires a
I'épissage, et « masquent » ainsi 1'exon correspondant au splicéosome (complexe
ribonucléoprotéique responsable du processus d’épissage) : ce dernier n’est pas
intégré a I’ARNm mature (Dunckley et al., 1998).
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Figure 26 : Principe de la technique du saut d’exon (d’aprés Futura-Sciences, consulté le 13.09.15).
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A) Processus de synthese des protéines a partir de I’ADN. Apres transcription de I’ADN en pré-

N

ARNm, ce dernier subit une étape d’épissage nécessaire a sa maturation, consistant en une
suppression des introns et une liaison des exons entre eux ; ' ARNm ainsi formé est alors « lu » par les
ribosomes qui permettent I’assemblage des acides aminés en protéine correspondante. B) Mécanisme
du saut d’exon, exemple d"une mutation dans I'exon 23 du gene codant pour la dystrophine chez le
modéle murin mdx de la dystrophie musculaire de Duchenne. L’administration d’une séquence
complémentaire de I'exon 23 inhibe son épissage par le splicéosome, ce qui provoque sa délétion de
I’ARNm mature. La perte de I'exon 23 entraine la synthése d'une dystrophine tronquée, mais
fonctionnelle car cet exon n’est pas indispensable a sa fonction.

L’efficacité de ce systeme a fait ses preuves in vitro et in vivo dans la délétion
de I'exon 51 du géne DMD humain, y compris au cours d’essais cliniques réalisés
chez des patients éligibles pour ce type de correction (Cirak et al., 2011). A présent,
les différentes études en cours concernant 1’application du saut d’exon dans la DMD
se concentrent sur l'augmentation de l'efficacité de délivrance des séquences
antisens, afin d’optimiser I'expression de la dystrophine dans les cellules musculaires
des patients ; des efforts sont également déployés pour élargir 'application de cette
technologie a d’autres exons, tels que les exons 8, 44, 45, 50, 52, 55 et 53, les
recherches concernant ce dernier ayant atteint le stade clinique de phase I (Sarepta
Therapeutics, consulté le 08.10.15). En parallele, d’autres applications de la technologie
antisens d’interférence avec 1'épissage se développent, notamment dans 'atrophie
musculaire spinale (Meyer et al., 2009).
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II- 2.3 Trans-lecture de codon stop prématuré

Une alternative a la technologie du saut d’exon a été développée au début des
années 2000, pour les pathologies d’origine génétique causées par la présence d’une
mutation non-sens dans la séquence d'un gene: la trans-lecture de codon stop
prématuré. Cette méthode, a la limite du concept de thérapie génique, consiste a
outrepasser la présence du codon stop prématuré pathologique (appelé Premature
Termination Codon, PTC) sur '’ARNm pendant la lecture de la séquence par les
ribosomes, afin d’aboutir a la synthése d’une protéine fonctionnelle, de taille
normale.

Dans un premier temps, les études de trans-lecture de codon stop prématuré
se sont focalisées sur l'utilisation de la gentamicine, un antibiotique de la classe des
aminosides, administrée a des patients atteints de dystrophie musculaire de
Duchenne et de mucoviscidose caractérisés respectivement par une mutation non-
sens des genes DMD et CFTR. Si le traitement a induit la synthése de protéines de
taille normale chez les patients, le bénéfice clinique de la gentamicine reste limité par
une faible efficacité, d'importantes néphro- et ototoxicité, et la nécessité d'une
administration intraveineuse ou intramusculaire (Welch et al., 2007).

Ces contraintes ont été dépassées en 2007, apres la découverte de 1'efficacité
d’une autre molécule chimique : le 3-[5-(2-fluorophenyl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-
benzoic acid, identifié sous le nom de PTC124 ou Ataluren. C’est une molécule dont
la structure n’est pas apparentée aux aminosides - il ne présente donc pas leurs effets
indésirables -, et qui affiche une biodisponibilité correcte par voie orale en
suspension aqueuse (Welch et al., 2007). Le PTC124 fonctionne par interaction avec
les ribosomes lors de la traduction des protéines, sans interférence avec le taux de
transcription ou la stabilité des ARNm, qu’'ils soient mutés ou sauvages. Son
efficacité a été cliniquement démontrée chez des patients atteints de DMD,
conduisant ’Agence Européenne du Médicament a délivrer en 2014 a la société
productrice (PTC Therapeutics) une autorisation conditionnelle de mise sur le
marché de I’ Ataluren sous le nom de spécialité Translarna™, pour le traitement de la
DMD résultant d’'une mutation non-sens du gene codant pour la dystrophine, chez
des patients ambulatoires 4gés de 5 ans et plus. Des études cliniques se poursuivent
pour confirmer l'efficacité du PTC124 dans le traitement de la DMD, et pour étendre
les indications du produit au traitement de patients atteints de mucoviscidose
consécutive a une mutation non-sens du gene CFTR (Haas et al., 2015 ; PTC Therapeutics,
consulté le 14.09.15).

La trans-lecture de codon stop prématuré, dont le produit thérapeutique
correspondant présente l'avantage d'une administration orale et d'un effet
génomique controlé et sécuritaire, constitue donc un espoir de thérapie
pharmacologique pour améliorer l'expression génique de patients atteints de
pathologies génétiques a mutation non-sens.
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III- 2.4 Trans-épissage

Au sein des cellules des animaux supérieurs, le processus d’épissage d'une
molécule de pré-ARNm par le splicéosome se traduit par 1'excision d'une séquence
intronique suivie de la ligation de deux exons adjacents, au sein de la méme molécule
de pré-ARNm (Figure 26) : ce mécanisme est appelé cis-épissage.

Un mécanisme d’épissage alternatif, le trans-épissage, a cependant été
découvert en 1986 chez le trypanosome (Murphy et al., 1986 ; Sutton and Boothroyd,
1986). Le trans-épissage consiste en la recombinaison, sous le controle du
splicéosome, d'une molécule de pré-ARNm endogene avec une molécule d’ARN
exogene appelée « molécule de pré-trans-épissage » (pre-trans-splicing molecule, PTM).
La méthode globale de trans-épissage est appelée technologie SMaRT, pour
Spliceosome-Mediated RNA Trans-splicing.

L’intérét thérapeutique de ce mécanisme a rapidement été identifié : le trans-
épissage permet de remplacer une partie mutée d’une séquence de pré-ARNm par la
séquence sauvage correspondante apportée par la PTM, afin de générer un nouvel
ARNm recombinant dépourvu de mutation (Figure 27). Cette technique est
applicable quelle que soit la nature de la mutation ciblée, et quelle que soit sa
position au sein du pré-ARNm endogene.

AUG Codon stop
5 [T |3’ ARNm portant une mutation
Mutation
épissuge
5J SB (Py)n

3!
e A ] -
—— = PréeARNm

0= | pM
Trans-épissugel

[ | ARNm « réparé »

Figure 27 : Mécanisme du trans-épissage (Corcos and Solier, 2005). Dans cet exemple, le pré-ARNm
comprend deux exons; le second exon présente une mutation (barre pourpre). L'apport de PTM
permet la suppression de la mutation en remplacant 'exon muté : la PTM se lie au pré-ARNm
endogene par appariement de séquences, ce qui masque le site 3" d’épissage endogene ; la réaction de
cis-épissage est donc bloquée, et le domaine de trans-épissage de la PTM peut jouer le réle d"un site 3’
d’épissage. SB : site de branchement nécessaire a la formation de la structure en lasso de I'intron au
cours de l'épissage; (Py)n : étendue de poly-pyrimidines, impliquée dans la reconnaissance des
jonctions exon-intron.
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Une réparation fonctionnelle de I’ARNm via la technologie de trans-épissage a
été rapportée dans de nombreuses études in vitro, ex vivo et in vivo. Les études les
plus récentes montrent des résultats favorables pour le traitement de différents
cancers, tels que la leucémie lymphoide aigué (correction de la mutation CD22AE12),
ainsi que le cancer colorectal et le carcinome hépatocellulaire, pour lesquels une
correction de l'expression du gene codant pour le facteur de transcription p53
(impliqué dans la régulation du cycle cellulaire) par trans-épissage a conduit a une
réduction significative de la croissance tumorale in vitro et in vivo, un arrét du cycle
cellulaire et une entrée des cellules en apoptose (He et al., 2015a ; He et al., 2015b ;
Uckun et al., 2015).

Outre ses applications thérapeutiques directes, la technologie SMaRT a
récemment été dérivée pour faciliter la délivrance de longs transcrits par des vecteurs
a faible capacité d’encapsidation : 'équipe de Truong a ainsi développé un systeme
de délivrance par des vecteurs AAV recombinants de la séquence codant pour la
protéine Cas9 scindée en deux, chaque moitié de séquence Cas9 étant fusionnée a des
fragments jouant le role de domaines de trans-épissage. Apres co-expression des pré-
ARNm fusionnés au sein de la cellule, I'intervention du splicéosome a permis de
reconstituer in situ I’ARNm mature correspondant a la Cas9, montrant apres
traduction une activité catalytique comparable a celle de la Cas9 sauvage (Truong et
al., 2015).

IV- Aspects réglementaires

IV- 1 Réglementation des médicaments de thérapie innovante

A coté des produits biologiques traditionnels tels que les préparations
cellulaires et produits transfusionnels, de nouveaux outils thérapeutiques issus de
I'ingénierie génétique et cellulaire se sont développés a la fin du XXe siécle : les
produits de thérapie génique et thérapie cellulaire. Ces produits faisant 1'objet de
différents statuts au sein de 1'Union Européenne, liés notamment a I'importante
hétérogénéité de leur origine, leur mécanisme d’action, leurs indications et leur
rapport bénéfice/risque, la mise en place d'un encadrement réglementaire s’est alors
imposeée.

La Commission Européenne a répondu a cette demande par l'intermédiaire de
la directive 2003/63/EC relative aux médicaments a usage humain, qui modifie la
directive 2001/83/EC. La partie IV de 'annexe I de cette nouvelle directive établit le
statut des produits de thérapie génique et cellulaire en tant que médicaments
biologiques, appartenant a une nouvelle catégorie dénommée « Médicaments de
Thérapie Innovante » (MTI), qui leur est dédiée.
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Le médicament de thérapie génique est alors défini comme suit :

a) sa substance active contient ou constitue un acide nucléique recombinant
administré a des personnes en vue de réguler, de réparer, de remplacer, d’ajouter ou
de supprimer une séquence génétique

ET

b) son effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique dépend
directement de la séquence d’acide nucléique recombinant qu’il contient ou du
produit de I'expression génétique de cette séquence (ANSM - Agence Nationale de Sécurité du
Meédicament et des produits de santé, consulté le 14.08.15a).

En 2007, les textes communautaires concernant les MTI ont été complétés par
le reglement européen 1394 /2007, relatif aux médicaments de thérapie innovante. Ce
texte propose une visibilité réglementaire tout en assurant suffisamment de flexibilité
pour s’adapter aux progres scientifiques ; il a pour objectif d’harmoniser et faciliter
I'accés au marché de ces nouveaux médicaments et de stimuler la compétitivité de
I'industrie des biotechnologies tout en garantissant un haut niveau de protection de
la santé. Le reglement 1394/2007 est une lex specialis : il ne déroge pas aux principes
fondamentaux des textes précédents s‘appliquant aux MTI, dont la directive
2003/63/EC et la directive 2004/23/EC (qui s’applique pour le don, I'obtention et le
controle, du tissu ou des cellules qui serviront de matériau de départ a I'élaboration
et la production du MTI), mais il introduit des exigences supplémentaires. Ce
document définit également les médicaments de thérapie cellulaire somatique, les
produits issus de l'ingénierie tissulaire ou cellulaire et les produits combinant
dispositifs médicaux et cellules ou tissus comme appartenant aux MTI (ANSM - Agence
Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé, consulté le 14.08.15b).

