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PREAMBULE

Le traitement des dystrophies musculaires par pigrgéniqgue nécessite une approche
systémique afin de toucher 'ensemble de la muto@ales travaux présentés dans cette
thése abordent deux approches visant a traitenfess@ntier chez le modeéle murin :

La premiére approche, présentée danpaliie |, vise a transduire les muscles en
administrant le vecteur viral AAV par voie intrameuse. Nous avons exploré les
facteurs influencant la biodistribution de 'AAV}t @ous proposons des stratégies
adjuvantes pour améliorer le niveau de transductiosculaire.

La seconde approche présentée damsite Il consiste a transformer un muscle en
organe exocrine sécrétant une protéine transgémiguapeutique dans le sang. Nous
avons appliqué cette approche au muscle dystroghigu nous avons évalué le

potentiel thérapeutique d’'une protéine transgénggeeétée inhibitrice de la cytokine

pro-inflammatoire TNFe.



Partie| - Modification de la biodistribution du vecteur
AAV injecté par voieintraveineuse




I ntroduction

1. La thérapie génique

La thérapie génique consiste a transférer des acideléiques dans des cellules cibles afin
d’obtenir un effet thérapeutique. Le concept deadege la thérapie génique était le transfert
« additif » d'une copie saine d’'un gene endogemeds restaurer I'expression qualitative ou

quantitative d’'une protéine déficiente dans le eade maladies monogéniques. Mais ces
approches se sont diversifiées et concernent égatefa transfert de genes codant des
protéines thérapeutiques dont le but est de vagaineencore de détruire sélectivement des
cellules cancéreuses ou infectées. Plus réecemieemninsfert d’acide nucléique a également
été développé pour effectuer de la réparation geniglutdt que de la supplémentation. Il est
également possible de moduler I'expression génanaogéne en agissant sur 'ARN, soit

afin de rétablir une expression (saut d’exon) EQit pour le dégrader (ARN interférence,

ribozymes) [2].

Le transfert d’acides nucléiques dans les cellnasessite un transporteur - ou vecteur. En
effet, le contexte de transfection est pour le madéfavorable sans une vectorisation car
'ADN seul est une macromolécule fragile qui esti frternalisée par les cellules du fait de

nombreuses barrierefig 1).

Barrieres
extracellulaires

- Protéines du sérum

S FiteematurE:s Barriéres intracellulaires
- Paroi vasculaire

- Matrice extracellulaire @ Membrane plasmique

- Immunite @ Cytosol

(variable selon la voie (3) Enveloppe nucléaire

d’administration)

Figure 1 — Obstacles au transfert d’/ADN dans la cklle.
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Les techniques de vectorisation qui ont été dépdlep au cours de ces deux dernieres
décennies peuvent étre divisées en deux grand&gocits, a savoir les vecteurs viraux et non
viraux. Parmi les stratégies non virales, on péstirdgjuer celles basées sur des techniques
physiques, celles utilisant des molécules non &wwget celles utilisant des composés
cationiques. Les principaux vecteurs viraux utdig® thérapie génique sont dérivés des virus
suivants : adénovirus (Ad), virus de I'herpés semplHSV), virus adeno associé (AAV), et
les rétrovirus (MLV, HIV et SIV). Les vecteurs vina sont déficients pour la réplication, et
débarrassés du maximum de séquences virales @sssibl

In vivo Ex vivo

,/ \-. @ cellules malades
\ prélevées
\

vecteur [

%‘“ .‘l : \"| greffe

|I i il | des
administration | :
| |

directe ‘ /|

W transfert de gene
du vecteur | '

thérapeutique
in vitro

e
-

Figure 2 — Thérapie géniquen vivo etex viva

Il existe deux modes d'utilisation d’'une thérapéngjue fig. 2) :

- soitin vivo, c'est-a-dire en administrant le vecteur directdgrae patient,

- soitex vivoen transfectant des cellules du patient en ded®son corps avant de les
lui regreffer, ce qui d’'un point de vue immunologggcorrespond & une autogreffe.
En terme de quantité de vecteur nécessaire, [llestaisé d’effectuer une thérapie génigue
vivo, la quantité de vecteur nécessairevivo étant d’autant plus importante que la cible est
vaste et complexe.
Nous nous focaliserons dans cette premiére partite syecteur AAV avec lequel nous avons
mené notre étude.

2. Le vecteur AAV

2.1.Le virus sauvage

Le virus adéno associé (ou AAV pour Adenoviral aged virus) a été découvert et décrit
en 1965 dans des préparations adénovirales [Jigd]3A). L'AAV est un membre de la
famille desparvovirus du genredependovirus Les termesdependoviruset « adénoviral

2.
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associés » viennent du fait que I'AAV ne peut @igéer ni former sa capside dans la cellule
infectée sans l'aide d’un autre virus auxiliaireiofectant la cellule comme l'adénovirus, ou
encore le virus de I'herpés ou de la vaccine ; arlepde fonctions « helper ». Le premier
serotype AAV sauvage caracteérisé fut 'AAV humaetgipe 2 (AAV2).

Figure 3 — Le virus adéno-associé (AAV).
A) Photographie de microscopie électronique d’unpgmation d’adénovirus humain apres coloration
par l'acide phosphotungstique. On peut y voir dagiqules d’adénovirus (fleche orange) ainsi que
des particules AAV d’environ 24 nm de diamétredffié bleue). Adapté de Melnick et coll. [#)
Reconstitution en 3D de la capside vide de 'AAVRaésolution de 1,05 nm d'aprés des clichés de
cryo-microscopie €lectronique. D’aprés Kronembergod. [5].

L’AAV est un virus non enveloppé a capside icosmgdr d’environ 24 nm de diameétrig(

3b). Il est non pathogéne et infecte probablemeranfime par les voies respiratoires, sa
seroprévalenceaugmente avec I'age durant 'enfance (montré posérotype 2) [6]. LAAV
posséde un petit génome d’ADN simple brin de 4,7 d€imstitué de deux séquences
terminales inversées-répétées (ITRs) de 145 nuddsnptet de deux genes. Ces deux génes
utilisent différents sites d’initiation de la tradtion ainsi que I'épissage alternatif pour coder
plusieurs protéines ; le gerep code quatre protéines Rep impliquées dans le eyelk et le
genecap code trois protéines de structure Cap nécessaifescapsidation du génome viral
[7] (fig. 4).

Rep78  Rep 52 VP1 VP2 VP3
Rep 68 » Rep 40
g7 REPRE y REPAD _—* 87kD) (72kD) (61kD)
5 ITR T—5> sy i~3 3 ITR

CAP >

Figure 4 — Génome de I'’AAV sauvage.
Représentation du génome de I'AAV sauvage. En fueaé : cadre ouvert de lecture exprimant les 4
protéines de réplication (Rep 78, 68, 52 et 40ardides promoteurs p5 et p19 en utilisant I’ épigs
alternatif. En bleu clair : cadre ouvert de lectargartir duquel sont exprimés les 3 protéines de
capsides (VP1, 2 et 3) depuis le promoteur p40 téisamt des codons d’initiation de traduction
différents et de I'épissage alternatif. Le génosteeacadré par 2 régions inversées répétées téesina
(ITR).

" Proportion d'individus séropositifs dans une pagioh.

-3-



Introduction

Au cours de linfection, le génome est converti leme structure double brin permettant
'expression des génes viraux et la production @@veaux génomes viraux simple brin. En
absence d'un virus auxiliaire 'AAV rentre en pdede latence de son cycle viral. Cette
phase est caractérisée par 'absence d’expressmgéhes viraux et la persistance du génome
viral sous une forme double-brin épisomau intégré (provirus). L'intégration a lieu
préférentiellement dans le chromosome 19 humais darflocus nommé AAVS1 en présence
des protéines virales Rep78 et Rep68 qui se liansite AAVS1 et aux ITRs [8]. Cette
intégration spécifique a été caractérigeeitro, et il semble qu’elle soit moins fréquerite
vivo, le génome viral restant alors surtout épisompl [9

O: T — brin parental 3.01 5_0
e -

brin fils I}
@ l synthése du brin

5 @ complémentaire

échec de J ‘ MD
la césure trs @ l'

Al e —
', (en téte a téte ou queue a queue) A @ l reviatibaTEE TR
L A N
T @‘ déplacement simple brin
X et élongation
— ETTTCLEEEP PP P PECPPT LR P PP PP PP > —
Résolution Y
de la forme DD +

Figure 5 — Schémas du modéle de réplication du géme simple brin des AAV.
(1) L'extrémité 3'-OH de I'I'TR sert d’amorce a la skése d'un brin complémentaire (pointillé) formant u
monomeére de duplex (MDJ2) Les protéines Rep 78/68 clivent alors le brin pteau niveau du sites. (3)
L'extrémité 3'-OH générée permet la synthése do bamplémentaire de I''TR4) Les 2 ITR peuvent alors se
renaturer, ce qui fait apparaitre une nouvelleéemiié 3'-OH. (5) L'élongation a partir de ce site conduit au
déplacement du néosynthétisé et a la libératiol m®nomeéres de polarité inverse. Ceux-ci peuverdugreau
servir de substrat en amont du processus de répficés) Quand le clivage dtrs n’a pas lieu, la renaturation
des ITR a I'opposé dirs permet la synthése du brin complémentéijeen formant un dimére de duplex (DD).
(8) Cette forme peut réintégrer le processus de @it aprés une étape de résolution. Adapté de dbmscet
coll. [10].

" Episome : matériel génétique extra-chromosomal.
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En présence de virus auxiliaire 'AAV rentre dams ghase réplicative, avec I'excision du
provirus. Durant cette phase le génome viral eststrit et les protéines R@Rep78, 68, 52,
40) et Cap(VP1l, VP2, VP3) sont produites. Ces protéines ptene la réplication du
génome viral a partir de la forme double brin. léplication {ig. 5) est initiée par les
protéines Rep 78/68 se fixant au Rep Binding $RS) des ITR, et clivant les ITR grace a
leur activité endonucléase au niveau du Site Taahde Résolutiont(s). Les polymérases
cellulaires peuvent alors synthétiser des nouvémims d’ADN a partir de I'extrémité 3'OH
libre. Les protéines Rep 78/68 possédent une axtivdlicase qui permet de dérouler et de
séparer les deux brins d’ADN formés aprés la répbo. Ainsi, des brins d’ADN
monocaténaire de polarités contraires appelés <rin» et brin « - » sont générés. Les
protéines Rep52/40 participent a I'empaquetagertiéumle de ces deux types de brins dans
les capsides virales [10]. La particule virale matiormée dans le noyau est libérée de la
cellule par l'effet lytique du virus auxiliaire.