En ce qui concerne les essais cliniques, qui sont nécessaires a 1'évaluation de
I'efficacité, de la sécurité et de I'effet thérapeutique potentiel in vivo de la méthode de
transfert génique (Morishita, 2015), ils ne dérogent pas aux particularités inhérentes
aux MTI. En effet, si les essais cliniques concernant ces médicaments sont soumis a la
réglementation européenne relative a I'ensemble des médicaments a usage humain
(directive 2001/20/EC), les particularités des MTI ont justifié la publication de
bonnes pratiques cliniques (BPC) adaptées (« Bonnes pratiques cliniques spécifiques
aux MTI ») qui ne remplacent pas les BPC classiques mais apportent des exigences et
adaptations complémentaires a celles-ci (ANSM - Agence Nationale de Sécurité du Médicament et
des produits de santé, consulté le 14.08.15a).

Quant a la mise sur le marché de ces médicaments, le reglement 1394/2007
impose un acces au marché de I'ensemble des Etats-Membres de I'Union Européenne
via une procédure d’autorisation de mise sur le marché (AMM) centralisée : '’ AMM
octroyée par la Commission Européenne s'impose dans tous les pays de 1'Union
Européenne. Afin d’améliorer 1'évaluation de ces médicaments innovants lors de
lI'instruction de leur AMM, le reglement 1394/2007 définit également la mise en place
d'un Comité des Médicaments de Thérapie Innovante (CAT, Committee for Advanced
Therapies) a 1’Agence Européenne du Médicament: au travers d'expertises
spécifiques, le comité assure un niveau élevé d’évaluation scientifique dans tous les
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domaines que couvrent les MTI (bioingénierie, biologie cellulaire et moléculaire,
production biologique, toxicologie, pharmacologie et immunopharmacologie, essais
cliniques).

IV- 2 Cas particulier des médicaments de thérapie génique : les OGM

Un OGM, ou Organisme Génétiquement Modifié, correspond a un organisme
vivant dont le patrimoine génétique a été modifié par intervention humaine, afin de
lui conférer de nouvelles propriétés. Or, comme nous l'avons vu précédemment,
certaines approches de thérapie génique résultent de la modification génomique de
vecteurs vivants (virus recombinants) ; cela implique leur classification, et celle des
médicaments de thérapie génique correspondants, dans la catégorie des OGM.

Au vu des risques et du danger liés a la dissémination et a la transmission non
contrdlées de ces organismes génétiquement modifiés chez des étres vivants, la mise
en place d'un encadrement réglementaire renforcé s’est imposée a la communauté
scientifique. Elle s’est traduite en 2008 par la création d’un conseil dédié aux
biotechnologies et en particulier aux OGM, le Haut Conseil des Biotechnologies
(HCB). Placé sous l'égide des ministeres en charge de I’Environnement, de
I’Agriculture, de la Recherche, de la Santé et de la Consommation, le HCB est une
instance indépendante destinée a éclairer la décision publique en formulant des avis
sur toutes questions intéressant les OGM et autres biotechnologies. Avec l'aide de
son Comité Scientifique et de son Comité Economique, Ethique et Social, le HCB
évalue les risques des biotechnologies pour I'environnement et la santé publique, et
analyse les aspects sociétaux des biotechnologies et de leurs applications (Haut Conseil
des Biotechnologies, consulté le 09.09.15).

En ce qui concerne les médicaments de thérapie génique, deux avis du HCB
sont requis pour la mise en place d'un essai clinique impliquant des produits
identifiés comme OGM :

- l'avis de classement du médicament de thérapie génique (en termes de risques
liés au produit) et la mesure de confinement a mettre en ceuvre pour sa
manipulation. Ce premier avis est sollicité par le promoteur d'un essai clinique ; il
précede obligatoirement la demande d’autorisation de 1'essai clinique car il doit étre
joint au dossier.

- l'agrément des sites impliqués dans I'essai clinique et la durée des mesures de
confinement a laquelle le patient devra étre soumis apreés inoculation du médicament
de thérapie génique. Ce deuxiéme avis est sollicité directement par I’ANSM lors de
"évaluation du dossier d’essai clinique (ANSM - Agence Nationale de Sécurité du Médicament et

des produits de santé, consulté le 14.08.1511).

66



ETUDES EXPERIMENTALES
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Chapitre 1 : Introduction et Contexte des travaux

I- Structuration de 1’'équipe de recherche

Les travaux présentés dans cette partie ont été réalisés dans le cadre de mon
stage de Master 2 Recherche, intitulé « Biotechnologie pharmaceutique et thérapies
innovantes ». Ce stage s’est déroulé au sein de I'Unité Inserm U1035 « Biothérapie
des Maladies Génétiques et Cancers », qui est située dans les locaux de I'Université
de Bordeaux, sur le campus accueillant les UFRs de Médecine et de Pharmacie.

Cette unité est dirigée par le Professeur Hubert de Verneuil (PU-PH), et se
divise en 2 équipes. L’équipe 1 a pour thématique principale I'étude du transfert de
genes dans les cellules hématopoiétiques et épidermiques, sous la responsabilité du
Professeur Hubert de Verneuil ; cette équipe est elle-méme divisée en 2 groupes de
recherche, les groupes Biothérapie et Dermatologie. L'équipe 2, quant a elle, a pour
sujet d’étude 'hématopoiese leucémique et ses nouvelles cibles thérapeutiques, sous
la responsabilité du Professeur Frangois-Xavier Mahon (PU-PH). L'unité Inserm
U1035 accueille également un programme ATIP-AVENIR en immuno-dermatologie
et une plateforme de vectorologie, la plateforme de services de la SFR Transbiomed.

Le projet de recherche a l'origine de ce mémoire résulte d"une conjonction
entre l'activité hospitaliere de deux chercheurs du groupe Biothérapie,
Emmanuel Richard (MCU-PH) et Jean-Marc Blouin (MCU-PH), qui sont au contact
de patients atteints d’hyperoxalurie primitive de type 1, a laquelle s’ajoutent
I'expertise du laboratoire envers les cellules souches pluripotentes induites et
I'intérét croissant de 1'Unité envers les nouveaux outils de manipulation génétique
dirigée. Les travaux présentés ont été réalisés sous la responsabilité d’Emmanuel
Richard et de Jean Marc Blouin.

II- Emergence du projet dans un contexte de traitement de
I'hyperoxalurie primitive de type 1 par thérapie génique

I- 1 Choix de la stratégie développée

Nous avons vu dans les généralités que d’apres les caractéristiques de la PH1,
et compte tenu des contraintes liées aux traitements actuellement disponibles, le
développement d'une stratégie de correction des anomalies génétiques morbides
pourrait présenter une alternative thérapeutique prometteuse. Dans le cas de la PH1,
'objectif des stratégies développées correspond a la correction d'une proportion
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suffisante de cellules hépatiques pour permettre une réduction de la production
d’oxalate, et atteindre des quantités excrétables sans dommage par le rein.

Dans un premier temps, plusieurs études de transduction hépatique par des
vecteurs viraux porteurs d'une copie du gene AGXT sauvage ont été menées
(vecteurs adénoviraux et viraux associés aux adénovirus), conduisant a la
restauration de l'activité enzymatique de "’AGT dans un modéle de souris KO
Agxt =/~ (Salido et al., 2006 ; Salido et al., 2011). Cependant, dans cette pathologie ot
les hépatocytes non corrigés continuent a produire de 'oxalate et conservent ainsi
leur fonction toxique pour l'organisme, l'atteinte de l'objectif thérapeutique chez
I'étre humain requiert la transduction d’une quantité élevée de cellules, nécessitant
par conséquent l’administration de doses de vecteurs viraux significatives,
susceptibles d'induire une réponse immunitaire néfaste pour I'organisme, et délétere
pour la thérapie (élimination des vecteurs viraux).

Une alternative a la stratégie virale est possible par repopulation du foie
affecté a l'aide de cellules hépatocytaires exprimant une version sauvage du gene
AGXT. Cette technique, qui nécessite une irradiation hépatique préalable pour
réduire la population d’hépatocytes pathologiques, a été mise en ceuvre avec succes
chez des souris Agxt ~/~, conduisant a la restauration de l'activité de ' AGT et a une
réduction de I'excrétion urinaire d’oxalate (Guha et al., 2005 ; Jiang et al., 2008).

C’est cette seconde stratégie, moins invasive, contraignante et variable dans
ses résultats que la greffe combinée hépatorénale, mieux controlée et plus sécuritaire
qu’'une stratégie virale in vivo, qu'a choisi de développer 1'équipe du laboratoire a
'origine du projet de recherche, avec I'objectif de mettre au point des hépatocytes
autologues génétiquement corrigés potentiellement transplantables chez les patients.

Cependant, la capacité d’approvisionnement limitée en hépatocytes humains
primaires, et l'instabilité de ces cellules en culture, qui perdent rapidement leur
caractere différencié et leurs fonctions spécifiques apres isolement, constituent des
obstacles majeurs a leur manipulation.

I- 2 Correction génique ciblée : avantage des cellules iPS

Les difficultés précédemment citées ont pu étre dépassées grace a I'expérience
du laboratoire envers la culture de cellules souches pluripotentes induites. L' équipe
de recherche a ainsi envisagé leur utilisation en tant qu’« intermédiaires » dans la
réalisation du projet, faisant le lien entre des cellules de patients facilement
manipulables et pouvant étre corrigées génétiquement (en I'occurrence des
fibroblastes épidermiques prélevés par biopsie), et les cellules hépatocytaires
différenciées ayant conservé la modification génétique précédemment établie. Cette
stratégie permet 1) de travailler avec des cellules autologues aux patients, 2) de
procéder a une correction des cellules en amont de la différenciation hépatocytaire et
ainsi 3) de minimiser la durée de la culture des hépatocytes.
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Physiologiquement, les termes « cellules souches pluripotentes » qualifient les
cellules dérivées de la masse cellulaire interne des blastocystes de mammifeéres, qui
présentent la capacité de s’auto-renouveler en conservant leur pluripotence, c’est-a-
dire la possibilité de se différencier en tout type cellulaire issu de l'un des trois
feuillets embryonnaires (mésoderme, endoderme et ectoderme) (Evans and
Kaufman, 1981 ; Martin, 1981). Si ces propriétés laissent supposer des perspectives
d’utilisation a des fins de compréhension de mécanismes pathologiques, de criblage
de médicaments et de traitements biologiques, en revanche I'obtention des cellules
est complexe : en effet, l'utilisation des embryons humains fait face a des
controverses éthiques qui entravent les applications des cellules souches
embryonnaires humaines ; de plus, en ce qui concerne la transplantation d’organes
issus du développement de cellules souches embryonnaires, la problématique du
rejet de greffe demeure fondamentale (Thomson et al., 1998).

Un moyen de contourner ces obstacles réside en l'induction du statut de
pluripotence, par reprogrammation directe de cellules somatiques différenciées. En
effet, il a été montré sur des fibroblastes embryonnaires et adultes de souris tout
d’abord (Takahashi and Yamanaka, 2006), puis sur des fibroblastes adultes humains
(Takahashi et al., 2007), qu’il est possible de reprogrammer des cellules somatiques
vers un stade plus immature en induisant l'expression de plusieurs facteurs de
transcription, présentant un role important dans le maintien de 'identité des cellules
souches embryonnaires : Oct3/4 et Sox2, qui sont liés au caractere pluripotent (Niwa
et al., 2000 ; Avilion et al., 2003), et c-Myc et Klf4, qui sont impliqués dans l'auto-
renouvellement (Cartwright et al., 2005 ; Li et al., 2005). Les cellules ainsi obtenues ont
été appelées « cellules souches pluripotentes induites » ou iPSCs, induced Pluripotent
Stem Cells (Takahashi and Yamanaka, 2006).