2.2.Caractéristiques et production du vecteur AAV

Les virus sont des vecteurs idéaux pour le trandfegéne puisqu’ils ont évolué de maniere a
infecter efficacement des populations cellulairddées. L’AAV s’est avéré un candidat de
choix pour la vectorisation de cassettes thérapeesi du fait des nombreux sérotypes et
variants génomiques disponibles. Mais ce vecteussgue aussi des caractéristiques ayant
participé a sa large utilisation par rapport & tteaivecteurs viraux. Il se distingue du vecteur
adénoviral par sa faible immunogenicité, et cortraent aux rétrovirus il n’est pas intégratif,
sans que cela n'empéche d’exprimer durablementalesgéne. De plus, il peut infecter
efficacement des cellules qui ne se divisent pascaractére intégratif non maitrisé d'un
vecteur peut étre responsable de mutagénesesianseites. Cela peut conduire a une
« génotoxicité » dans le cas ou les séquences prioa®de la cassette activent I'expression
de génes aux alentours du point d'intégration. & événements sont en effet apparus chez
des patients atteints de déficit immunitaire corébisévére (SCID-X), avec le
développement de leucémies suite a I'activatiorphto-oncogénéMO2 dans les cellules
CD34+ greffées apres leur transduct@nvivopar un vecteur retroviral [11, 12]. En théorie
une intégration peut également inactiver un genatmrompant sa séquence, or il semble
que les vecteurs retroviraux montrent des profitlt@ration dans des zones transcrites [13].
Quant aux vecteurs non intégratifs comme 'AAV es Vecteurs non viraux, il reste toujours
possible qu’ils s’integrent au génome a I'occagiame cassure de 'ADN double brin, mais
la fréquence d’'un tel événement est trés faible.

Le vecteur AAV ne possede plus aucun gene viralstidonc déficient pour la réplication, et
seuls les ITR encadrant la cassette d’expressiohcamservés. La taille de la capside AAV

" Severe combined immunodeficiency syndrome.
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implique une faible taille du génome recombinanvecteur. On considére que la taille limite
de séquence exogene que l'on peut incorporer ebbrdiee de 4,5 Kb [10]. Il est possible
d’aller au-dela mais le rendement de productidhindéctiosité du vecteur baisse alors.

genes adénoviraux

hel AL
plasmide e _» VP123
Helper Ad = , &A \O
Quut® ll o e

\ = O = assemblag
= E Rep78/68 @ \
encapsidation

g 3 . o
tri-transfection ;2/40- = T
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protéines Rep

I id + facteurs cellulaires <
plasmide A A " f @
% A vy

vecteur
réplication
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plasmide
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transgéne

cellules productrices (HEK-293)

Figure 6 — Production de vecteur AAV par tri-transfection.

La production du vecteur AAV dans les laboratogssen général faite par triple transfection
de cellules HEK-293 (human embryonic kidney clon@3)2 Un des trois plasmides
transfectés contient le génome AAV recombinantst@edire la cassette d’expression
encadrée par les seules séquences nécessatespenr la production du vecteur : les ITR.
Le but étant de produire un vecteur déficient dauéplication, il est nécessaire d’apporter en
trans les genes qui ont été excisés de la séquencedaieuveAAV. Le deuxieme plasmide
contient donc les genesp et cap et le troisieme contient les genes adénoviralpend14,

15] (fig. 6). Dans la cellule transfectée, le génome AAV reloimiant est excisé du plasmide
vecteur par les Rep apportées en trans, puis imassivement répliqué en brin ADN de
polarité positive ou négative, a parts égales 118, Cette derniere forme ADN simple brin
correspond au génome viral qui sera encapsidéeparrbtéines VP1, VP2 et VP3 exprimées
a un ratio approximatif de 1:1:10. La purificatidn vecteur produit est en général effectuée
par ultracentrifugation en gradient de chlorurecdsium ou de iodixanol, ou encore par
chromatographie d’affinité si I'on dispose d’'un iaatps, ou sur colonne héparinée pour
certains sérotypes. D’autres méthodes de prodscgistent ou sont en développement. Par
exemple des cellules dérivées de la lignée Helag#Etre transfectées de maniére stable par
rep et cap et le plasmide vecteur, ce qui permet d'effecuse simple infection par le virus
helper (ou simple transfection) pour produire datgar [18]. Dans d’autres systemes, le virus
helper utilisé est celui de I'herpés. Enfin, lagotion a grande échelle en bioréacteur fait en
général appel a la technologie du baculovirus pansduire des cellules d’'insectes (sf9) qui
seront alors productrices du vecteur AAV [19]. desnieres approches sont motivées par les
limites de production actuelle (en tri-transfectipar exemple), les rendements étant
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insuffisants pour le passage des études chez Ie gmetnal de laboratoire a des études
cliniques impliquant I'administration par voie iatreineuse (1) chez 'homme.

Jemploierais par la suite le terme AAV (ou AAVXdur le vecteurAV (de sérotype X), le
terme sauvage étant accolé si nécessaire lorsnderiion du virus non recombinant.

2.3.Les différents sérotypes AAV

Le sérotype AAV le plus étudié, et le vecteur AAY plus utilisé, est 'AAV de type 2
(AAV2). Il a été montré qu'il est capable d’infectene large gamme de cellules post
mitotiquesin vivo chez le mammifére, comme les cellules musculdiesshépatocytes ou les
neurones. Ce premier sérotype ayant démontré slité, utes recherches se portérent sur
lisolation d’'autres AAV sauvages d'origine humaitels que les sérotypes 3 et 5, ou
d’origine simienne tels que les AAV1 et 4, ou di@stencore comme le sérotype 6 qui est un
recombinant entre les sérotype 1 et 2 [20]. L'idotades séquences cap et ITR de ces
différents sérotypes a permis d’effectuer des e@pées de complémentation croisée par la
méthode de tri-transfection décrite précédemmenta hinsi été montré que toutes les
combinaisons ne sont pas efficaces en terme deemmmt ou d’infectivité des virions
obtenus, par exemple il y a un manque de complétientcroisée entre les protéines Rep et
les ITR des sérotypes 2 et 5 [21]. Cependant,&téamontré durant les années 90 que les
genesrep de sérotype 2 sont capables d’encapsider un géandifi@2 dans les capsides des
sérotypes 1 a 6 pour produire des AAV recombindotetionnels [20]. Pour créer ces
vecteurs dits « pseudo-typés », il suffit donc danger le géneap par celui du nouveau
sérotype dans l'un des plasmides du systéeme deugtiod par tri-transfection décrit plus
haut. On obtient ainsi un AAV-2/X, ou X est le $§pe de la capside. La majorité des
vecteurs de sérotypes autres que 'AAV2 (ou AAV}ZAZ@nt pseudo-typés, c’est notamment
le cas de ceux que nous produisons au laboratt@rexommerais par la suite AAVX tout
vecteur a ITR2 pseudo-typé avec une capside deypérX (AAV-2/X). Au-dela du pseudo-
typage, il est aussi possible de créer des vectef¥sa capside mosaique en apportant en
trans lors de la production un mélange de séqueragede sérotypes différentfid. 7).

pseudotype mosaique
Figure 7 — Schéma de vecteur AAV pseudo-typé ou

mosaique.
A Ces deux vecteurs AAV ont un génome constitué de
NS T la cassette d’expression d'intérét encadrée d'I'ER d
V sérotype 2. Le schéma de gauche représente un
vecteur pseudo-typé avec une capside de sérotype 6.
A 5 Le schéma de droite présente un vecteur mosaique
transgene transgene produit en utilisant unp mélange de gérep de |
ITR d’AAV2 ITR d’AAV2  sérotype 2 et 8.

Capside AAV6 Capside AAV2
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Bien sdr d’autres sérotypes ont été isolés depsisentiellement par PCR sur des primates
non-humains, des tissus humains ou d'autres so{2@¢set ils portent le nombre d’AAV
sauvages connus a plus de 120 et le nombre deuvectérivés a 12 [22-24].

Les différents AAV connus sont classés par cladesasbase de I'analyse phylogénétique des
séquences d’acides aminés de la protéine de cayBiti€fig. 8). Cette classification indique
les distances évolutives entres les différentstgges, 'AAV4, 5, 11 et 12 ont par exemple
divergé tot et présentent le moins d’'identité dipus@ce avec les autres sérotypes [9, 25, 26].

0,05 AAV8 — s cladeE
—t AAV7 —» clade D
AAV9—— clade F

AAV1
AAVE ]—» clade A
AAV3

AAV2 ——— clade B
{ AAV4

AAV5
AAV aviaire

Figure 8 — Arbre phylogénétique des AAV.
Phylogramme enraciné dona Ilongueur des branches est proportionnelle au rerde
changements évolutitau sein de la séquence protéique de VP1. AdapBadeet coll. [26].