Lors de la mise au point des iPSCs a partir de fibroblastes humains (Takahashi
et al., 2007), I'expression des facteurs de pluripotence Oct3/4, Sox2, Klf4, et c-Myc a
été induite par transduction de cellules somatiques a l'aide de vecteurs rétroviraux
recombinants; cette méthode s’accompagne d'un risque de mutagénese
insertionnelle, liée a de potentielles intégrations aléatoires du génome viral dans les
cellules hotes. Depuis, différentes techniques non intégratives ont été développées,
telles que la transfection cellulaire de plasmides épisomaux (Mack et al., 2011), la
mise en présence de petites molécules se substituant aux facteurs de pluripotence
(Hou et al.,, 2013) ou la transduction cellulaire par des vecteurs viraux Sendai
recombinants (Ye et al., 2013). Les virus Sendai appartiennent a la famille des
Paramyxoviridae ; ce sont des virus a ARN monocaténaire linéaire de polarité
négative, dont la réplication s’effectue entierement dans le cytoplasme cellulaire et
dont le génome ne s’integre pas dans celui de la cellule-héte (Lamb and Kolakofsky,
2001 ; Li et al., 2000).

Malgré les risques de réversion et de recombinaison liés a leur origine virale,
les vecteurs Sendai présentent un intérét significatif pour le projet. En effet, il a été
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montré que ces vecteurs se caractérisent par une efficacité de transduction
importante (Fujita et al., 2006), et que leur version recombinante, pourvue des
transgenes codant pour les facteurs Oct4, Sox2, Klf4, et c-Myc, est capable d’induire
la reprogrammation de fibroblastes dermiques humains en iPSCs (Kawagoe et al.,
2013). Ces outils ont donc été choisis par I'équipe de recherche pour reprogrammer
les fibroblastes épidermiques prélevés chez les patients; les risques de
recombinaison et de réversion inhérents aux virus seront néanmoins pris en
considération.

III- Structure du projet de recherche

La finalité du projet de recherche consiste en la correction phénotypique de
cellules hépatocytaires autologues, dérivées de cellules souches pluripotentes
induites elles-mémes reprogrammées a partir de fibroblastes épidermiques
génétiquement modifiés. Les fibroblastes étudiés sont issus de deux patients suivis
en néphropédiatrie a I'hopital des enfants de Bordeaux: 'un des patients est
hétérozygote composite, caractérisé par les mutations G170R/C173Y (C : cystéine, G :
glycine, R : arginine, Y : tyrosine) situées dans 1'exon 4 de la protéine AGT, et issues
respectivement des substitutions c.508G>A et ¢.518G>A du gene AGXT humain; le
second patient est homozygote pour la mutation 1244T (I : isoleucine, T : thréonine)
située dans I'exon 7 de 'AGT et issue de la substitution ¢.731T>C du géne AGXT
humain. Le prélevement des cellules a été réalisé selon les regles d’éthique
appropriées, apres consentement éclairé des patients et de leur famille.

Si le choix des sujets de l'étude comprend un aspect pragmatique, les
substitutions c.508G>A et c.731T>C se démarquent de l'ensemble des mutations
répertoriées par le potentiel thérapeutique 1ié a leur correction. En effet, la substitution
c.508G>A d’une part, constitue la mutation du gene AGXT la plus commune, présente
chez 24 a 37% des patients selon les études; de plus, si la protéine AGTGI70R est
adressée vers la mitochondrie ou elle est incapable de métaboliser le glyoxylate, son
activité intrinseque est conservée a plus de 40% (Purdue et al., 1990 ; Williams et al.,
2009). D’autre part, la substitution ¢.731T>C représente la deuxieme mutation la plus
commune retrouvée chez les patients atteints de PH1, et la protéine AGTR44T
correspondante présente une sensibilité aux chaperons pharmacologiques qui limitent
I'agrégation responsable de son inactivation (Santana et al., 2003). Il est donc
envisageable que la correction génique de ces anomalies, potentiellement combinée a
des traitements pharmacologiques, puisse améliorer le phénotype de nombreux
patients souffrant de PHI.

Deux approches ont été envisagées pour modifier génétiquement les
fibroblastes, basées sur la réparation de cassures de I’ADN par recombinaison
homologue : 1) une approche « universelle », impliquant l'insertion de la séquence
d’ADNc du gene AGXT humain natif dans la région 5UTR endogene, a l'aide de
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TALENs et d'une cassette de recombinaison homologue, et 2) une approche
spécifique, consistant en la substitution des bases mutées du géne AGXT, grace a
l'intervention de systemes CRISPR/Cas9 et d’une matrice
oligodésoxyribonucléotidique  simple  brin. Ces deux approches sont
complémentaires: la thérapie additive ciblée impliquant les TALENs est
indépendante des types de mutations affectant le géne AGXT, elle convient donc
potentiellement a tous les patients ; ce n’est pas le cas de la correction génique ciblée
par le systeme CRISPR/Cas9, qui doit étre adaptée a chaque mutation, mais qui
présente 'avantage d’étre plus simple a développer que la méthode précédente, et
qui n'implique pas linsertion de séquence additionnelle au sein du génome
cellulaire.

Finalement, le projet est structuré comme suit : tout d’abord, les fibroblastes
prélevés chez les patients seront modifiés génétiquement a 1'aide des outils de
correction génique ciblée, puis ces cellules seront reprogrammeées en iPSCs a l'aide de
vecteurs viraux Sendai porteurs des transgenes codant pour les facteurs de
pluripotence Oct3/4, Sox2, Klf4, et c-Myc. Apres sélection clonale, les iPSCs
génétiquement corrigées seront enfin orientées vers la lignée hépatocytaire par
introduction, dans leur milieu de culture, de combinaisons de cytokines mimant la
différenciation embryonnaire au sein du feuillet endodermique. Ce protocole est
maitrisé au laboratoire, et a déja conduit a l'obtention de cellules hépatocytaires
parfaitement caractérisées.

72



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

I- Développement des outils de manipulation génétique ciblée

I- 1 Correction génique « universelle » a I’aide des TALENSs

L’objectif est de développer une cassette d’expression génique universelle,
contenant une copie fonctionnelle de ’ADNc AGXT, potentiellement applicable a
une large population de patients sans restriction a certains génotypes mutés. La
cassette sera ensuite introduite dans la région 5’UTR (UnTranslated Region, région
transcrite non traduite) du gene AGXT par recombinaison homologue dirigée, a
I'aide de TALENS (Figure 28).

ATG
— l Intron 1 Intron 2
AGXT Promoter (140 bp) (1282 bp)
—— Exon 1 }-—'Exonzl———-g————_-
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Figure 28 : Représentation de la correspondance entre cassette d’expression et séquence cible, avant
recombinaison homologue assistée par les TALENs. En haut : séquence nucléotidique cible ; en bas :
cassette d’expression contenant, entre les deux séquences d”ADN homologues a la cible (5" et 3" arm
homology), 'ADN complémentaire du géne AGXT humain sauvage (cDNA hAGXT) suivi du signal
de polyadénylation de 'hormone de croissance bovine (pA BGH, Bovine Growth Hormone), ainsi qu'un
geéne de résistance a la puromycine (PuroR-pA ; la puromycine étant un inhibiteur de la traduction
cellulaire) sous contréle du promoteur de la phosphoglycérate kinase (PGK). L’ensemble PGK PuroR-
PA est flanqué de séquences LoxP (triangles noirs) pouvant étre reconnues par des recombinases Cre ;
ce systéme permet d’exciser spécifiquement le gene de résistance a la puromycine de la cassette
recombinée, apres induction de I'expression des recombinases Cre dans le cytoplasme cellulaire. 11
faut noter également que la séquence cible des TALENs en 5’UTR du cDNA AGXT a été supprimée,
afin de réduire le risque de clivage de la cassette recombinée.

Le clivage double-brin de la région 5'UTR du géne AGXT endogene par les
TALENSs est destiné a favoriser le mécanisme de recombinaison homologue entre la
cassette et sa cible, conduisant a I'intégration du transgene dans le génome cellulaire. La
région 5'UTR est commune a I'ensemble des patients atteints de PH1, quelles que soient
les mutations a I'origine de la pathologie ; la cassette thérapeutique est donc appropriée
pour le traitement de la majorité des patients.
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Le segment de la cassette correspondant a I’ADNc du géne AGXT sauvage n’est
associé a aucun promoteur exogene ; en effet, la position de ce segment en 5’UTR apres
recombinaison permet son contréle par le promoteur endogeéne du gene AGXT, tandis
que l'expression du géne endogene est éteinte. Grace a cette stratégie, 'expression du
transgene sera régulée de maniere physiologique au sein des cellules hépatocytaires, le
promoteur du gene AGXT étant spécifique du tissu hépatique.

La présence du gene de résistance a la puromycine permet la sélection des
cellules recombinées, par culture en présence de l'antibiotique. La possibilité d'une
excision de ce gene, par induction du systeme Cre/Lox, permet de faciliter 'application
des cellules génétiquement modifiées chez I'Homme : en effet, I'administration de génes
de résistance aux antibiotiques n’est pas permise chez I'Homme, a moins de justifier
I'absence d’utilisation d'une procédure de sélection alternative, de s'assurer que le
produit testé ne sera pas excrété dans I'environnement, et de démontrer l'intérét majeur
du produit et des essais cliniques envisagés.

I- 1.1 Développement des TALENs

La séquence protéique des TALENs est dépendante de la séquence
nucléotidique de la région génomique a cibler, comme nous I'avons vu précédemment.
A ce parametre, s’ajoutent des critéres essentiels a respecter dans la construction : les
séquences cibles des monomeres de TALENSs doivent étre séparées par 12 a 21pb, et
précédées d'une thymine a leur extrémité 5, qui est reconnue par deux repliements
cryptiques de la région N-terminale des TALEs ; la longueur totale de la séquence
reconnue par le dimére de TALENs doit étre supérieure a 20 pb, séquence de
séparation exclue (Kim and Kim, 2014 ; Miller et al., 2011 ; Reyon et al., 2012).

Dans le cadre du projet, les plasmides d’expression des TALENs ont été
développés en collaboration avec 1'équipe du Dr Jean-Paul CONCORDET, directeur
de la plateforme TALGENE (Institut Cochin, Paris). Les caractéristiques du ciblage
par les protéines correspondantes sont indiquées dans la figure 29.

TALE
[ [ |
CCACCAATCCTCACC - CTGCTGGGAAATATTCCA
-AGGTGGTTAGGAGTGG- GACGACCCTTTATAAGGH

TALEN n°1 TALEN n°2
+1 5"'UTR AGXT Humain

5 CGGAAGCCCATCCACCAATCCTCACCTCTCACCTCTGTGTCCGCCCTGCTGGGAAATATTCCAGGCTTTGGCCAAGGC
3’ GCCTTCGGGTAGGTGGTTAGGAGTGGAGAGTGGAGACACAGGCGGGACGACCCTTTATAAGGTCCGAAACCGGTTCCG

CAGTGCAGCCCCAGGTTCCCGAGCGGCAGGTTGGGTGCGGACCATGGCCTCTCAC 3’
GTCACGTCGGGGTCCAAGGGCTCGCCGTCCAACCCACGCCTGGTACCGGAGAGTG &

Figure 29 : Hybridation des TALENS a leur séquence cible, la région 5’UTR du géne AGXT humain
(d’aprés une figure créditée par Jean-Paul Concordet). Les fleches indiquent la position du site
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d’hybridation (séquence nucléotidique rouge) de chaque monomere de TALENS sur la région 5’UTR
AGXT. La figure étant une adaptation, la couleur des rectangles représentant le RVD de chaque
séquence protéique répétée ne correspond pas aux nucléotides composant la séquence cible.
Surlignage rouge : thymine en 5" de la séquence cible de chaque monomeére de TALENSs. Les sites
d’initiation de la transcription du 5’'UTR (+1) ainsi que le codon initiateur de la traduction (ATG) sont
également indiqués ; la partie soulignée correspond a la portion de la séquence du 5’UTR traduite en
protéine AGT. Le symbole « éclair » représente la position du site de clivage de ’ADN cible par les
TALENS.