2.4.Récepteurs des AAV

A I'heure actuelle sur cette dizaine de vecteusylss les récepteurs et corécepteurs de
FAAV2 [27], de 'AAV3 [28] et de 'AAVS5 [29] ont &é caractérisés. En pratique rien ne
distingue la capside du vecteur de celle de 'AAIsge de méme sérotype. Le sérotype 2
utilise les protéoglycanes héparane sulfate (HS@@G}Yant que récepteur primaire, mais
également les récepteurs secondaires ou co-récepi@unants pour l'internalisation qui suit
ladhésion a la surface cellulaire : l'intégrin® 5, le récepteur 1 du facteur de croissance
des fibroblastes (FGFR1), ou le récepteur du faalelcroissance des hépatocytes (HGFR ou
proto-oncogene MET). L'AAV5 utilise Tlacide sialigu a-2,3-N-lié (acide N-
acétylneuraminique) pour se lier a la cellule, pleis récepteurst et p du facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGFRA et Baminque co-récepteurs. L’AAV4 quant a
lui se lie a lacide sialiguen-2,3-O-li€ et son co-récepteur est inconnu. Leslyana
phylogénétiques indiquent que les sérotypes degpesnactuels proviennent d’'un ancétre
aviaire [26, 30]. Les sérotypes 4 et 5 ont étéaethgement isolés du singe et de 'homme,
méme si 'AAV5 est en définitive assez rare danpdaulation humaine. Les AAV4 et 5 ont
divergé plus tot de I'ancétre aviaire comparé amtypes humains 1 et 6. Contrairement aux
AAV4 et 5 qui utilisent uniqguement l'acide sialiqae2,3 pour infecter, les AAV1 et 6 qui
sont homologues a plus de 99 % peuvent utiliser deax types d’acides sialiques
membranaires-2,3 eta-2,6. Il est possible que les AAV1 et 6 (sérotysedes de 'homme)
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se soient adaptés a linfection humaine en acquédean liaison a I'acide sialique-2,6 qui

est abondant dans de nombreux tissus humains. péedy mécanisme a des précédents et
s’observe par exemple quand le virus de la gripp&ra, qui utilise l'acide sialique-2,3,
acquiert la capacité d’infecter 'homme via l'acidialiquea-2,6 [31]. Letableau 1résume

les différents récepteurs ou partenaires connus\A¥'s

Sérotype Récepteur primaire Co-récepteur(s)

AAV1 acide sialiqug(?) ND

récepteur 1 du facteur de croissance des fibraddFGFR1)
récepteur du facteur de croissance des hépatd¢y&isR), c-met

protéoglycane héparane sulfate récepteur de la laminine

AAV2

(HSPG) intégrinea, 5
intégrineasB;
AAV3 protéoglycane héparane sulfa récepteur 1 du facteur de croissance des fibr@d4d5iGFR1)
récepteur de la laminine
HSPG $ de la lamini
AAV4 acide sialiquer-2,3-O-lié
: A 5 ENLRE récepteurs: et du facteur de croissance dérivé des plaquettes
AAV5 acide sialiqguer-2,3-N-lié (PDGFRA et B)
acide sialiqu&(?)
AAV6 protéoglycane héparane sulfate
(HSPG? (?)
AAVT ND ND
AAVS récepteur de la laminihe
AAV9 récepteur de la laminine
AAV10, 11 et 12 ND ND

Tableau 1 — Récepteurs de différents sérotypes AAV.
ND, non décrit. (?) Toujours débattiDépend du type cellulaire et du niveau de difféiaion
cellulaire.® Lie I'héparine, mais infection non inhibée pagparine.® possible implication dans
l'adsorption et la transduction. Adapté de Buningod. [32].
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2.5.Mécanismes de transduction du vecteur AAV

HSPG

endosome o .
précoce vesicule a
clathrine

fm=sal)

@

Figure 9 — Schéma de I'infection de 'AAV2.
Adapté de Biining et coll32].

Microtubule + microfilaments

Les vecteurs AAV doivent, avant de pénétrer damsddlules, passer différentes barrieres qui
changent selon la voie d’administration et le tis#kle. L’'entrée dans la cellule des différents
sérotypes semble se faire par endocytose récegépandante comme cela est résumé pour le
cas du sérotype 2 dansfigure 9 [32]. Une fois en présence de sa cellule ciblejrien” se

lie a son récepteur cellulaire, cette étape deacbrdst réversible et semble se produire a
diverses reprised) jusqu’a ce que l'internalisation soit rendue pboisspar la liaison avec un
co-récepteu(2). Les co-récepteurs HGFR et FGFR1 semblent stebikscontact, alors que
l'intégrine serait responsable de I'endocytose nH@cytose est dépendante de la dynamine,
de rac-1, et de l'activité PI kinase, et se fait jgaformation d’'un puits de clathrin@®). Le
virion doit alors s’échapper de la voie endosonpaler ne pas étre dégradé par les protéases
lysosomales dans I'endosome tardif, ce qui estepuiate d’arriver a une partie des virions.
L’échappement est permis par 'augmentation dadigedans 'endosome, ce qui déclenche

“Particule virale.
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un changement de la conformation de la capside AAV'exposition d'une partie N-
terminale de VP1, jusque la interne au virion, ppgsede une activité phospholipase(AR
Une fois relaché dans le cytoplasme le virion sdhierses modifications conformationnelles
et peut étre ubiquitinylé. Ceci laisse supposeung’partie des virions est dégradée par le
protéasome, comme l'indique d'ailleurs le fait gles inhibiteurs du protéasome augmentent
la transduction. Le virion utilise le cytosquelettmtamment les microtubules, pour son
routage intracellulaire vers le noyéa). Les étapes de décapsidation et d’entrée darmsykeun
sont mal connues. Actuellement, des études montemitée de capsides intactes dans le
noyau, mais il est possible qu’'une partie de laagséiclation se fasse également a I'extérieur
de celui-ci. Cependant, il a été montré que I'entté génome viral dans le noyau depuis le
cytoplasme est trés inefficace. Une étude récearitorce cette hypothése et montre que le
virion AAV2 rentre dans le noya{f) ou il est séquestré sous forme stable dans le&lecl
Par la suite il serait mobilisé depuis le nucléetrs des sites du nucléoplasme ou la
décapsidation aurait lieu, suivie de I'expressiarde la dégradation du génome viral [33].

2.6.Le devenir des génomes AAV recombinants dans leslloées

Une fois la décapsidation effectuée, la machineeiesynthése d’ADN de la cellule convertit
les génomes viraux simple brin en forme double Qunpeut étre transcrite [34, 35]. Une
partie des génomes double brin provient égalementagppariement des génomes AAV
simple brin de polarité positive et négative apgemar une infection multiple de la méme
cellule, mais ces formes ont une stabilité tisspetélante. Elles sont stables dans le foie,
mais ont été décrits comme instables dans le mpsclexemple [34, 36, 37]. Les génomes
AAV recombinants restent en large majorité soumiepisomale contrairement au génome
sauvage qui code des protéines Rep participanhanségration génomique. En effet, des
intégrations génomiques du vecteur ont été rappsimévitro dans des cellules en division,
mais de tels événements n'ont été que rarementrnassen vivo dans des cellules
quiescentes [38, 39] ; ceci pourrait étre d0 a ta différent de la machinerie cellulaire
nécessaire a l'intégration selon le cycle cellelair

Une étude montre de maniere élégante dans le mtregisduit par un vecteur AAV2 la
corrélation entre I'expression d’'un transgéne dédfi&@rythropoietine, Epo) et les différentes
formes de génomes viraux trouvées par Southern dalodnt 2 mois [37]. Les auteurs y
montrent que la phase de conversion des génonas«caén ADN double brin commence trés
t6t, des formes monomere double brin étant visibéessle premier jour suivant I'injection. En
revanche, seuls quelques génomes double brin paumiles convertis se stabiliseront et
deviendront transcriptionnellement actifs. En effetmajorité est éliminée puisqu’a 3 jours il
ne reste que 1 a 3 % des monomeres double brinésde premier jour aprés l'injection.
Parallelement a cette baisse, I'expression dedgéime transgénique — qui est détectable des 4
jours apreés l'injection par ELISA — augmente jusgatteindre un plateau de sécrétion a J14.
Cette expression est corrélée a I'apparition lsoteplusieurs semaines de génomes viraux de
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plus haut poids moléculaire, correspondant a desatémerisations circulaires ou en téte a
gueue formées par des recombinaisons intra- etnmdéeculaires, et qui constituent le pool
épisomal transcriptionnellement actif.

Une autre étude montre que les génomes AAV s'aclannulans différents foci dans le
noyau, ou ils colocalisent avec des molécules mmgles dans le contrble des ADN simple
brin (MRell, Nbsl). L'inhibition pharmacologique @es molécules est corrélée a une
augmentation de la transduction [40]. Ainsi I'étdipgitante de la conversion serait liée a une
compétition de ces molécules avec la formation&hogie double brin.

La conversion du génome viral est une étape linatau’il est possible de contourner avec
certains vecteurs AAV. Ces vecteurs sont appelé¥ AAdouble brin » par opposition a
'AAV classique dont le génome est simple brin. riEtdonné que ces vecteurs ont un génome
double brin, il 'y a pas d'étape de conversionéapla décapsidation dans le noyau, et
'expression du transgéne est plus rapide et physofitante puisque cette forme peut étre
directement transcrite (vdiig. 10 ci-apres).

AAV AAV
simple brin double brin

conversior:/ ou hybrldatlon

brln +
—— e P
0___-0 hybridation
§§ brin — if intramoléculaire

ﬁ Expression +

Figure 10 — Vecteur AAV double brin.

Expresswn +++

Les vecteurs AAV double brin sont produits par dééetion dans un ITR qui provoque la
disparition dutrs. Ainsi, lors de la synthese du deuxieme brin d’Ap&hdant la réplication,
I'absence durs provoque le maintien des deux brins appariés etleasers sont empaquetés
sous cette forme d’épingle a cheveux dans les@egsA noter que la production de vecteurs
double brin n’est possible qu'avec des cassetgpdession de taille inférieure a 2,3 Kig (
10).

En conclusion, nous avons vu que les génomes vioatxune forme épisomale finale en
concatémere qui est stable. L'expression durabletrdosgene pourrait néanmoins étre
diminuée par une dilution et une perte de ces daénwes au cours du renouvellement
cellulaire du tissu transduit. Ce n’est pas ledaass les tissus essentiellement post mitotiques
comme le muscle et le foie adulte, mais cela an&étré dans le cas du foie des souris
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nouveaux-nés par exemple [41]. Certains auteursttémtecependant I'hypothése selon
laguelle les génomes AAV en concatémére seraiguc#s aux chromosomes et seraient
répliqués au cours des mitoses.

2.7.Tropisme des différents sérotypes AAV

Le tropisme d’un virus est défini par les interant de sa surface (sérotype de la capside dans
le cas de I'AAV) avec les récepteurs de I'h6te jsalement par sa voie d’'inoculation qui
détermine les différentes barrieres biologiquesaachir avant d’infecter la cellule cible.
D’un individu a lautre le tropisme d’un virus daodrpeut varier. Par simplification le
tropisme d’un vecteur viral est souvent considémme la somme des types cellulaires ou
organes qu'il est capable de transduire, indépenuamnde la voie d’administration. Ainsi on
peut dire de I'AAV2 qu’il a un tropisme pour lesff@rents tissus qu’il est capable de
transduire comme le muscle, le foie ou certaindlsles du systéme nerveux. Etant le mieux
caractérisé et parmi les premiers sérotypes dédsUMRAAV2 est le plus utilisé dans les
essais de thérapie génique. Le récepteur primardAdRV2, le protéoglycane héparane
sulfate (HSPG), est abondant au niveau de la pame la membrane basale des vaisseaux, ce
qui peut faciliter sa présence dans de nombresxdia vivo. |l a aussi été constaté que
'héparine inhibe la transduction de 'AAV vivo, certainement par compétition directe
avec les HSPG. Ainsi l'utilisation de cathéters drépés dans des essais cliniques s’avéere
contre-productive avec ce sérotype [42]. Cette bitibn n'est pas une regle puisque
I'injection d’héparine n’inhibe pas la transductido foie par les sérotypes 5 et 8 injectés
dans la circulation sanguine.