L’efficacité de clivage des TALENs au niveau du site 5’UTR AGXT cible a été
évaluée in vitro dans des cellules de la lignée HEK293 (Human Embryonic Kidney) par
I'équipe de recherche, avant mon arrivée au laboratoire: les résultats obtenus
montrent un clivage correct de la cible, qu'elle soit présente de fagon endogéne
(génome cellulaire) ou exogene (cassette introduite dans le cytoplasme cellulaire)
(données non publiées).

I- 1.2 Construction de la cassette de recombinaison

Les éléments qui composent la cassette de recombinaison (vus en figure 28) ont
été assemblés et introduits par génie génétique dans le plasmide vecteur de transfection
p1180. Ce plasmide, disponible au laboratoire, est composé d'un site multiple de
clonage, d'un gene de résistance a I'ampicilline et de I'origine de réplication procaryote
OriC d’Escherichia coli ; il présente une taille de 3422 pb. Les étapes de la construction
sont résumées dans la figure 30.
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1) 3’arm homology
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Figure 30 : Etapes de développement de la cassette de recombinaison homologue. Les sites de restriction
des enzymes employées (fournisseur BioLabs® Inc.) sont les suivants: Aflll: YCATTAGG? ; Ascl:
YGGNCGCGCC? ; EcoRI: S GMNAATTC? ; Kpnl : SGGTACNC? ; Mlul : SANCGCGT? ; Pmll : ’CACAGTG? ;
Sall : YGATCGAC? ; Xhol : ¥ Cr"TCGAG?. Les tailles mentionnées correspondent a la longueur de chaque
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séquence située entre deux sites de restriction. Les séquences clivées par Ascl et Mlul présentent des
extrémités cohésives compatibles (étape 2); en revanche, apres ligation des fragments, les deux sites de
restriction disparaissent. Le site de restriction Aflll, indiqué uniquement dans la derniére construction afin
de ne pas alourdir les figures, appartient au plasmide p1180 ; de méme, le gene de résistance a I'ampicilline
et 'origine de réplication procaryote OriC, bien que non représentés, figurent dans la partie noire du
schéma du p1180.

A chaque étape, les fragments hydrolysés ont été ligués par action de la T4 DNA
Ligase (BioLabs® Inc.), en présence d’ATP. En vue de leur amplification et de leur
caractérisation par mini-préparation, les produits de ligation ont été introduits par
électroporation dans des bactéries électrocompétentes Escherichia coli de souche STBL2
(dispositif MicroPulser™, Bio-Rad). Ces derniéres ont ensuite été sélectionnées par
culture en milieu LB (Lysogeny Broth) supplémenté en ampicilline concentrée a 50
pg/mL : les bactéries transformées sont, dans un premier temps, ensemencées sur du
milieu semi-solide (peptone 10g ; extrait de levure 10g ; NaCl 5¢g ; agar agar 20g ; H20
gsp 1 L ; ampicilline 50pg/mL) ou elles croissent en formant des colonies ; les clones
sélectionnés sont cultivés en milieu liquide dans un deuxiéme temps (peptone 50g ;
extrait de levure 50g ; NaCl 25g ; H20 gsp 5L ; ampicilline 50pg/mL), afin d’étre
amplifiés en vue d’analyses ultérieures.

Par la suite, plusieurs clones plasmidiques ont été extraits par lyse alcaline des
bactéries (kit NucleoSpin® Plasmid, Macherey-Nagel) ; la présence du fragment inséré
a l'étape considérée a alors été vérifiée par hydrolyse des plasmides a I'aide des
enzymes Xhol et Pmll (étape 1), EcoRI et Xhol (étape 2), Kpnl et Xhol (étape 3). Le
profil des plasmides hydrolysés a été visualisé sur gel d’agarose (Agarose standard
DNA Grade, Euromedex ; marqueur de taille: Thermo Scientific Gene Ruler DNA
Ladder Mix 1kb; tampon de charge: Blue/Orange 6X Loading Dye; caméra UV :
Kodak Gel Logic 200 Imaging System), apres migration électrophorétique en tampon
TAE 0,5X (Tris 20 mM ; Acétate 20 mM ; EDTA 1 mM).

Pour I'étape 3, il s'agissait également de vérifier I'orientation de I'insert : en effet,
une hydrolyse par 'enzyme EcoRI seule expose a une introduction des fragments selon
une orientation aléatoire, au sein du plasmide receveur (Figure 31).
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EcoRI YKpnlI-Sall-EcoRI¥
Xhol

EcoRI Xhol
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Figure 31: Profils de restriction Kpnl/Xhol du plasmide p1180 en fonction de l'insertion du
fragment 5’arm homology. Le fragment 5’arm homology est représenté en rouge. En gras: sites
hydrolysés a I'étape 3, et taille des fragments correspondants.

A lissue de I'étape 4, la totalité de la structure du plasmide final p1180 5arm-
cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3’arm a été vérifiée par hydrolyse des clones
plasmidiques obtenus, a I'aide des enzymes AflIl, AfllI+Sall, EcoRI, Kpnl+Sall et Xhol.

Les plasmides valides ont été amplifiés selon une densité plus importante que
précédemment (le volume de culture des bactéries transformées est 25 fois plus grand),
puis extraits des bactéries et purifiés par midi-préparation (kit NucleoBond® Xtra Midi
EF, Macherey-Nagel), avant d’étre quantifiés par spectrophotométrie d’absorption UV
(dispositif NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) et utilisés a 1'étape

suivante.

I- 1.3 Préparation des plasmides pour l'étape de recombinaison
homologue

Dans l'objectif d’optimiser la spécificité de recombinaison de la cassette
d’expression, nous avons souhaité comparer deux stratégies de transfection
cellulaire, impliquant pour 1'une d’entre elles le plasmide final integre, et pour 'autre
une version linéarisée de ce plasmide.

En effet, la cassette linéarisée nécessite deux régions d’homologie avec un site
génomique pour s’y intégrer par recombinaison homologue : ceci est a I'origine d'une
augmentation de la fréquence d’intégration de la cassette au niveau de la cible, et d'une
réduction du risque d’insertion aléatoire, qui est significatif pour la forme circulaire
capable de s’'intégrer sur un site ne présentant qu'une seule région homologue a une
partie de sa séquence.
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La linéarisation du plasmide a été réalisée par action de I'enzyme AflIl, qui
présente un site de restriction unique au sein de la construction (Figure 30).
L’efficacité de linéarisation a été vérifiée sur un échantillon du produit d’hydrolyse,
par migration électrophorétique en gel d’agarose.

Avant de pouvoir étre transfectées, les versions integres et linéarisées du
plasmide p1180 5’arm-cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3’arm ont été filtrées a 0,22 um,
et quantifiées par spectrophotométrie d’absorption UV.

I- 2 Correction mutation-spécifique a I'aide des CRISPR/Cas9

L’objectif de cet axe du projet consiste en la correction spécifique du gene AGXT
de fibroblastes de patients, réalisée par recombinaison homologue dirigée et adaptée a
chaque type de mutation. Le clivage double-brin de la région génomique cible de
recombinaison par le systéme CRISPR/Cas9 est destiné a favoriser la survenue des
événements de recombinaison souhaités. 3 éléments sont nécessaires au développement
de cette stratégie :

- un ARN guide, reconnaissant le site génomique de clivage

- une nucléase, responsable du clivage des brins d’ADN

- une matrice de recombinaison, dont une partie est introduite dans le génome a la
place de la séquence mutée.

Dans le cadre du projet, I'équipe de recherche s’est orientée vers une stratégie
destinée a limiter le nombre d’introductions de molécules exogenes a travers les
membranes cellulaires, afin d’augmenter I’efficacité du systéme. Deux constructions ont
donc été insérées dans chaque fibroblaste de patient : d'une part, la matrice de
recombinaison, constituée d'une séquence oligodésoxyribonucléotidique simple brin
d’environ 150 nucléotides; d’autre part, un plasmide contenant la séquence de la
nucléase Cas9 et les séquences protospacers spécifiques, nécessaires a la production in
situ des ARN guides apres transcription par la machinerie cellulaire.

I- 2.1 Développement du systéeme CRISPR/Cas9

Bien que tres spécifiques, les ARN guides chimériques reconnaissant les
séquences cibles d’ADN peuvent tolérer jusqu'a 5 mésappariements de bases
nucléotidiques (Fu et al.,, 2013 ; Shen et al., 2014), ce qui conduit a l'apparition de
modifications non souhaitées de loci génomiques. Il a récemment été montré qu'il est
possible d’augmenter la spécificité du clivage en remplacant la Cas9 native par un
couple de Cas9 modifiées dont un seul domaine de clivage est fonctionnel, ce qui réduit
leur activité a celle de nickases, enzymes responsables de coupures simple-brins de
I’ADN (Jinek et al., 2012; Sander et al., 2014). La stoechiométrie de l’association
CRISPR/Cas9 étant conservée, le clivage double-brin d"un site désoxyribonucléotidique
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nécessite donc 'hybridation de deux ARN guides au lieu d"un seul, sur des segments
différents.

Les Cas9 utilisées dans le projet de recherche présentent la mutation D10A (D :
acide aspartique; A : alanine), qui entraine la perte du fonctionnement du domaine
RuvC (Figure 32). Leur domaine HNH demeurant le seul actif, ces nickases présentent
des capacités de clivage se limitant au brin d’ADN cible s’hybridant avec la région
spacer de I'’ARN guide. Il faut noter qu’il existe également des Cas9 nickases mutées
HB840A (H : histidine) ayant perdu la fonctionnalité de leur domaine HNH, et capables
de cliver uniquement le brin d’ADN antisens a celui reconnu par le spacer de I'’ARN
guide, grace au domaine RuvC (Shen et al., 2014).

(A)
Cas9 nuclease
PAM
RuvC ‘NGG)
DNA CCTGAGCCTAATCGGCGUTGAGE
5 mmm mm 3
HNH
- - CTCGGATTAGCCGCUAC s
||||l|||||||||||||||
) GAGCCUAAUCGGCG
Nucleotide 5, 20191817 161514131211109 8 7 6 5 4 3 2 1
position g - v_"—’
gRNA
(B) D10A
Cas9 nickase
5’ HH mm 3,
3 mm HNH' am 5

—

Figure 32 : Transformation des nucléases Cas9 en nickases, via la mutation D10A (Sander et al.,
2014). (A) Nucléase Cas9 native, capable de cliver les deux brins d’ADN grace a ses domaines
catalytiques RuvC et HNH, apres reconnaissance de la cible par le spacer d'un ARN guide. (B) Le
couplage de deux systémes CRISPR/Cas9 dont les enzymes présentent la mutation D10A permet la
création de coupures double-brins de I’ADN, apres reconnaissance de deux sites distincts.

La stratégie précédente se caractérise par une réduction de 50 a 1 500 fois des
effets hors-cibles, parallelement au maintien d'une efficacité de clivage similaire a
celle de la Cas9 native (Ran et al., 2013a). De plus, la possibilité de favoriser la
recombinaison homologue entre une matrice et la cible ADN clivée est conservée.
L’enzyme Cas9 D10A utilisée au cours du projet est incluse dans le plasmide pX462
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fourni par la société Addgene, qui correspond au plasmide vecteur de transfection
du systeme CRISPR/Cas9 développé.

Pour chaque cible de recombinaison, il est nécessaire de mettre au point deux
protospacers distincts (constitués de séquences désoxyribonucléotidiques double-
brins), destinés a étre introduits dans le plasmide pX462 pour contribuer, apres
transcription cellulaire, a 1'élaboration des ARN guides spécifiques de la cible
souhaitée. Dans le cadre de ce projet de recherche, I'objectif est d’obtenir la correction
de 3 mutations différentes : les mutations c.508G>A et c.518G>A, situées sur 1'exon 4
du gene AGXT, et la mutation ¢.731T>C, présente sur 1'exon 7 ; les deux mutations
présentes sur I'exon 4 étant séparées par seulement 10 pb, elles peuvent étre corrigées
avec le méme systéme de recombinaison. Les cibles étant ainsi définies, le choix des
séquences protospacers adéquates peut étre orienté par le programme CHOPCHOP.
Ce programme propose différents protospacers possibles pour chaque cible
recherchée ; leur pertinence est évaluée en fonction des caractéristiques des ARN
guides correspondants, des séquences cibles et de I'hybridation des ARN guides avec
la cible, dans 1'objectif de développer les outils présentant le meilleur accord entre
efficacité de clivage élevée et minimisation des effets hors cibles (Montague et al.,
2014 ; Prykhozhij et al., 2015).