La capacité d’'un virus a transduire ou non desulssiprésentatrices d’antigenes (CPA) peut
participer a l'immunité contre celui-ci. Il a étéoniré chez l'animal que I'AAV2,
contrairement a I'AAV8, pouvait activer les lymplypes T mémoire (produits par une
approche vaccinale) ; et cela serait semble-tildila présence d’HSPG sur les cellules
présentatrices d’antigénes ('AAVS8 ne lie pas I1&8R6) [43]. Ce n'est pas la seule différence
de tropisme entre ces deux vecteurs. En effet, VBAest tres efficace pour transduire les
hépatocytes de souriis vivo comparé a 'AAV2. Cela est attribué en partie & witesse de
décapsidation supérieure dans le foie [36]. Aiasidinétiques d’expression des AAV2 et 8
sont différentes. L’AAV8 présente un fort pic d’e&psion précoce puis une décroissance de
plusieurs semaines avant de se stabiliser a uegouiajui est 10 fois supérieur a celui qui est
obtenu avec la méme dose d’AAV2. La cinétique dregpion de 'AAV2 est quant a elle en
croissance continue le premier mois puis elle seilste [44].

Cependant, il faut se méfier des extrapolationseeggpeces pour ce qui concerne la biologie
des infections. En effet, la supériorité annoncgd AIAV8 dans le foie des souris, de l'ordre
de 20 fois comparé a 'AAV2, a motivé des essaiszctie plus grands animaux. Mais les
résultats chez le chien ou les primates non-hunfanesit beaucoup plus modestes, avec des
gains de l'ordre de 1,4 a 5 fois [44, 45]. De mé&ar 'immunité, les anticorps neutralisant
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FAAV2 et 8 préexistants chez 'lhomme ou le macadee inexistants chez les rongeurs),
méme en faible quantité (titre de 1/5), empéchentdnsfert de génes par I'artere hépatique
[46, 47].

A)

AAV9 AAVS

PBS

;' e .
.".i?" ;' \“". w h 3 @

Muscles Poumons Ceeur

squelettiques

Figure 11 — Tropisme des sérotypes AAV.
A) et B) lllustration du tropisme cardiaque de 'AAV9. Laateurs montrent la transduction de 80 %
de la surface de coupe transversales de cceur de avec des doses de l'ordre de 3'1@ (génomes
viraux). Notons a titre de comparaison que lesewgst présentés ici ont été titrés par dot blot, une
méthode surestimant généralement la concentratomparée a la titration par PCR en temps réel.
Quand le vecteur AAV9 est titré par PCR en temjg$ oét obtiens une transduction quasi compléte
du cceur avec 1.1bvg. A) Comparaison de la transduction du coeur par I'AAMS'AAV9-CMV-
LacZ 10 jours apres une intraveineuse (V) chezsdaris C57BL/6 de 6-8 semaines ; les doses
croissantes de vecteur injectées sont préciséédsoite a gauche en vg. Barre d’échelle de 100 um.
D'aprés Inagaki et coll. [48]B) Photographie d'un coeur de souris nude injecté &v&8"' vg
d’AAV9-CMV-GFP par IV, ainsi que d'une souris codie injectée avec du PBS. La protéine
transgénique GFP est révélée 1 mois aprés l'injedur le coeur entier isolé a l'aide d’une lampe UV
(488 nm). D’'aprés Vandendriessche et coll. [48). Présentation des sérotypes AAV les plus
couramment utilisés pour le transfert de géne taaimal et de leur tropisme préférentiel respeif
I'exception du systéeme nerveux et de 'ceil). D’app@ruda et coll. [50].

Enfin, certains sérotypes montrent des tropismeticpierement intéressants. C'est le cas de
FAAV9 qui a un tropisme majeur vers le cceur, awEs niveaux d’expression obtenus
supérieurs a dix fois ceux de I'AAV8 par exempleslfortes doses de vecteur AAV9 testées
en intraveineuse chez la souris montrent une esioregjuasi complete du myocarde [49]
(voir fig. 11A et B).

Nous venons d’aborder le tropisme de 'AAV2 et delques sérotypes, nous n’entrerons pas
plus dans le détail du tropisme de chacun. On p&sumer cette partie en soulignant que
'AAV est capable d’infecter efficacement de nombreissus, que les cellules soient en cycle
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ou quiescenteffig. 110). Et la connaissance de ce vecteur a permis dioltexpression de
protéines thérapeutiques transgénigues de quelgossa plusieurs années selon les cas. Des
publications utilisant le vecteur AAV rapportensdmas de correction partielle ou de guérison
de maladies génétiques dans des modéles animdinéd®philie, de désordres lysosomaux,
d’atteintes de la rétine, de maladies du systemgeng central et d’autres encore...

3. Voie d’administration et immunogénicité du vecteurAAV

3.1.Voie d’administration locale

Contrairement & I'AAV sauvage qui a une voie d'otfen naturelle principale établie, le
tropisme d'un vecteur AAV de sérotype donné peutievaen fonction de la voie
d’administration utilisée. Il semble logique d’igér un vecteur selon la modalité d’infection
naturelle du virus dont il est dérivé, puisqu’iéaolué pour infecter efficacement par cette
voie. Mais il est également possible de transdeifecacement une population cellulaire
ciblée par une administration locale ne correspongas a la voie d’infection classique.
L’injection locale dans un tissu ou un organe péraeoncentration du vecteur au niveau de
la population cellulaire cible. Selon la « permébp au vecteur du tissu, une injection
locale peut limiter la dissémination du vecteursvees sites non voulus, comme les gonades.
La dose minimale de vecteur injecté dépend du sedéribpeutique de transduction déterminé
expérimentalement. En dehors des incontournablesidérations sur 'immunogénicité et la
toxicité de 'AAV dans un contexte donné, la doseximale est imposée par la concentration
du lot I’AAV et le volume administrable dans lestis Sachant cependant qu’il existe un seuil
théorique au-dela duquel tous les récepteurs aethsl de la population ciblée sont saturés.

Certains organes sont considérés « immunopriviéégiélu fait d’'un relatif isolement des
cellules effectrices du systéme immunitaire, maisétat est de plus en plus remis en cause.
L'ceil et le cerveau sont des organes ayant étéfigsad’ immunoprivilégiés. Le cerveau est
isolé par la barriere hémato-encéphalique de nambpathogénes et virus, ainsi que des
cellules « classiques » de I'immunité, et I'ceilnfier un milieu relativement clos. Cependant, il
a été montré que la transduction du systeme nersentxal par I’AAV peut conduire a une
réponse immune humorale au-dela d’'une certaine d®secteur (au moins 2 patients sur 6 a
la dose 5,7.18 vg injectée en 4 points du putamen) [51].

L'ceil formant un milieu isolé, seule 'administrai directe permet de traiter les maladies
génétiques affectant la rétine par exemple. L'iijgcsous la rétine bien que provoquant son
décollement transitoire est bien tolérée. L’AAV ksteul vecteur viral capable de transduire
I'épithélium pigmentaire et les photorécepteursné et batonnets), et selon le sérotype
choisi, différentes populations cellulaires peuv@me transduites [52]. L'expression obtenue
chez les modeles animaux est durable et la régomeane minime. Ces résultats intéressants
ont conduit a la mise en place d'un essai clinighez 'homme pour traiter lamaurose
congénitale de Leber.
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De nombreux autres organes peuvent étre efficadetn@msduits par I'AAV administré
localement. C’est le cas des poumons, ayant faijdt de différents essais pré-cliniques et
cliniques pour la mucoviscidose, ou encore du fdas le cadre de maladies métaboliques
ou afin de faire sécréter des facteurs thérapeagigomme le facteur de coagulation IX pour
'hémophilie B [53]. L’administration de vecteura aoumon peut notamment s’effectuer par
instillation (aérosol). De nombreux sérotypes AAM an trés fort tropisme pour le foie, qui
peut étre transduit suite a une injection direstd, comme nous le verrons plus loin, suite a
une administration intraveineuse. Le muscle estleégent efficacement transduit par
différents sérotypes AAV. L'administration intrantudaire d’AAV sera abordée en détail
dans lgpartie Il de cette these.

3.2.Voie d’administration vasculaire

L’AAV peut étre administré par voie vasculaire danigre locorégionale ou sytémique afin
de toucher de plus larges zones, comme cela edt neécessaire par exemple pour une
thérapie génique des dystrophies musculaires. kéaghe locorégionale et l'approche
systémique ont fait 'objet de nombreuses recheréhéorigine pour améliorer le profil de
transfection des vecteurs non viraaxvivo (essentiellement des plasmides). Ces techniques
ont par la suite été transposées a 'administrat®bAAV.

L’ approche loco-régionale consiste soit en une administration dans un organe
transitoirement coupé de la circulation, pour tfacter le foie par exemple ; soit cela consiste
en la perfusion d’'un membre isolé, pour transfétersduire les muscles. Ces méthodes
permettent de limiter la dissémination du vectelkVAet de restreindre la majorité de
'expression a la zone traitée. La perfusion de bremsolé est en général utilisée en
conjonction de drogues provoquant la vasodilatattomugmentant la perméabilité vasculaire.
Une autre méthode utilise la pression pour fairesea le vecteur du sang vers le tissu
musculaire. Cela consiste chez le gros animaliefu$ion rétrograde sous forte pression d’'un
gros volume en peu de temps par cathétérisatida deine saphéne superficielle [54] (voir
fig. 12). Chez le petit animal 'injection est en génééallisée en intra-artérielle (IA) pour une
raison pratique. Dans les deux cas il en résultémportant cedeme transitoire du fait du
volume conséquent injecté.
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veine fémorale
grande veine saphéene

brassard gonflable
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gastrocnemius

soléaire
tibial antérieur
ext.dig. longus
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Figure 12 — Administration loco-régionale de vecteur de thérapie génique.
Ces schémas montrent a quoi ressemblerait la procédure appliquée & I’homme en isolant la circulation
de la partie basse de la jambe. Les principaux muscles touchés sont indiqués. Adapté de Herweijer et
coll. [55].

Cette méthode a été utilisée pour administrer un vecteur AAV restaurant la dystrophine par
saut d’exon dans des chiens dystrophiques. Les résultats chez ces chiens montrent une
remarquable augmentation de la transduction musculaire [56], cependant la question de
I’application de la perfusion sur membre isolé chez les garcons atteints de dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD) reste débattue.

L’approche systémique consiste simplement en 1’injection vasculaire artérielle ou
veineuse de la solution de vecteur. Les injections intraveineuses chez la souris et le rat sont en
général réalisées dans la veine de la queue (veine caudale). Cette voie d’administration
conduit principalement a la transduction du foie. Le fait que le foie soit un des organes le
mieux transduit provient de deux rai sons anatomiques :

- tout d’abord c’est un « filtre » traitant un volume sanguin conséquent du fait de sa
vascularisation abondante, il absorbe donc la majorité du bolus injecté,
- et deuxiémement il s’agit d’un organe fenestré dont les vaisseaux contiennent des
pores permettant une extravasation efficace de la solution de vecteur.
Le systéme réticulo-endothdlial du foie fonctionne comme un filtre mécanique des micro-
organismes présents dans la circulation sanguine. Le vecteur AAV ayant un diamétre
d’ environ 24 nm est capable de passer |’ épithélium fenestré et d’ atteindre le parenchyme, lui
donnant acces aux hépatocytes. Les macrophages résidants du foie, nommés cellules de
Kiipffer, captent aussi une partie du vecteur AAV injecté en intraveineuse (1V).
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La réponse humorale contre la capside du vectelf A#t systématique aprés une V. Il est
donc important de connaitre la clairance du vectdimr de mettre en place des stratégies
immunosuppressives efficaces, et ainsi pouvoirdréiaistrer le vecteur par exemple. Des
expériences de transduction par IV d’AAV2 ou d’AAM&ns des souris injectées avec du
sérum neutralisant a différents temps, entre 1ehpté- et 4 heures post-injection du vecteur,
ont été réalisées par le laboratoire de Katheriiggh f67]. Ces expériences confirment que
des anticorps neutralisants présents avant liojecpeuvent completement inhiber la
transduction. De plus, l'inhibition par le sérunutralisant est constatée a divers temps apres
l'injection du virus, jusqu’a ce qu’elle disparaesd 4 heures, les niveaux de transduction étant
alors comparables a ceux obtenus chez les soungbtEs n'ayant pas recu de sérum
neutralisant. Cela indique que la majorité de 'AAWuU 8 injecté infecte ses cibles dans les 4
heures suivant I'lV, ce qui représente un temps lvag.In vitro des résultats similaires sont
obtenus, et de maniére intéressante les anticaeygsatisants n'empéchent pas la liaison a la
membrane mais la pénétration intracellulaire.

La transduction donne ici une idée de la clairadeel’AAV a travers I'expression du
transgene. Des mesures plus précises de la claichngecteur aprés une IV ont été obtenues
par PCR quantitative (QPCR), qui est une méthods g¢nsible que la mesure indirecte de
'expression. Et une clairance plus ou moins ragistealors montrée en fonction du sérotype.
Les AAV 1 et 4 décroissent rapidement dans le shgnt la premiére heure, alors que la
baisse est plus importante entre 1 et 6 heures Ipewérotypes 6 a 8. L'AAV9 posséde la
clairance la plus lente. Cependant a 48 heuresjose dans le sang moins de 1 % des
génomes viraux injectés pour tous les sérotypds [58

3.3.Immunogénicité suite a une administration intraveireuse

* Réponse humorale contre 'AAV :

Les vecteurs de thérapie génique peuvent étretdstpar le systeme immunitaire, et génerent
ainsi une réponse immune susceptible d’éliminareleteur ainsi que les cellules transduites.
La premiére étape de la réponse immune correspdedéponse dite innée caractérisée par
une infiltration rapide de cellules inflammatoiresla sécrétion de cytokines. Vient ensuite
éventuellement une réponse adaptative dite speeifidans les quelques jours suivant
l'injection du vecteur. La réponse spécifique cahdul'activation de lymphocytes T helper
de sous type 1 ou 2 (Thl ou Th2) et produira —rskdmtigéne et le contexte — une réponse
cytotoxique (réponse Thl médiée par les lymphocVtegtotoxique, LTC) ou une réponse
humorale avec production d’anticorps (réponse Th#8iée par les lymphocyte T CD4+).

Les vecteurs AAV ont eu un vif succes en théragrique du fait de leur immunogénicité
moindre comparée a celle d’autres vecteurs utikpéadministration systémigue comme ceux
dérivés des adénovirus. En effet, il est rapidenaguaru que les vecteurs adénoviraux de
premiére et seconde génération provoquent une sépganée importante et dose-dépendante
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induite par les protéines de capside. Cette répamsée provoque une inflammation
éliminant une partie du vecteur administré ainsé dess cellules transduites. La réponse
adaptative est d’autant plus forte contre le tranegexprimé qu’elle est initiée localement
dans un contexte inflammatoire dans le tissu cilde effet I'expression de la protéine
transgénique intervient rapidement apres la trastgmu avec le vecteur adénoviral. La
réponse adaptative montée contre les antigénesadeapside provoque également la
production d’anticorps neutralisants qui empécheute ré-injection du vecteur. Les vecteurs
adénoviraux de derniére génération ne possedenapltune séquence virale et induisent une
réponse adaptative plus faible. Mais leur capside/qmue toujours une réponse innée
importante pouvant conduire a I'élimination de 80d&s particules adénovirales dans les 24
heures suivant 'administration [59]. En revancleyecteur AAV stimule peu la réponse
innée. Néanmoins, une réponse humorale contrepsidm est systématiquement produite
chez les animaux immunocompétents. Le vecteur AAJUIt une réponse humorale, mais
c’est également le cas du virus AAV sauvage. Aiihpieut exister des anticorps neutralisants
pré-existants provenant d'une réponse mémoire dumreaexposition préalable au sérotype
AAV sauvage. La séropositivité pour ’AAV2 est patemple de I'ordre de 35 & 80 % dans la
population humaine selon I'age et la situation gépgique [6, 60]. Cette réponse limite
I'efficacité des ré-injections car des anticorpsitna@isants peuvent empécher la liaison du
vecteur a son récepteur [61]. Certains anticorpgraksants ne bloquent pas l'interaction
avec le récepteur, mais agissent en aval de lenté vecteur en interférant avec les
processus intracellulaires ce qui inhibe ausgidasduction [57].

Une étude démontre 'implication de la réponse éndéns l'initiation de la réponse humorale
contre 'AAV. En effet, ils montrent par immunopi@tation que la capside de 'AAV2 lie la
protéine du complément iC3b. De plus, les macrophdgmains sont tres mal transduits par
FAAV in vitro, mais en présence de sérum non décomplémenté semvebune meilleure
capture du virus. Enfin, la transduction de sodéficientes en protéine du complément C3,
ou déficientes en récepteur 1/2 du complément’p&VR2 provoque une réponse anticorps
plus faible et plus tardive contre le vecteur [62].

* Réponse cellulaire contre 'AAV :

La réponse immune contre 'AAV est essentiellenfemhorale chez I'animal. L’AAV a donc
longtemps été décrit comme peu immunogene. Cependn derniers essais cliniques
réalisés chez 'lhomme ont apporté un point de viiérednt. En effet, des réponses cellulaires
T cytotoxiques ont été observées contre des paptidela capside AAV dans un essai
clinique de thérapie génique pour 'hémophilie B][4Une surexpression de courte durée du
transgene (facteur 1X de coagulation), revenanhigeau endogene apres 10 semaines, a en
effet été observée chez les patients traités pan2 délivré au foie par IA. L'augmentation
des niveaux de transaminases sériques chez lesntgaindique également des dommages
hépatocellulaires ; de plus une réponse T a étélé&war ELISPOT, avec la détection
d’interférons gamma (IFN) sécrétés durant la stimulation avec des pepsipésifiques de la
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capside AAV. Etant donné qu’aucune réponse anticooptre le facteur IX n’est détectée, la
chute de la sécrétion du transgéne serait don@daelestruction des hépatocytes transduits.
L’ensemble de ces points indique une infiltratianakllules T CD8 mémoire réactivées par
'exposition au vecteur. En effet, durant I'enfadt®mme est infecté par 'AAV2 sauvage,
conjointement & une infection par 'adénovirus gues 'AAV ne peut se répliquer sans lui.
Cela explique que les essais pré-cliniques effscthéz I'animal n’'induisent pas de réponse
cellulaire. En effet AAV seul active peu la rémminnée et n’initie pas de réponse T, mais
dans le cas de 'homme une présentation d'antigkneapside AAV plus efficace semble
avoir lieu du fait de la présence de I'adénovirusest inflammatoire. Une réponse mémoire
T existe donc contre 'AAV chez I'homme, mais paker l'animal. Des recherches
exhaustives de peptides immunogénes ont permisrdiféer un peptide présenté par le CMH
HLA B0702 présent dans quasiment toutes les capgids différents sérotypes [63]. La
reconnaissance de ce motif permet la formation &l’'véponse cytotoxique ainsi qu’une
réponse mémoire d’au moins 2 ans et demi.

L'immunité adaptative initi€é contre la capside dAAV suite a son administration
systémique peut donc conduire a une réponse huenaralencore dans certains cas a une
réponse cellulaire détruisant les cellules trariedui Actuellement, un certain nombre
d’approches sont développées pour s'affranchiradeéponse humorale contre le vecteur
AAV. Il est possible par exemple d'utiliser d’awtreérotypes AAV ayant une seroprévalence
faible dans la population humaine, d’utiliser desnunosuppresseurs, ou encore de modifier
la capside. L'utilisation de sérotypes alternadiésis un but de réadministration nécessite un
tropisme similaire pour cibler le méme organe, mpliqgue également qu’aucune réaction
croisée des anticorps neutralisant le premier vecttlisé n’existe contre le second vecteur.
Des données récentes semblent indiquer que la sépbrest dépendante de la capacité du
vecteur a se lier aux HSPG, ainsi 'AAV2 seraitpleis a méme a transduire les cellules
présentatrices d’'antigénes via ce récepteur [48fteCGventuelle corrélation entre le potentiel
immunogénique de 'AAV et l'indépendance de sastai aux HSPG est toujours a I'étude.
Cependant l'utilisation de sérotypes alternatifarpait ne pas étre suffisante, du fait du haut
niveau de conservation des séquences entre lésatht sérotypes et IAAV2 [46, 63].