Il est important de noter que le programme CHOPCHOP ne tient pas compte des
modifications éventuelles des Cas9 utilisées: les protospacers sont proposés en
considérant une coupure double-brin de chaque cible reconnue par le complexe
CRISPR/Cas9. 1l est donc nécessaire d’adapter le choix des protospacers en fonction des
caractéristiques des Cas9 employées. Les sites d’hybridation des ARN guides transcrits a
partir des séquences protospacers choisies sont indiqués dans la figure S3 (en annexe) ;
ces séquences ont été synthétisées par la société Eurogentec.

Dans 1'objectif d'insérer chaque couple de protospacer (ciblant un méme exon)

dans un seul plasmide, nous avons établi une stratégie en deux temps, déja
expérimentée dans le laboratoire (Figure 33).
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annexe

Cas9 D10A

4,1 kb

Protospacer P41 ou P71
pX462-P41

+ - — ou -P71
0,02 kb

Vecteur dérivé du pX462
0,08kb (Addgene, #62987)

Bbsl
(2 sites \025kb 2K R
distincts)
Promoteur
U6 humain
BbsI
(2 sites distincts) Protospacer P42 ou P72
Promoteur Structure
U6 humain 0,08 kbyannexe + — —
0,02 kb
Vecteur dérivé du pUC19 pUC1193-7PZ42
(Addgene, #50005) ou-
30kb 3,02 kb
Kpnl
Xbal
Kpnl
pX462-P41 - kb/ pX462-P41-P42
ou -P71 + e ou -P71-P72
9,22 kb Xbal 9,6 kb
pUC19-P42
ou -P72

Figure 33 : Développement du plasmide d’expression des ARN guides du systeme CRISPR/Cas9. Les
sites de restriction des enzymes employées (fournisseur BioLabs® Inc.) sont les suivants : Bbsl:
SGAAGAC(N)2%/3CTTCTG(N)s®, avec N = nucléotide quelconque; Kpnl : SGGTACMC? ; Xbal:
YTACTAGA?®. Les ARN guides transcrits a partir des protospacers 41-42 et 71-72 ciblent
respectivement les exons 4 et 7 du géne AGXT. Les protospacers présentent, a leurs extrémités, des
séquences compatibles avec les extrémités cohésives issues de I'hydrolyse des plasmides par Bbsl.
Promoteur U6 humain: promoteur de type III de 'ARN polymérase III, contrélant 1'expression
intracellulaire des protospacers. Structure annexe : séquence contribuant a la structure finale des ARN
guides (composée notamment d’un équivalent du tracrRNA). La proportion entre la taille des protospacers
+ séquences adjacentes et celle du reste des plasmides n’est pas respectée.

Le plasmide pX462 représenté en figure 33 est également composé d'un gene de
résistance bactérienne a l'ampicilline (que contient également le pUC19; les étapes
d’amplification clonale sont identiques a celles décrites pour la construction de la
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cassette de recombinaison), et d'un geéne de résistance a la puromycine, permettant la
sélection des cellules transfectées par le systeme CRISPR/Cas9.

A lissue de la premiere étape de clonage, la présence des inserts dans les
plasmides pUC19 et pX462 a été vérifiée par séquencage (pris en charge par la société
GATC Biotech), réalisé selon la méthode de Sanger a l'aide de l'amorce suivante :
5" gactatcatatgcttaccgt 3’. L’analyse des séquences a été effectuée a l'aide des
programmes NCBI BLAST® (U.S. National Library of Medicine) et Chromas Lite 2.1.1
(Technelysium). En revanche, l'insertion du second protospacer de chaque couple a été
caractérisée dans les plasmides finaux (pX462-P41-P42 et pX462-P71-P72) par hydrolyse
al'aide des enzymes Pmll/Xbal (Figure 34).

Kpnl

Kpnl

Pmll Xbal
Xbal

pX462-P41
ou -P7

pX462-P41-P42

ou -P71-P72 PmlI

9,2 kb 9,6 kb

Absence d’insertion Insertion du protospacer
du second protospacer P42 ou P72

Figure 34 : Profils de restriction Pmll/Xbal du plasmide pX462 en fonction de l’insertion des
protospacers P42 ou P72. En gras : sites hydrolysés et taille des fragments correspondants.

La discrimination de ces deux profils a été réalisée par migration
électrophorétique de ’ADN plasmidique hydrolysé, dans un gel d’agarose 1%.

Les plasmides pX462 validés, présentant les deux protospacers de chaque
couple, ont finalement été filtrés a 0,22 pm et quantifiés par spectrophotométrie
d’absorption UV, afin de pouvoir étre transfectés par la suite.

I- 2.2 Oligodésoxyribonucléotide de recombinaison homologue

Dans le cadre du projet de recherche, le systeme CRISPR/Cas9 est employé
afin de corriger de facon spécifique et ponctuelle, par recombinaison homologue
dirigée, des substitutions pathologiques d’une paire de base au sein du gene AGXT
humain. Lorsque 1'on souhaite générer de petites modifications de I’ADN, telles que
celles envisagées, la matrice de recombinaison peut étre constituée par une séquence
oligodésoxyribonucléotidique simple-brin (Wang et al., 2008). Il a été montré que
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pour une recombinaison efficace, la matrice doit présenter une taille inférieure ou
égale a 200 nucléotides, séquences homologues des extrémités comprises (Wiles et al.,
2015; Yang et al., 2013). Dans notre cas, l'utilisation des couples de Cas9 nickases
générant deux cassures espacées d’environ 70 nucléotides, nous avons choisi
d’étendre les séquences homologues a une quarantaine de bases de part et d’autre
des sites de coupure.

D’apres une série d’expériences réalisées au laboratoire, il est possible
d’obtenir un taux de cellules recombinées plus important lorsque 1'on substitue I'un
des deux acides guanyliques composant le PAM (données non publiées). Nous avons
donc modifié la séquence PAM de certains protospacers, en tenant compte de la
redondance du code génétique et de la fréquence d’utilisation des codons potentiels
par la machinerie cellulaire humaine, associés a une volonté d’homogénéité de
séquence entre les deux matrices afin d’obtenir des résultats comparables.

Les matrices oligodésoxyribonucléotidiques employées dans nos expériences
ont été développées selon les caractéristiques précédemment citées, et synthétisées
par la société IDT® (Figure S3, en annexe).

II- Modification du génome cellulaire par recombinaison
homologue

La totalité des transfections décrites dans cette partie expérimentale a été
effectuée par nucléofection, a l'aide du dispositif Nucleofector™ 2b Device
(Amaxa™ ; kit V pour les cellules HepG2, kit NHDF ou Normal Human Dermal
Fibroblast pour les fibroblastes) ; il a été montré au laboratoire que ce procédé n’est
pas toxique pour les cellules considérées (données non publiées).

La culture de l'ensemble des cellules a été réalisée en milieu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, LifeTechnologies)/sérum de veau
feetal 10% / pénicilline-streptomycine 1% /ciprofloxacine 1%o, ci-aprés dénommé
« DMEM complet ». Toutes les populations cellulaires étudiées sont adhérentes.

II- 1 Systéme TALENs/Cassette de recombinaison homologue

II- 1.1 Insertion d"une séquence d’ADNc AGXT humain sauvage dans
des fibroblastes humains adultes

L’objectif de la transfection cellulaire étant ici double, les expériences ont été

effectuées sur deux types de fibroblastes humains: d'une part, des fibroblastes
sauvages issus de plastie abdominale d"un donneur sain, permettant de caractériser le
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systéme de modification génique, et d’autre part des fibroblastes issus d'une biopsie
de I'épiderme de patients homozygotes pour la mutation ¢.731T>C, située sur I'exon 7
du gene AGXT (ci-apres nommés «fibroblastes PHI1 »), potentiellement
reprogrammables en cellules souches pluripotentes induites génétiquement corrigées.

Les conditions de transfection, déterminées a partir d’expériences précédentes
réalisées au laboratoire, sont les suivantes (en quantité d’ADN plasmidique
correspondant) :

- fibroblastes sauvages (500 000 cellules transfectées par condition) :
e TALEN n°1 (1,5 ug) + TALEN n°2 (1,5 pg)
e TALEN n°1 (1,5 pg) + TALEN n°2 (1,5 pg) + cassette de recombinaison
linéarisée (1 ou 3 pg)
e TALEN n°1 (1,5 pg) + TALEN n°2 (1,5 pg) + cassette de recombinaison
non linéarisée (3 pg)
- fibroblastes PH1 (500 000 cellules transfectées par condition)
e TALEN n°1 (1,5 pg) + TALEN n°2 (1,5 ng) + cassette de recombinaison
linéarisée (1 ou 3 pg)

La condition « TALEN n°1 (1,5 pg) + TALEN n°2 (1,5 ug) » constitue un
témoin négatif de recombinaison, et permet l'évaluation de la cytotoxicité des
cassures génomiques provoquées par les TALENSs. L'introduction de deux quantités
différentes de la cassette de recombinaison linéarisée permet d’évaluer l'existence
d’une relation entre le nombre de copies intracellulaires de la cassette, la cytotoxicité
et I'efficacité du systéme de recombinaison homologue. La condition « TALEN n°1
(1,5 ng) + TALEN n°2 (1,5 pg) + cassette de recombinaison non linéarisée (3 pg) »,
supposée moins spécifique que la version linéarisée, n'a pas été réalisée sur les
fibroblastes PH1.

Les conditions de culture, établies dans 1'objectif d’obtenir des lignées
cellulaires stables, sont schématisées ci-dessous (Figure 35) :

A partir de J8 :

J1 : Transfection plasmides Sélection des cellules

TALENSs/Cassette recombinées
l l Quand expansion suffisante :
"""""""""""""""""""""" » caractérisation des systemes et
+ Puromycine reprogrammation en iPSCs
lpg/mL
Fibroblastes a
80% de confluence, »

Milieu DMEM complet

Figure 35: Culture et sélection des fibroblastes transfectés par le systeme TALENs/Cassette de
recombinaison homologue. L’expression du géne de résistance a la puromycine est effective des 24h
apres transfection ; cependant, le délai de 8 jours choisi avant introduction de la puromycine permet
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d’augmenter le taux de sélection des cellules recombinées, par rapport aux cellules non recombinées
exprimant la cassette sous forme plasmidique. La concentration de puromycine est calibrée pour
éliminer les cellules non transfectées par le plasmide exprimant le géne de résistance correspondant ;
les cellules cultivées en présence des TALENSs seules n'ont pas été traitées par la puromycine. Les
cellules sont incubées a 37°C, en atmosphere a 5% COz; la culture est réalisée en boites de culture
cellulaire de diametre 10 cm.

II- 1.2 Expression de la cassette de recombinaison dans des cellules
HepG2

Dans I'hypothése d'une recombinaison homologue au locus ciblé, I'expression
de la séquence ADNc AGXT contenue dans la cassette de recombinaison est sous la
dépendance du promoteur physiologique du gene endogene, qui est spécifique des
cellules hépatiques. Afin d’évaluer le taux d’expression cellulaire de la séquence
AGXT exogene, nous avons donc procédé a la transfection de cellules appartenant a
la lignée HepG2, issue d’un hépatocarcinome d’origine humaine, au sein desquelles
le promoteur physiologique est actif.