4. Stratégies d’amélioration de la transduction du veieur AAV

4.1.Facteurs endogénes et exogenes influencant la transtion AAV par voie
systémique

Parmi lesfacteurs endogénesnfluencant la transduction AAV, on trouve I'ade,
sexe et I'espéce. Bostick et coll. rapportent Kiehce de 'dge au moment de 'administration
d'un AAV9. En effet, la transduction de l'aorte, daie et des reins par I'AAV9 est
supérieure chez les souris adultes comparée aweaox-nés, alors que d’autres organes
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comme les muscles sont transduits de maniére cailparindépendamment de I'age [64].
De méme, le sexe peut jouer sur le niveau d’exmnesttenu aprés une |V d’AAV. En effet,
une grande partie du vecteur est captée par le doig a été montré chez la souris que les
niveaux d’expression obtenus dans cet organe sdféttigurs chez les femelles [65]. Cela
serait d0 a un effet hormonal androgene dépendaninfijuence la persistance du génome
viral extrachromosomale a travers la liaison deefais nucléaires au niveau de la séquence
RBS (Rep binding site) des ITR [66]. Cet effet @galement retrouvid vitro sur une lignée
hépatocytaire humaine, ou en utilisant des extraitdéaires humains. Enfin, des différences
de transduction ont été observées d’'une espéeaitdd. C'est le cas de I'AAV8 qui transduit
moins bien le foie des chiens et des primates nwomams que celui des souris [44, 45] ; ou
encore de 'AAV9 dont l'important tropisme cardiagdécouvert dans la souris n’est pas
retrouvé chez le chien [67]. Ces facteurs endoganileencent les études pré-cliniques chez
'animal, et leur impact chez 'lhomme reste a égaldans la majorité des cas.

Lesfacteurs exogenesnfluencant la transduction de 'AAV comprenneatdose de
vecteur administrée et les facteurs influencameeméabilité ou la dilatation des vaisseaux.
Ainsi, l'anesthésie diminue [lefficacité de transtian, probablement du fait d'une
vasoconstriction, et I'exercice permet une vasaodatilan et un meilleur accés au muscle.

4.2.Modification de la capside AAV

Il est possible d’exploiter la diversité des sépaty AAV pour transduire plus efficacement.
Le sérotype AAV rh32.33, provenant comme son nanmdiue du macaque ebus, a par
exemple démontré une prévalence rare chez I'honming qu’une capacité a transduire le
muscle et trés peu les autres organes [68]. Ceptiidast difficile de trouver des variants
naturels ayant toutes les caractéristiques vouhees en faire le vecteur idéal pour une
application donnée. Des approches visant a moddierapside AAV pour mieux cibler la
population cellulaire d’intérét ont donc été déypgiées. L'altération de la capside virale
permet la modification du tropisme, mais peut égalet rendre le vecteur plus « furtif » face
au systeme immunitaire, et éviter la mise en plagstématique de protocoles
immunosuppresseurs. |l existe actuellement deukanés : les conjugués bispécifiques, et la
modification génétique de la capside.

L'utilisation demolécules adaptatrices bispécifiques’est-a-dire se liant a la fois au
virus et au récepteur cellulaire, permet d’altéieercapside indirectement. Cela revient a
« décorer » le virus avec des molécules plus oungraffines pour sa capside et la cillg.(
13). La capside de certains vecteurs peu efficacesr@ 'AAV3b peut étre modifiée pour
acquérir une nouvelle propriété en y fixant destidep ou molécules. L’AAV3b auquel est
fixé de I'héparine est ainsi capable de se lieréaepteur FGF-R2, qui se dimérise et est
endocyté avec le vecteur. Ce récepteur de facteucrdissance est aussi connu pour
transloquer vers le noyau. La nouvelle propriétieimbe par cet AAV3b modifié lui confere
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une meilleure capacité de transduction (Présentaifale de Emily Messina au congres
ASGT 2007). Cette approche permet de nombreusedicaisons mais en pratique il peut
étre difficile de I'adapter a la production de \wats a grande échelle, et le systeme présente
souvent une certaine instabilitévivo.

pseudotypé « décoré » chimérique

transgéne transgéne transgéne

ITR d’AAV2 ITR d’AAV2 ITR d’AAV2
Capside AAV6 Capside AAV2 Capside AAV2
domaine AAV3

Figure 13 — Schéma de vecteur AAV a capside modiéé
L’AAV de gauche est un vecteur « classique » pseypdé avec une capside de sérotype 6 et
possédant un génome recombinant a ITR2. L’AAV dliemnicorrespond a un vecteur AAV2 décoré
avec un molécule adaptatrice bispécifique. Le wech\V chimérique de droite a été produit a partir
de séquenceap modifiée comme nous allons le voir ci-apres.

La modification génétique de la capsidesst réalisée par l'insertion de peptides
aléatoires ou de ligands connus dans la séquescgeteap, parallélement a la mutation
du motif natif de liaison du récepteur. La premidémonstration de cette approche pour
« recibler » un vecteur AAV2 a été décrite par @Gied coll. en 1999, qui ont identifié un site
de la protéine VP3 (aa 587) tolérant I'insertionrdpeptide [69]. Cela a ouvert la voie a la
création d’AAV chimériques, par introduction ou ksistution d’'une région provenant d’un
parvovirus donné vers un AAV cible, ce qui lui cenef une nouvelle propriété. A plus large
échelle il est également devenu possible avecJelaldpement des techniques de criblage a
haut débit de combiner cette approche aux techsigiée mutagénése ou « d’évolution »
dirigée de la capside AAV. Les mutants créés stoms @riblésin vitro (ouin vivo) pour une
ou plusieurs propriétés, comme le niveau de trargdu d’'une lignée donnée, ou la
résistance a l'inhibition par les anticorps neugeaits. Cela peut étre réalisé de deux facons :
i) soit le criblage est utilisé pour sélectionn@sdigands d'intérét avant de créer 'AAV
mutant, ii) soit une multitude de mutants AAV e&ingrée puis criblée contre une cible
d’intérét. La premiere approche peut étre réalisgeexemple en utilisant la technologie du
phage displaypour identifierin vitro des interactions protéiques entre ligands peptigiq
aléatoires et cellules d’intérét. Puis les ligaséectionnés sont utilisés pour créer des AAV
chimérigues. Cette approche ou le ligand est déérpar phage display est essentiellement
empirique, car rien ne peut assurer le fonctionmtratendu du peptide sélectionné une fois
inséré dans le contexte de la capside AAV [70, 71].

“Expression aléatoire de peptides a la surfacédggs.
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La seconde approche (DNA shuffling) propose dongd@®erer aléatoirement des mutations
ponctuelles ou des insertions peptidiques de Isidapvirale dans le site VP3 identifié en
1999, puis de cribler a haut débit les mutants p@Electionner les vecteurs d’intérét. Le
groupe d’Oliver Miiller a par exemple généré unealitie peptidique aléatoire de la capside
AAV9, et a conféré de cette maniéere un tropismeiague a un mutant de 'AAV2 [72]. Le
groupe de Mark Kay réalise des AAV chiméres entfféreénts sérotypes, et les crible pour
leur efficacité de transduction sur une lignée @pdaire humaine en présence d’anticorps
neutralisants. lls ont identifi¢ un mutant intéeegscontenant des séquences provenant des
seérotypes 2, 8 et 9 et ayant conservé la capaeitiérd’héparing73].

Le groupe de Hildegard Blning, qui travaille égadetsur la mutagénese du motif de liaison
aux HSPG de la capside de 'AAV2, s’est intérest@ralation entre le tropisme des mutants
AAV?2 obtenus et la charge des peptides inséréabdervent que certains mutants obtenus
par insertion de peptides de charge nette néggtigeent la capacité d’infecter des cellules
indépendamment des HSPG (également négatif), ceequaduiin vivo par un « déciblage »
du foie et de la rate [74]. Les peptides cationigad’inverse favorisent I'infection via les
HSPG, mais I'entrée dans la cellule est alors irddante des clathrines et I'export nucléaire
s’en trouve réduit. Il semble donc possible d’aenwdu de conférer un tropisme d’ordre
électrostatique a des mutants, mais ceux-ci pewdens infecter par une voie d’endocytose
différente du virus sauvage.

Enfin, différentes approches visant a s'affranahir systeme immun ont été tentées, le but
étant de « nettoyer » la capside des antigénessamtuine réponse anticorps neutralisante, ou
lactivation de la réponse T mémoire chez I'hommiges mutants aux épitopes
immunogéniques modifiés ont donc été générés. déetie Huttner et coll. montre ainsi que
certains mutants de capside perdent jusqu'a 70a%inité pour les anticorps reconnaissant
'AAV2 sauvage [75].

4.3. Approches pharmacologiques et adjuvants

Différentesapproches pharmacologiquegpermettent d’influencer la transduction de
'AAV. Ces drogues agissent durant le routage c#halaire, ou plus en aval, sur le devenir
des génomes viraux dans le noyau.

Suite a I'échappement endosomal la capside de I'’24%ut étre phosphorylée par 'lEGFR
protein tyrosine kinase (EGFR-PTK). Cette phosplabion constitue un signal
d’ubiquitination, I'hnypothése est donc qu’elle faige la dégradation des particules par le
protéasome au détriment de leur translocation leersoyau. L'utilisation d’inhibiteurs de
EGFR-PTK ou d’inhibiteurs du protéasome augmentalasduction par 'AAV2 [76]. Des
mutants remplacant les 7 résidus tyrosine cibl&E@&R-PTK par des phénylalanines sur la
capside AAV2 ont été créés, et ils montrantvivo une amélioration de la transduction du
foie de la souris [77].
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Les inhibiteurs du protéasome (comme le MG132)atgents génotoxiques et 'hydroxyurée
affectent la translocation cellulaire de 'AAV d’eammaniére cellule- et sérotype-spécifique et
augmentent sa transduction [78]. Cependant le rd@ation de ces composés est mal connu.
L'équipe de Samulski a récemment montré que lesbibeurs du protéasome peuvent
augmenter la transductian vitro par potentialisation de I'accumulation du vectdans le
nucléole. De plus, 'hydroxyurée mobilise les cdpsidu nucléole vers le nucléoplasme ou la
décapsidation aurait lieu. Ces produits peuventegsynergie par deux voies indépendantes
gu’il nomme voie d’accumulation, et voie de molaitisn [33] fig. 14).