Les conditions de culture cellulaire et de sélection sont identiques a celles des
fibroblastes, tandis que les modalités de transfection sont présentées ci-apres (en
quantité d’ADN plasmidique correspondant ; 500 000 cellules transfectées par
condition) :

e TALEN n°1 (1,5 pg) + TALEN n°2 (1,5 pg) + cassette de recombinaison
linéarisée (1 ou 3 pg)
e cassette de recombinaison non linéarisée (3 pg)

La condition « cassette de recombinaison non linéarisée (3 ng) » constitue un
témoin de l'intégration aléatoire de la cassette dans le génome cellulaire : en effet, la
séquence ADNc AGXT n’étant pas sous controle d'un promoteur exogene, si la présence
des transcrits correspondants est détectée au sein des cellules HepG2 transfectées, cela
signifie que cette séquence s’est intégrée a proximité d’'un promoteur endogene, au sein
d’une région d’homologie. Cette condition de transfection permet également de tester
Iefficacité du gene de résistance a la puromycine.

II- 2 Systeme CRISPR/Cas9/Matrice oligodésoxyribonucléotidique :
correction génique ciblée de fibroblastes humains adultes

Les expériences ont été réalisées sur les deux types de fibroblastes mentionnés

dans I'étude impliquant le systeme TALENs/ Cassette de recombinaison homologue, a
des fins identiques.
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Les conditions de transfection, adaptées a partir de la littérature (Ran et al.,
2013b), sont les suivantes (en quantité d’ADN plasmidique correspondant) :
- fibroblastes sauvages (200 000 cellules transfectées par condition) :
e Matrice Exon 4 ou 7 (30 pmol)
e pX462/protospacers 41-42 (2ug)
e pX462/protospacers 41-42 (2ug) + Matrice Exon 4 (10 ou 30 pmol)
e pX462/protospacers 71-72 (2ug)
e pX462/protospacers 71-72 (2pg) + Matrice Exon 7 (10 ou 30 pmol)
- fibroblastes PH1 (200 000 cellules transfectées par condition) :
e pX462/protospacers 71-72 (2ug) + Matrice Exon 7 (10 ou 30 pmol).

Les transfections de la matrice ou du plasmide pX462 seuls constituent des
témoins négatifs de recombinaison, et permettent I'analyse de la cytotoxicité de
chacun de ces éléments. Le nombre inférieur de cellules transfectées par rapport aux
expériences précédentes est dii a la quantité plus faible, bien que suffisante, de
cellules disponibles en culture au moment prévu pour les transfections.

La sélection des cellules a été réalisée de maniére transitoire, car le segment de
la matrice introduit dans le génome cellulaire ne contient pas le géne de résistance a
la puromycine, ce dernier étant exprimé de facon épisomique sous forme de
plasmide. Les conditions de culture sont schématisées dans la figure 36.

J2-J3: J4 : Arrét de la sélection,
J1: Transfection plasmides Sélection des cellules Changement du milieu
CRISPR/Cas9/Matrice transfectées  (Culture en DMEM complet)
l l l Quand expansion suffisante :
———————————————————————————————————————— ¥ caractérisation des systémes et
+ Puromycine reprogrammation en iPSCs
lpug/mL
Fibroblastes a
80% de confluence, ﬁ

Milieu DMEM complet

Figure 36 : Culture et sélection des fibroblastes transfectés par le systeme CRISPR/Cas9/Matrice
oligodésoxyribonucléotidique. Apres sélection, les cellules sont cultivées dans du DMEM complet
jusqu’a analyse ultérieure ou reprogrammation en iPSCs. Comme précédemment, la concentration de
puromycine est calibrée pour éliminer les cellules non transfectées par le plasmide exprimant le géne
de résistance correspondant; les cellules cultivées en présence des  matrices
oligodésoxyribonucléotidiques seules n‘ont pas été traitées par la puromycine. Les cellules sont
incubées a 37°C, en atmosphere a 5% CO2 ; la culture est réalisée en boites de culture cellulaire de
diametre 10 cm.
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Chapitre 3 : Résultats

I- Caractérisation des outils de manipulation génique

I- 1 Cassette de recombinaison homologue

Afin de vérifier la présence et l'orientation du fragment 5’arm homology
inséré dans le plasmide p1180 PGK-Puro-3’arm, différents clones du plasmide p1180
5’arm-PGK-Puro-3’arm potentiellement formé ont été hydrolysés par les enzymes de
restriction Kpnl et Xhol. Les résultats sont présentés ci-dessous (Figure 37).

Marqueur de

taille (pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10000 — p i .
3000 — Y N — [ S — 4,2 ;48 0ub,0kb
- ——— L —— 1,3 ou 1,4 kb
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0,64 kb

250 —

Figure 37: Profil de restriction Kpnl/Xhol du plasmide p1180 5’arm-PGK-Puro-3’arm apres
migration électrophorétique en gel d’agarose 1,5%. 10 clones ont été testés, numérotés de 1 a 10. Les
tailles attendues pour chaque fragment, indiquées a droite de I'image, sont déduites a partir des
indications fournies en figure 31.

D’apres la figure 37, les clones n°2, 3 et 6 se distinguent par la présence d’'une
bande proche de 750 pb, pouvant étre assimilée au fragment attendu de 0,64 kb (soit
640 pb) : le fragment 5’arm homology contenu dans ces clones plasmidiques est donc
inséré selon 1'orientation souhaitée, les clones sont considérés comme valides. En
revanche, les clones n°1, 5, 8, 9 et 10 sont caractérisés par une absence d’insert ou une
insertion selon la mauvaise orientation, les bandes a 1,3 kb n’étant pas discriminables
de celles a 1,4 kb. Quant aux clones n°4 et 7, les bandes apparaissant sur le gel ne
correspondant a aucun des fragments attendus ; ces plasmides sont donc considérés
comme aberrants.

Une fois la construction de la cassette de recombinaison achevée, son agencement
au sein du plasmide p1180 5arm-cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3'arm a été vérifié a
l'aide de différentes réactions d’hydrolyses qui sont présentées, ainsi que leurs résultats,
dans la figure 38.

88



Marqueur de AfIIT Kpnl
taille (pb) AfIIl +Sall EcoRI +Sall  Xhol

8,3 kb R — o 7‘”0 kb
6,9 kb ’
5000 4000 SO LE 6,1 kb

3000 —
2500 — 2,7 kb

2000 — 22k

1500 —
1,4 kb 1,3 kb

1000 —
750 —

Figure 38 : Profil de restriction du plasmide p1180 5’arm-cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3’arm
selon les conditions d’hydrolyse, aprés migration électrophorétique en gel d’agarose 1%. Les
enzymes ayant clivé le plasmide sont indiquées au-dessus de chaque profil électrophorétique
correspondant, tandis que les tailles attendues pour chaque fragment, déduites a partir des indications
fournies en figure 30, sont indiquées en-dessous des bandes correspondantes.

D’apres la figure 38, on constate que les bandes obtenues dans chaque
condition sont en accord avec la représentation du plasmide indiquée en figure 30, le
plasmide p1180 5’arm-cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3’arm correspondant est
donc valide. Ces résultats étant issus de deux expériences différentes, les images
d’origine sont indiquées en annexe, dans la figure S4.

I- 2 Plasmides d’expression des ARN guides

Dans l'objectif de vérifier 'insertion des protospacers issus des plasmides
pUC19 au sein des plasmides pX462, ces derniers ont été hydrolysés a l'aide des
enzymes Pmll/Xbal. Le profil de migration des différents fragments est présenté ci-
dessous (Figure 39).

Marqueur de pX462- pX462- pX462- pX462-
taille (pb) P41-P42 P71-P72 P41l P1P3
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Figure 39: Profil de restriction Pmll/Xbal du plasmide pX462 aprés migration électrophorétique en
gel d’agarose 1%. Un clone plasmidique est hydrolysé pour chacun des deux couples de protospacers
développés (41-42 et 71-72) ; leur profil de restriction est comparé a celui d'un témoin négatif, représenté
par le plasmide pX462 ayant intégré uniquement le protospacer 41, et a un témoin positif, correspondant
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au plasmide pX462 possédant deux protospacers 1 et 3, disponible au laboratoire et développé selon la
méme stratégie que celle présentée. La taille des fragments attendus correspondant a chacune des
bandes est indiquée a droite de I'image, d’apres les informations fournies en figure 34. Les bandes
apparaissant aux alentours de 10 000 pb correspondent aux plasmides non hydrolysés.

D’apres la figure 39, I'hydrolyse par Pmll/Xbal des clones plasmidiques
développés produit deux fragments de tailles comparables a celles des séquences issues
de I'hydrolyse du témoin positif. De plus, le profil de restriction de ces clones est
compatible avec la présence de deux protospacers au sein des plasmides, selon les
criteres établis en figure 34. Les deux clones plasmidiques testés pour les couples de
protospacers 41-42 et 71-72 sont donc valides.

II- Phénotype cellulaire et toxicité

Les cellules transfectées par les deux systemes de modification génique ciblée ont
rapidement (dés J3, pour les fibroblastes) présenté des signes de toxicité, se traduisant
par l'apparition de phénotypes différenciés, voire sénescents pour 10 a 20% des
cellules fibroblastiques (morphologie épandue plutét que filiforme), et par un
ralentissement global de la prolifération (difficultés d’expansion et de recouvrement de
la surface des boites de culture par les fibroblastes primaires apres plus de 7 jours sans
passage, contrastant avec leur rapidité native de multiplication, nécessitant un passage
tous les 3 a 5 jours ; arrét de 'expansion des HepG2 en colonies, et survie en clusters
d’une dizaine de cellules). Aucune de ces manifestations n’a en revanche été observée
chez les fibroblastes controles, cultivés en I'absence de traitement.

Le protocole de transfection ne présentant pas de toxicité inhérente, nous avons
émis 'hypothese d'une manifestation des conséquences des clivages génomiques
répétés provoqués par l'action des nucléases, qui obligent les cellules a une réparation
constante de leur ADN. L’action supplémentaire de la puromycine, restreignant les
populations aux seules cellules exprimant le gene de résistance correspondant, semble
également avoir contribué a la limitation de I'expansion cellulaire.

Malgré les effets exercés par ces différents facteurs, certaines populations
cellulaires sont parvenues a proliférer. Ainsi, a J10, des niches de fibroblastes
transfectés par le systéme CRISPR/Cas9/Matrice oligodésoxyribonucléotidique ont
amorcé leur expansion, parallelement a l'apparition de colonies résistantes de
cellules HepG2 ; il est envisageable que ces cultures atteignent une densité suffisante
pour permettre la qualification de l'action des systémes de recombinaison. En
revanche, la population de fibroblastes transfectés par le dispositif TALENs/Cassette
de recombinaison a évolué en cellules éparses sénescentes, présentant une
prolifération nulle : cette population n’est pas exploitable dans ces conditions.
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[1I- Discussion

Si les travaux réalisés au cours des derniers mois ne constituent qu’une
ébauche de I'ensemble du projet de recherche, ce délai nous a permis d’achever le
développement des outils de manipulation génique ciblée. Cependant, la mise en
place des différents protocoles de modification du génome cellulaire a 1'aide de ces
outils a mené a une toxicité significative, quel que soit le type cellulaire manipulé.

L’innocuité de la technique de transfection des cellules ayant été vérifiée, deux
hypothéses ont été émises pour expliquer la cause des modifications phénotypiques
observées : d'une part, une dynamique de réparation constante de I’ADN cellulaire,
consécutive a I'action génomique des nucléases ; d’autre part, les effets néfastes de la
puromycine sur la traduction cellulaire.

Discutons dans un premier temps, le role potentiel de la puromycine dans la
cytotoxicité constatée. Il faut tout d’abord se rappeler que les deux stratégies de
sélection a 'aide de cet antibiotique sont différentes : pour I'approche de thérapie
additive ciblée, le géne de résistance a la puromycine est destiné a étre intégré dans le
génome cellulaire en méme temps que le reste de la matrice de recombinaison, ce qui
permet une sélection stable des cellules, qui proliferent sous pression constante de
I’antibiotique ; dans I'approche de correction génique ciblée en revanche, la matrice
oligodésoxyribonucléotidique de recombinaison ne contient pas le géne de résistance
a la puromycine, qui s’exprime de fagon épisomique dans le cytoplasme cellulaire et
est amené a disparaitre au fur et a mesure des mitoses : les cellules sont alors
sélectionnées transitoirement.