A) accumulation ‘AAV B) mobilisation ‘AAV
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Figure 14 — Modéles du trafic nucléaire de 'AAV :voie d’accumulation et de mobilisation.
HU : hydroxyurée ; vg/cellules : génomes viraux gatule. Adapté de Johnson et coll. [33].

L’hypothése est que 'AAV a appris a exploiter fgstéines nucléolaires pour s’y séquestrer
dans un état stable. Et qu’a l'occasion de la diasion du nucléole les virions achévent la
transduction en libérant les génomes viraux dansitdé¢oplasme. La dissociation du nucléole
peut étre déclenchée par la co-infection par unsvhelper, la mitose ou encore un stress
génotoxique. Ainsi [l'utilisation d’agents génotowé&s comme [I'hydroxyurée, et la
modification de la localisation des protéines naldies permet d’augmenter la transduction.
Notons cependant qu’entre leurs mains l'effet dasibiteurs de protéasome n’est pas
retrouvé dans le cas de la transduction du musol@riunication orale de Jarod Johnson au
congres ASGT 2007).

D’autres groupes montrent aussi gu’il est posdilelanoduler le devenir des génomes viraux
a travers certaines protéines intranucléaires.iAiinsst possible d'augmenter la transduction
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de I'AAV en inhibant les molécules MRel1 et Nbsl spnt impliquées dans le contrdle des
ADN simple brin [40].

Il a également été montré que certains anti-rerox permettent I'augmentation de la
transduction par I'AAV. C'est par exemple le cas te zidovudine, un inhibiteur
nucléosidique de la transcriptase inverse. Cebitthir augmente la transduction de 'AAV
vitro, mais peut étre audsivivocomme cela est souligné dans un essai cliniqueqatient
suivant ce traitement montre la meilleure expressio transgéne alors qu'il a recu la plus
faible dose AAV de l'essai par intramusculaire [79]

Enfin d’autresapproches dites adjuvante®u co-facteurs, permettent 'augmentation
de la transduction en agissant avant I'étape dtida et d’internalisation de 'AAV. Ce sont
principalement des agents perméabilisants et vasaiurs des vaisseaux, comme le VEGF
(vascular endothelial growth factor), I'histamin@ ta papaveérine. L’injection du VEGF
permet par exemple d’améliorer le profil de tramdiun musculaire de souris par 'AAV6,
cependant son action n’est efficace qu’avec desstfaibles de vecteur [80].

4.4. Transduction a I'échelle du corps entier

Plusieurs études de biodistribution comparant lé&rdnts sérotypes AAV lors d'une
injection systémique ont été menées. Une étudetqoesite compare ainsi les sérotypes 1 a
9, et les classe en terme de niveaux et cinétideipission dans le corps entier de souris
Balb/c méles. Ceci est possible grace au suiviedkpiession du transgene luciférase sous le
contrdle du promoteur CMV (ubiquitaire et fort), deniére non invasive a l'aide d’'une
caméra CCDf{g. 15).

expression : faible moyenne
AAV . 2 3 4 5

25000

- 20 000 &

~ 15000

- 10 000 ’

-5 000

,wo/oes/sucjoyd

Figure 15 — Visualisation de I'activité luciférasen vivo apres l'injection IV de vecteur AAV de
sérotype 1 a 9.
Conditions expérimentales : injection a la veinedzde de 111 vg d’AAV-CMV-Luc chez des souris
Balb/c méles. L’expression est visualisée 9 morespinjection. Adapté de Zincarelli et coll. [58]

Les sérotypes 2, 3, 4 et 5 forment un groupe dasgion faible, les AAV1, 6, et 8 ont une
expression moyenne, et enfin les AAV 7 et 9 ont tmdfes plus forts niveaux d’expression
(fig. 15). Concernant la cinétique d’apparition de la pregé&ransgénique, deux groupes se
démarquent : les AAV a cinétique lente (2, 3, &)etet ceux a cinétique rapide (1, 6, 7, 8 et
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9). Cette approche permet aussi de distinguer dpistme des différents sérotypes, par
exemple le sérotype 9 montre la meilleure distidytI’AAV4 est le plus efficace dans les
poumons, alors que 'AAV6 transduit essentiellermergceur, le foie et les muscles [58].

En 2004, le groupe de Chamberlain a montré poyrdaniére fois dans lpetit
animal (souris saine ou dystrophique), gu’il est possilddransduire la majorité des muscles
squelettiques aprés une seule injection par vaiavieineuse [80]. Pour ce faire, ils ont utilisé
le sérotype 6 trés efficace dans le muscle en auaidain avec un traitement au VEGF pour
permettre au vecteur de passer plus efficacementidthelium vasculaire. Le traitement
VEGF permet un gain de transduction dans le ccediffétents muscles, cependant l'effet
semble baisser avec l'augmentation de la dose dilewe La figure 16A présente
I'expression du transgérfegalactosidase dans une souris ainsi traitée apgot 1.16% vg
d’AAV6.

‘T B

Hamster / AAVS8

Figure 16 — Transduction musculaire systémique painjection intraveineuse de vecteur AAV.
A) Transduction musculairg{galactisidase en bleu) 11 jours aprés une injedto de 1.16° vg
d’AAV6-CMV-LacZ + 10 pg de VEGF chez des souris e®2C57BL/10ScSn (B10) A gauche et au
milieu : dissection du c6té gauche selon le plagittsd présentant I'extérieur et lintérieur
respectivement. A droite : photographie du thoraxde la patte avant gauche selon l'axe cranio-
caudal. D'apres Gregorovic et coll. [8@) Photographie du corps entier en fluorescence (face
ventrale) 1 mois aprés l'injection IV de souris meaux-nés (veine temporale) avec 11@y/g
d’AAV-CB-GFP double brinC) Photographie du corps entier en fluorescence (fanotale) 4 mois
aprés linjection IV d’'un hamster F1B de 6 semaiaesc 8.16' vg d’AAV8-CMV-GFP double-brin.
D’aprés Wang et coll. [41].

Une autre étude aux résultats impressionnants mdémpossibilité de transduire les muscles
du corps entier par voie systémique sans utilisersilatégie adjuvante, en exploitant la
capacité naturelle du sérotype 8 a traverser efficent I'endothelium vasculaire. lls

montrent ainsi que le nouveau-né est mieux trahsphai la souris adulte par voie systémique
(en intrapéritonéale : IP, et en IV). En effettiansduction des muscles du corps entier est
obtenue en injectant par IV 10vg/g d’AAV8-CB-GFP chez la souris nouveau-né de 3
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jours. Lafigure 16B compare le sérotype 2 peu efficace au sérotypergngitant une
expression de GFP (green fluorescent protein) leislh photographie en fluorescence sur le
corps entier. Cependant la GFP n’est pas visiblaiaau macroscopique dans le cas de la
souris adulte injectée avec une dose proche deiastadministré aux nouveaux-nés (6°10
vg/g), méme si au niveau microscopique I'expresgentrouvée dans tous les muscles et
dans le cceur. En revanche, linjection IV d’AAV8-OMGFP avec relativement moins de
vecteur (1,3.18 vg/g) et un autre promoteur constitutif (CMV) damshamster, permet une
forte expression visible en fluorescence de mamgaeroscopiquefig. 16C). Le sérotype 8

ne transduit pas ou trés peu les autres organascgarconditions (poumons, rate et cerveau),
a l'exception du foie [41]. Ces bons résultats sobtenus car ils combinent divers
avantages en plus du sérotype adapté : les AAiségilont également des génomes double-
brin, et dans le cas des nouveaux-nés les fibrexufaires plus immatures se transduisent
mieux. Dans cette étude, les auteurs ne constptentde modification de la transduction
musculaire avec un traitement au VEGF dans le edsnjection IV d’AAV1, 6 ou 8 (1.1¢

vg). Cela peut étre attribué au fait que l'effespdirait avec l'injection de fortes doses de
vecteur.

La preuve de principe étant établi chez le petitnah les essais ont débuté chez le
gros animal Les premiers tests chez le chien se sont avérevdnts, avec des transductions
minimales dues a de fortes réponses immunes dedlsilaontre le transgéne en l'absence
d'immunosuppresseur [81]. Récemment, l'injectiostégnique du sérotype 9 a été évaluée
chez des chiens nouveaux-nés, dont le systéme iitainarest encore immature (1 & 210
vg/g soit une dose totale de 4 a 8My) [67]. Dans ce cas une expression a été déteetds
de nombreux muscles de maniere stable pendant lesoi6 de I'étude. De maniere
surprenante, le cceur des chiens était peu transthiifjui differe du cardiotropisme de
'AAV9 observé chez la souris.

La majorité des études administrant des vecteurg Aldez le primate non humain par voie
systémique visent a transduire le foie, et montoerg I'existence d’'une réponse humorale
mémoire empéche la transduction par cette voiemdoaque de 2 a 4 kg sera par exemple
injecté avec 1.16 vg/kg pour transduire le foie [82], soit un boldienviron 4.16° vg au
total. Ces études chez le primate non humain déewtntonc I'innocuité de 'AAV a des
doses de vecteurs comparables a ce que nous w@meng chez le chien.

L’ensemble de ces données montre la faisabilitéladéransduction d’'une musculature
compléte. Cela ouvre la voie aux traitements nars pbcalisés, mais globaux, pour des
patients atteints de maladies neuromusculaireexample. Cependant, pour obtenir de tels
résultats, de trés grandes quantités de virusremassaires, ce qui dépasse les capacités de la
plupart des laboratoires.

Il est difficile d’extrapoler les doses qui serawcessaireshez I'homme avec les
données obtenues chez I'animal, mais voici toutnéene une estimation a titre indicatif. Si
on se base sur un rapport de masse alors il f&@ f80s plus d’AAV pour 'lhomme que pour
une souris (60kg/20g). Or les résultats chez laisandiquent une dose nécessaire supérieure
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ou égale & 1.16 vg pour transduire efficacement les muscles dps@ntier. Cela nous
donne une estimation de la quantité d’AAV nécessair traitement d’'un enfant atteint de
DMD tournant autour de 1.304 1.16° vg.