En ce qui concerne la stratégie impliquant les TALENS, seules les observations
de toxicité effectuées chez les cellules HepG2, traitées par puromycine apres
transfection avec la cassette de recombinaison linéarisée seule, nous permettent de
conclure a un effet néfaste de la puromycine malgré la présence du gene de
résistance correspondant, indépendamment de la présence des nucléases. Les
tibroblastes n’ayant pas été traités dans ce type de condition, aucune conclusion ne
peut étre formulée en I'état de nos résultats. Quant au systeme CRISPR/Cas9, le gene
de résistance a la puromycine étant constitutif du plasmide d’expression des
nucléases Cas9, il nous est impossible, dans ces conditions, de discriminer les effets
toxiques potentiels des nucléases et de l'antibiotique, en présence du gene de
résistance. Les fibroblastes utilisés étant des cellules primaires, globalement plus
sensibles a leur environnement que les lignées cellulaires, nous pouvons cependant
formuler I'hypothése d’une toxicité de la puromycine au moins aussi importante sur
les fibroblastes que sur les HepG2.

Les trois parametres fondamentaux d’une sélection de cellules a I'aide d'un
antibiotique correspondent au délai de I'introduction de la molécule de sélection par
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rapport a celui de son gene de résistance (le délai doit étre suffisamment important
pour permettre 'expression du gene de résistance correspondant), a la durée du
maintien de la pression de sélection (qui doit étre suffisamment longue pour éliminer
I'ensemble des cellules qui n’expriment par le gene de résistance a la molécule
employée), et a la concentration de la molécule administrée. Si le protocole que nous
avons employé pour la sélection transitoire a I'aide de puromycine est cohérent avec
les données de la littérature, qui sont homogenes quels que soient les types
cellulaires utilisés (Li et al., 2014 ; Ran et al., 2013b), en revanche notre protocole de
sélection stable differe de ceux réalisés dans d’autres études d’insertion génique
ciblée, qui préconisent une introduction plus précoce de la puromycine (2 a 3 jours
post-transfection), a des concentrations pouvant s’étendre de Ipg/mL a 8 pg/mL en
fonction du type cellulaire utilisé (Dormiani et al., 2015 ; Porteus, 2006). Dans la suite
de notre étude, il nous faudra donc réaliser une série de tests, afin d’adapter les
protocoles de la littérature aux types cellulaires que nous étudions.

Une autre approche d’optimisation de la sélection par puromycine a
récemment été développée au laboratoire, visant a améliorer 1'efficacité du gene de
résistance a cet antibiotique, qui code pour une enzyme (la puromycine N-
acétyltransférase) bloquant I'action de la puromycine sur la traduction. La stratégie
développée consiste a modifier la séquence du gene (qui est dérivée du plasmide
pX462 fourni par Addgene) afin qu’elle soit constituée, pour chaque codon, du triplet
de nucléotides le plus fréquemment utilisé par la machinerie cellulaire de traduction.
Cette séquence optimisée a déja donné de bons résultats au sein du laboratoire
(données non publiées), et il nous est envisageable de I'employer lors d’expériences
futures.

Si malgré ces modifications, la toxicité cellulaire persiste, une sélection
alternative par cytométrie en flux est possible, en considérant le remplacement du
gene de résistance a la puromycine par un gene codant pour une protéine
fluorescente, telle que la GFP. Cette méthode a déja permis un tri efficace de cellules
souches embryonnaires murines transfectées par le systeme CRISPR/Cas9, dans le
cadre d'une étude de correction génique ciblée a l'aide de matrices
oligodésoxyribonucléotidiques (Li et al., 2014). Cette technique est significativement
moins toxique que la sélection par puromycine ; cependant, elle implique une
manipulation plus lourde des cellules, potentiellement source de contamination.

Intéressons-nous a présent aux effets des outils de manipulation génique
ciblée. En théorie, le clivage génomique réalisé par les nucléases présente deux
grandes conséquences toxiques pour la cellule : d'une part, elle oblige la mise en
place des systemes de réparation de 1’ADN génomique, ce qui bloque
temporairement le cycle cellulaire et ralentit la prolifération ; d’autre part, comme
nous l'avons vu précédemment, la fidélité des mécanismes qui interviennent dans le
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processus de réparation n’est pas totale (notamment en ce qui concerne la voie de
NHE]), ce qui peut étre a I'origine de mutations génomiques parfois létales pour la
cellule.

En ce qui concerne notre étude, la toxicité observée chez les fibroblastes traités
par les TALENs seules, non sélectionnées par la puromycine, nous permet de
conclure a un impact de ces outils sur le fonctionnement des cellules fibroblastiques
primaires, ce qui est en corrélation avec les analyses préliminaires ayant permis de
vérifier in wvitro leur efficacité de clivage génomique. Des expériences
complémentaires doivent étre entreprises pour permettre d’établir si, outre la
génération d'une toxicité, les clivages réalisés par les TALENs ont favorisé
I'apparition d’événements de recombinaison homologue ciblée.

Quant au systeme CRISPR/Cas9, aucune des conditions de culture mises en
place ne permet d’évaluer distinctement le role des nucléases Cas9 dans la
cytotoxicité, en I'état de nos résultats. De plus, contrairement aux TALENSs, nous
n’avons pas encore procédé a une analyse de l'efficacité de clivage de ce systeme ; la
priorité sera donnée a la résolution de cette question dans la poursuite du projet,
avant d’envisager des analyses approfondies de la spécificité de clivage par les Cas9,
de la capacité du systeme a faciliter la recombinaison homologue ciblée, et de la
toxicité inhérente.

Si la priorité consiste a vérifier expérimentalement la présence de signatures
génomiques de l'action des nucléases avant d’entreprendre une optimisation des
protocoles de transfection, nous pouvons cependant envisager différentes
manipulations destinées a améliorer 'efficacité et réduire la toxicité des systemes de
recombinaison développés. L’ objectif de ces modifications consiste a augmenter la
spécificité du clivage, ce qui favorise la survenue d’événements de recombinaison au
sein des régions cibles, et diminue les effets hors-cibles qui entrainent une
multiplication des sites de cassure, réparés par le systeme non fidele NHE].

Pour les TALENS, il est ainsi possible de réduire I'intervention du NHE] et de
favoriser le HDR en utilisant des TALE nickases, dont 'un des monomeres Fokl du
couple présente la mutation D450A, qui abolit I'activité catalytique de I’enzyme sans
affecter la dimérisation protéique des TALE ou la reconnaissance de I’ADN cible
(Sanders et al., 2009). L’emploi de ce type de construction a permis a 1'équipe de Wu
d’introduire le gene murin SP110 (médiateur de l'immunité dirigée contre
Mycobacterium tuberculosis) au sein du génome de fibroblastes feetaux bovins par
recombinaison homologue, et de créer des animaux transgéniques présentant une
résistance plus importante a la tuberculose bovine (Wu et al., 2015). Une seconde
modification envisageable pour optimiser le clivage ciblé par les TALENSs correspond
a I'emploi d"hétérodimeres obligatoires : plusieurs séries de mutations (E490K, 1538K
et H537R ou « KKR » d"une part et Q486E, 1499L et N496D ou « ELD » d’autre part;
avec D : acide aspartique, E : acide glutamique, H : histidine, I : isoleucine, K : lysine,
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L: leucine, N : asparagine, Q: glutamine et R: arginine) ont été appliquées aux
monomeres de 'endonucléase de restriction FoklI afin de polariser la dimérisation (le
monomere « KKR » présente une charge globalement positive au niveau du site de
dimérisation, et le monomere « ELD » présente une charge négative) (Doyon et al.,
2011 ; Miller et al., 2007). L’emploi de ces monomeres modifiés permet d’augmenter
'activité et la spécificité des TALENs en réduisant leur toxicité, comme cela a été
montré lors d'une étude de mutation génique ciblée (« knocking out ») chez le
poisson-zebre (Cade et al., 2012).

Quant au systéme CRISPR/Cas9, le protocole que nous avons établi emploie
des Cas9 nickases, ce qui rend optimale 'activité catalytique de ces enzymes en
termes de spécificité et d’efficacité. Cependant, dans I’objectif de réduire le temps de
demi-vie des Cas9 et diminuer le risque de clivages multiples du site cible apres
recombinaison, il est possible d’employer des séquences d’ARNm plutdt que des
plasmides codant pour les nickases (Shen et al., 2014) ; cette méthode est également
applicable aux TALENSs (Cade et al., 2012). Des modifications peuvent également étre
envisagées envers la structure des ARN guides. Il a en effet été montré que
'utilisation de « dualRNAs » qui correspondent a l'addition d'un crRNA et d'un
tracrRNA (dont les séquences sont ainsi plus fideles aux composés naturels que les
ARN guides), présentant deux acides guanyliques additionnels en 5" de la région
complémentaire a I’ADN cible (qui assurent une expression optimale du promoteur
U6) et codés par des oligonucléotides synthétiques (plutot que des plasmides),
autorise une discrimination des sites cibles et non-cibles si leur séquence différe d’au
moins deux nucléotides (ce qui contraste avec les 5 mésappariemments tolérés par les
ARN guides, comme nous l'avons vu précédemment) (Cho et al., 2014 ; Shen et al.,

2014).

Plusieurs axes de modifications sont donc envisageables pour optimiser nos
systemes, d’apres les dysfonctionnements identifiés, et obtenir le meilleur
compromis entre toxicité des nucléases et efficacité de la correction ciblée.
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Conclusion et perspectives

L’observation phénotypique des cellules permet d’envisager une action
intracellulaire des systemes transfectés. Cependant, une analyse approfondie de la
toxicité des systemes doit étre entreprise, parallelement a la réalisation d’expériences
destinées a affirmer 1’existence réelle de cassures génomiques, et mettre en évidence
I'apparition d’événements de recombinaison homologue dirigée.

En ce qui concerne I'évaluation et le contrdle de la cytotoxicité, aprés avoir
analysé plus précisément l'implication de la puromycine dans la toxicité phénotypique
des fibroblastes, il sera intéressant de mettre en place les protocoles de sélection par cet
antibiotique préconisés dans la littérature, afin de comparer les résultats obtenus a
ceux de nos expériences précédentes. Dans un deuxiéme temps, il sera envisageable si
nécessaire de modifier la structure de nos constructions, en remplagant le gene de
résistance a la puromycine par sa version optimisée dans les deux stratégies, et en
modifiant la cinétique de I'expression de ce gene et de celle de la Cas9 par création de
deux plasmides distincts, pour la stratégie de correction génique ciblée.

Quant aux systemes de recombinaison homologue ciblée, la priorité consiste en
une évaluation de l'efficacité du clivage orienté par les ARN guides, afin de s’assurer
de la capacité du systeme CRISPR/Cas9 a générer des cassures double-brins. Nous
pourrons également procéder a 'analyse du taux de recombinaison homologue propre
a chaque population de fibroblastes transfectés, apres amplification par PCR des
régions génomiques cibles de recombinaison : pour la stratégie de correction génique
ciblée, le taux de recombinaison sera corrélé a la proportion de fragments hydrolysés
par les enzymes dont le site de restriction figure au sein de la matrice
oligodésoxyribonucléotidique ; pour la méthode de thérapie additive ciblée, les
expériences d’amplification seront réalisées a I'aide d’amorces spécifiques s’hybridant
de part et d’autre des jonctions cassette/locus cible endogeéne.

L’objectif final du projet consistant en la synthése de la protéine AGT native
dans des cellules hépatiques autologues, il sera également nécessaire de vérifier le
taux d’expression de la séquence d’ADNc AGXT comprise dans la cassette de
recombinaison. Des expériences de PCR quantitative en temps réel sont ainsi
envisagées dans les cellules HepG2 transfectées par le systeme TALENs/Cassette de
recombinaison.

L’évaluation de '’ensemble des parametres précédemment cités est nécessaire
au développement d’un produit sécurisé et susceptible de présenter un impact positif
sur le phénotype des patients. De plus, la poursuite du projet de recherche implique
I'existence d'un taux de recombinaison suffisamment important (estimé
empiriquement a plus de 20% de cellules corrigées au sein d"une méme population)
pour étre compatible avec la sélection clonale des iPSCs dérivées de fibroblastes,
avant I’étape finale de différenciation hépatocytaire.
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Figure S1 : Réparation des cassures double-brins de ’ADN par la voie NHE] (d’aprés Davis and
Chen, 2013 ; Helleday et al., 2007). (A) Reconnaissance des extrémités clivées de ’ADN et stabilisation
des facteurs centraux du NHE] (Non Homologous End-Joining). Apreés induction d'une cassure double
brin (Double-Strand Break, DSB), les hétérodimeres formés des sous-unités protéiques Ku70 et Ku80 se
fixent aux extrémités clivées de la séquence d’ADN. Ces hétérodimeres recrutent ensuite les sous-
unités catalytiques de la DNA-PK (Protein Kinase), formant les DNA-PKcs (DNA-PK complexes) ; cette
association attire le complexe Ligase IV/XRCC4/XLF/APLF vers le site de cassure. (B) Ligation des
extrémités et dissolution du complexe de NHE]. L’autophosphorylation et/ ou la phosphorylation (par
la kinase ATM) des sous-unités DNA-PK induit un changement de leur conformation, ce qui résulte
en leur libération du site de clivage. La ligase IV procede alors a la ligation des extrémités simple-
brins, en présence des facteurs XRCC4, XLF et APLF, puis le complexe dissout se détache de la
séquence d’ADN. Enfin, les hétérodimeres Ku70/80 sont ubiquitinylés (intervention potentielle des
facteurs Rnf8 et Skpl-Cull-Fbxl12), ce qui résulte en leur dégradation et leur libération de I’ADN
réparé.
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Figure S2 : Voies de réparation des cassures double-brins de ’ADN (Mehta and Haber, 2014). Apres
formation de la cassure double brin, la réparation de ' ADN peut étre exécutée selon deux voies distinctes :
la voie NHE] (Non Homologous End-Joining, décrite précédemment) (A), et la voie de recombinaison
homologue HDR (Homology-Directed Recombination), qui se traduit par plusieurs mécanismes différents,
modélisés dans la figure ci-dessus. Le processus de recombinaison homologue est amorcé de facon
identique pour tous les mécanismes : le clivage double brin de ’ADN est suivi d'une résection, produisant
deux extrémités simple-brins sortantes en 3’. Lorsque la résection révele la présence de répétitions
homologues flanquantes, le mécanisme d’hybridation simple brin (single-strand annealing, SSA) intervient,
conduisant a la délétion de la séquence interposée entre les répétitions homologues (B). Les autres types de
recombinaison homologue dépendent de la reconnaissance et de l'appariement de 'une des extrémités
sortantes en 3" avec des séquences homologues intactes, présentes sur une chromatide sceur, un locus
allélique ou localisées de fagon ectopique sur le génome. Cette extrémité sortante devient le substrat de la
machinerie de réparation, exécutant l'invasion de la séquence double brin homologue en formant une
boucle de déplacement. La voie comportant une double jonction de Holliday (double Holliday junction, dH]J,
encore appelée double-strand break repair) (C) implique la ligation de I'extrémité 3’ sortante a I'extrémité 5’
correspondante pour stabiliser la boucle. La structure dH]J peut étre résolue par dissolution médiée par une
hélicase et une topoisomérase (« Dissolution »), ce qui conduit a I'absence de crossover (CO, recombinaison
réciproque ; NCO = noncrossover), ou étre clivée par des « H]J resolvases » (« Resolution ») pour produire des
séquences recombinées (CO) ou non (NCO). Dans le modele d’ « hybridation des brins synthese-
dépendante » (synthesis-dependent strand-annealing, SDSA) (D), la boucle est dissociée et la séquence d’ADN
simple brin ainsi libérée s’hybride avec la séquence complémentaire située a I'autre extrémité de la cassure
double brin. La réaction est complétée par une synthése d’ADN fermant la bréche résiduelle, suivie d’une
ligation des extrémités. Seules des séquences non recombinées sont formées. Enfin, le modele de
« réplication induite par la cassure » (break-induced replication, BIR) implique la synthése simultanée des
deux brins clivés et résulte en une perte de I'hétérozygotie ou, si la matrice de recombinaison est localisée
de facon ectopique, a une translocation non réciproque (E). Les séquences d’ADN nouvellement
synthétisées sont représentées en pointillés de la méme couleur que la séquence matrice ; les fléches de
couleur indiquent I'orientation des extrémités 3 des séquences correspondantes.

La résolution d"une cassure double-brin par le mécanisme de recombinaison homologue
est réalisée de facon aléatoire au sein des cellules, selon I'un des modeles présentés ci-dessus.
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Exon4:

Séquence endogeéne (brin sens) :

5 GGCCTGGCCCAGCACAAGCCAGTGCTGCTGTTCTTAACCCACGGGGAGTCGTCCACCGGCGTGCTGCAGCCCCTTGATGGCTTCGGGGAACTCTGCCACAG ¥

Matrice oligodésoxyribonucléotidique :

5’agGGCCTGGCCCAGCACAAGCCAGTGCTGCTGTTCTTAACA-CGGGGAGTCGTCCACCGGCGTGCTGCAGCCCCTTGATGGCTTC.GGGAGCTCT.CCACAthgagcc

tggccccaggg-tggactggagcacagctcagagccaggctatggggagggg 3

Exon 7 :

Ségquence endogene (brin sens) :

5 AAAGAAGATGTACTCCCGCAAGACGAAGCCCTTCTCCTTCTACCTGGACATCAAGTGGCTGGCCAACTTCTGGGGCTGTGACGACCAGCCCAGGAT ¥

Matrice oligodésoxyribonucléotidique :

5’gctcagectgcttctttctecccag
AAAGAAGATGTACTCTEBECAAGACGAAGCCCTTCTCCTTCTACCTGGACACAAGTGGCTGGCCAACTTCTGGGGCTGTGACGATCAGCCCAGGATgtglBgcctggcag

ggatgggaaggtggagggegetgggeatgget 37

Figure S3 : Systémes de recombinaison homologue des exons 4 et 7 du géne AGXT, médiée par les CRISPR/Cas9 ; correspondance avec les séquences endogénes. Majuscules :
séquences exoniques ; minuscules : séquences introniques. Séquences soulignées : positions des codons mutés chez les patients atteints de PH1, avec emplacement du nucléotide
substitué indiqué en rouge, bien que les séquences représentées soient natives ; les positions correspondent, dans le sens 5'>3’, aux mutations 508G>A et 518G>A (respectivement
G170R et C173Y sur la protéine AGT) pour 'exon 4, et 731T>C (1244T sur la protéine AGT) pour l'exon 7. Surlignage bleu clair : projection, sur la matrice, des sites reconnus par
les ARN guides transcrits a partir des protospacers (nommeés de 5" vers 3') 42 et 41 pour I'exon 4, et 72 et 71 pour I'exon 7. Surlignage mauve : PAM. Un PAM a été muté par exon :
substitution 462G>A pour l'exon 4, et 696G>T pour 'exon 7 (le nucléotide substitué est surligné en jaune). Surlignage vert : substitution d'un nucléotide entrainant 'apparition
d’un site de restriction, utile a 'analyse ultérieure des génomes cellulaires par hydrolyse enzymatique ; exon 4 : substitution 513A>G créant le site de restriction Sacl
(5’'GAGCT"C3'), exon 7 : substitution 765C>T créant le site de restriction Mbol (5*GATC3’). Comme précédemment, le choix des mutations générées a été effectué en tenant
compte de la redondance du code génétique et de la fréquence d’utilisation des codons ; de plus, I'analyse ultérieure des génomes impliquant une série de réactions de PCR
préalables a leur hydrolyse enzymatique, nous nous sommes assurés de la présence unique de chaque site de restriction dans les régions amplifiées.
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Figure S4 : Profils de restriction du plasmide p1180 5’arm-cDNA AGXT-pA BGH-PGK-Puro-3’arm
selon les conditions d’hydrolyse, aprés migration électrophorétique en gel d’agarose 1%. Les
enzymes ayant clivé le plasmide sont indiquées au-dessus de chaque profil électrophorétique
correspondant. Ces images sont le résultat de deux expériences d’hydrolyse différentes; leur
assemblage (cadre rouge de la figure (B) inséré a la place du cadre bleu de la figure (A)) constitue la

figure 38.
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Résumeé

L’hyperoxalurie primitive de type 1 est une pathologie métabolique rare, de
transmission autosomale récessive, caractérisée par une surproduction d’oxalate due au déficit
fonctionnel d'une enzyme spécifique du peroxysome des hépatocytes, I'alanine glyoxylate
aminotransférase (AGT). Le gene AGXT codant pour I’AGT humaine est situé au locus 2q37.3.
De nombreux variants/mutants pathologiques de ce gene ont été identifiés : variants
polymorphes, mutations non-sens et faux-sens, mutations des sites d’épissage, délétions et
insertions. Actuellement, la seule thérapie curative disponible consiste en une greffe
hépatorénale allogénique qui, bien qu’efficace, est associée a d'importants facteurs de
variabilité, ainsi qu’a une morbidité et une mortalité significatives.

Nous proposons ici de développer une approche alternative de thérapie génique,
élaborée a partir d’hépatocytes génétiquement corrigés dérivés de cellules autologues aux
patients ; pour cette étude, nous nous focalisons sur le cas de deux patients, I'un homozygote
pour la mutation 1244T de la protéine AGT, et le second hétérozygote composite
G170R/C173Y. Dans un premier temps, nous souhaitons modifier par recombinaison
homologue dirigée le génome de fibroblastes de patients, afin qu'ils expriment de facon
physiologique une version sauvage du gene AGXT. Ces fibroblastes seront alors
reprogrammés en cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) par transduction de vecteurs
Sendai recombinants, exprimant les facteurs de pluripotence Oct3/4, Sox2, Klf4, et c-Myc.
Apres sélection clonale, les iPSCs corrigées seront finalement orientées vers la lignée
hépatocytaire a I'aide de combinaisons de cytokines.

Deux stratégies complémentaires ont été envisagées pour modifier génétiquement les
fibroblastes par recombinaison homologue : 1) une thérapie additive ciblée « universelle »,
impliquant I'insertion de la séquence d’ADN complémentaire (ADNc) du gene AGXT humain
dans la région 5 UTR endogene, et permettant I'expression physiologique du transgene et 2)
une correction ciblée du gene AGXT endogene, adaptée a chaque type de mutation, et
consistant en une substitution de la région mutée par sa version sauvage. Afin de favoriser la
survenue d’événements de recombinaison ciblée, chaque approche inclut la création de
cassures double-brins de 'ADN au niveau de la région cible, par les systtmes TALENs
(stratégie 1), et CRISPR/Cas9 (stratégie 2).

Les travaux réalisés depuis l'initiation du projet ont abouti au développement complet
des outils de manipulation génique, qui ont été introduits au sein de fibroblastes primaires
sauvages et homozygotes pour la mutation 1244T de la protéine AGT, ainsi que dans une
lignée cellulaire HepG2 capable d’exprimer la séquence ADNc AGXT. Les premiers résultats
obtenus indiquent une toxicité cellulaire des différents systemes de recombinaison, susceptible
de traduire I'existence de clivages génomiques favorables a I'apparition d’événements de
recombinaison homologue. Des analyses supplémentaires sont nécessaires pour, d'une part,
affirmer l'existence de ces cassures et mettre en évidence l'apparition d’événements de
recombinaison homologue, et d’autre part évaluer le taux d’expression de la protéine AGT
dans les cellules HepG2 recombinées.

Mots-clés : thérapie génique ; TALENs ; CRISPR/Cas ; recombinaison homologue ciblée ;

hyperoxalurie primitive de type I
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