Pour produire cette quantité en transfection, ss@rbase sur une lignée cellulaire ayant un
bon rendement de production avec environ 14&V/cellule (HEK-293 par exemple), il faut
donc 1.18" & 1.16? cellules pour le traitement d’un patient. Soit soeface de culture de 10
a 100 m, ou encore de 500 & 5000 flasques de 175(amec une densité finale de 'ordre de
1.1¢ cellules/crf). N'oublions pas limportance de Iétape de puadfion et le
conditionnement qui déterminent la concentratioralé du lot de vecteur. Si I'on prend
comme exemple la tri-transfection il est couramtbdénir des titres de 'ordre de 510g/ml,

on voit dés lors que 1.30a 1.10° vg correspondent & 2 & 20 litres ce qui excédetaent le
volume injectable chez un humain. Ces chiffresoastmiques montrent les limites de la
production actuelle et la nécessité de dévelopmsr miéthodes de production ayant un
rendement supérieur comme la culture en bioréaoteun technologie baculovirus par
exemple. Le développement de stratégies permettahtenir des transductions fortes avec
une moindre quantité de vecteur serait égaleméet ut
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Le transfert de genes thérapeutiques dans le mdsclgersonnes atteintes de dystrophie
musculaire de Duchenne — ou d’autres maladies nawsculaires — nécessite un traitement
par thérapie génique a I'échelle du corps enti@usNvenons de voir gu'il est possible de
transduire 'ensemble de la masse musculaire dugremal de laboratoire avec une injection
intraveineuse de vecteur AAV. Cependant, I'extrapioh de la dose a injecter chez 'homme
pose des questions de la faisabilité de la prodlucte telles quantités de vecteur AAV, et de
la sécurité de cette approche.

Améliorer l'efficacité du vecteur AAV s’avere doptus que jamais nécessaire. Cela peut étre
effectué par modification génétique de la capsideencore par une approche non génétique
modifiant la surface du vecteur et/ou ses celloibies.

Dans cettepartie | nous nous sommes attachés a développer des Esatjuvantes
permettant d’améliorer la transduction systémiquevelcteur AAV, et en particulier vers le
muscle afin de pouvoir injecter des doses infédsutle vecteur. Nous avons également
exploré d'autres pistes influencant la transductgystémique de I'AAV telles que la
modification de facteurs sanguins, ou encore Uefice du jelne et de la voie
d’administration.
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1. Adjuvants modifiant la biodistribution du vecteur A AV

1.1. Evaluation in vitro de différents polyméres chargés

Dans une premiere approche nous nous sommes &xalig I'aspect électrostatique des
adjuvants dans le but de modifier la transductiorvelcteur AAV. Les molécules que nous
avons séléctionnées sont des monopolyméres d’acidesés cationiques (de lysine ou
d’arginine), ou encore un monopolymére anioniquéNAgRmple brin : I'acide polyinosinique
(pl). Par souci de simplicité les polyméres catioes seront nommés par la lettre p
minuscule pour poly, suivie de la lettre du codecitle aminé leur correspondant, par
exemple pK pour la poly-L-lysine. Limbleau 2résume les noms abrégés de ces différentes
molécules ainsi que leur masse moléculaire et lgrédele polymérisation moyen leur
correspondant.

molécule MM (Da) dp | Ab
1000 - 4000 12| pK1l
4000 - 15000| 45 pKi
15 000 - 30 000 107 | pK3
30 000 - 70 000 238 | pK4
Poly-L-arginine 5000-15000 64 pR
Acide polyinosinigue NC NC| pl

Y

Poly-L-lysine

Tableau 2 — Polymeéres utilisés.
Les polyméres étant constitués de distributionscligines de longueurs différentes, les masses
moléculaires sont donc moyennes. MM : masse maé@&euén Dalton. Dp : degré de polymérisation
calculé d’'aprés la masse moléculaire moyenne. Abm abrévié attribué a I'adjuvant. NC : non
connu.

Le choix des composés chargés positivement estsbiadeé fait que l'infection de 'AAV2 est
en partie dépendante d’interactions éléctrostasiquien décrites. En effet le domaine de
liaison de 'AAV2 a son récepteur primaire HSPGgai#f) correspond a 5 résidus basiques
(4 arginines et une lysine) de la protéine VP3 famtmune zone positive a la surface de la
capside [83]. De plus comme nous lI'avons abordé,grande partie de 'AAV injecté par la
voie vasculaire est captée par le foie. Nous adome également étudié I'impact de I'acide
polyinosinique connu pour sa capacité a inhiber rigsepteurs scavengers des cellules
présentatrices d’'antigenes, et notamment des eslidd¢ Kiupffer qui sont les macrophages
résidants du foie.

Dans un premier temps nous avons effectué desierpés de transductian vitro sur la
lignée permissive HEK-293 et sur la lignée hépatidlepG2, en présence de quantités

croissantes de ces polymeres. Ces expérienceprasentées dans figure 17.
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Figure 17 — Transduction de 'AAV2in vitro en présence de différents polymeres.
Les quantités de polyméres qui ont été pré-incubéaedes cellules sont présentées en abscisse (en
pg). Chaque condition est réalisée en duplicdthistogramme présente les moyennes + I'écart type.
Les expérience®\) et B) ont été effectuées le méme jour sur les lignédalaiees HEK-293 et
HepG2 en utilisant un AAV2 codant le géne de lafémase. Les polyméres sont incubés sur les
cellules 20 minutes. Puis les cellules sont lawde milieu d’'infection contenant le vecteur a une
MOI de 20 000 est incubé 2 heures sur les cellalesit d’étre remplacé par du milieu de culture.
L’expression de la luciférase est analysée 30 keaqmés infection sur les lysats cellulaires.
L’expérienceC) est réalisée difféeremment : un AAV2 codant le sgame sécrété mSeAP est utilisé, la
pré-incubation dure également 20 minutes, mais YAgst ensuite ajouté sur les cellules sans lavage
des polymeres a une MOI de 50 000. L'expressiom8eAP est dosée dans les milieux conditionnés
récoltés 30 heures apres l'infection.

La premiére barre des histogrammes correspondrariaduction de 'AAV pré-incubé avec
du milieu normal. Les polymeres cationiques pK Btiphibent de maniére équivalente la
transduction de 'AAV2 fig. 17C). L’intensité de l'inhibition est cependant vardia’'une
lignée cellulaire a l'autre comme le montre la cangison des HEK-293 et des Hep@a.(
17A et B). A noter que I'on observe une inhibition déperidatie la dose et du degré de
polymérisation de la pK1. Le pl quant a lui inhitbe maniere dose dépendante la transduction
des 2 lignées cellulaires. Dans les expériences B de lafigure 17 les milieux de pré-
incubation sont lavés avant l'ajout du vecteur AAV&lors que dans l'expérience C
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linfection est réalisée en présence des compoAdssi, linhibition de transduction
inversement proportionnelle a la dose de pK3 et gids I'expérience B peut étre expliquée
par une moindre adhérence des pK de haut degrélgadrisation aux cellules, ce qui n'est
pas le cas dans l'expérience C du fait de la paesarhibitrice constante de pK dans les
milieux.

L'’ensemble de ces observations semble indiquer Igse inhibitions observées sont
conséquentes a des phénomenes de saturation ddsanem cellulaires. Cependant cette
expérience n’exclut pas une interaction des polgsiavec la capside AAV, par exemple par
relargage dans le milieu de polymeres s’étant &d@sode maniere non spécifique sur les
cellules avant le lavage.

Quoi qu’il en soit nous voulions essentiellementisi@ssurer avec ces expérienicesitro
gue ces polyméres ont un impact sur la transduatienlAAV2. Nous sommes donc
rapidement passés a un criblagesivo car aucun systema vitro ne permet la modélisation
de multiples parametres tels que le passage dewegtravers I'endothelium, la transduction
des cellules du foie ou des cellules musculairéérdnciées.

Nous avons donc choisi arbitrairement la pK2 palesi différentes pK pour initier nos
expériences de transductionvivo chez la souris.

1.2.Polymeres cationiques

a) Poly-L-lysine et transduction AAV in vivo

Notre stratégie consiste en I'injection intraveise(lV) d’'un polymére avant 'administration

— également par IV — du vecteur AAV2 codant la jpiasase alcaline sécrétée murine
(mSeAP). La protéine transgénique mSeAP préseataritage d’étre non immunogene et
d’étre dosable dans le sang ou les tissus. De gliespossede une thermostabilité supérieure
aux phosphatases endogenes, ce qui permet saialétepicifique aprés une étape de
chauffage des échantillons. Notre cassette d'esneAV code la mSeAP sous le contrble
du promoteur fort CMV qui est transcriptionnellernantif dans de nombreux tissus, dont les
muscles striés, lisses et cardiaque [84]. Le faé g mSeAP soit sécrétée nous permet de
suivre la transduction globale au cours du tempslasant son niveau dans le plasma des
souris qui sont prélevées en sang avant les injgstpuis une fois par semaine post injection.
La transduction a également été suivie au niveauodganes en dosant la mSeAP dans des
broyats tissulaires, ou en la révélant sur coustloigique.

L’acide aminé lysine est une base tout comme ittin& et I'arginine. La chaine latérale de la
lysine possede un groupement amine ayant ydpKLO0,2. Le pH moyen du sang humain (et
murin) étant de 7,4 environ, un polymere de lydimecté dans le sang sera donc chargé
positivement (-NH"). La poly-L-lysine est capable d’interactions élestatiques avec le
récepteur primaire HSPG de 'AAV2 [85], nous propas donc que le polymeére cationique
pK2 peut altérer la biodistribution de I'AAVi2 vivo. L’AAV2 est un sérotype peu efficace
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pour transduire le muscle suite a une injection tus utilisons donc dans cette expérience
pilote une dose de vecteur de 1%1§énomes viraux (vg) par souris, ce qui est pradine
maximum imposé par la concentration de notre priomlucd’AAV2, et par le volume
d’injection 1V choisi de 450 ul. L'expérience coste& en des pré-injections de doses
croissantes de pK2 (200 pl), suivies 5 minutessapag I'injection du vecteur (soit un volume
final injecté de 650 ul) chez des souris Balb/c dbes agées de 8 a 10 semaines. Sauf
indication contraire, nous utiliserons des soudtbR femelles agées de 8 a 10 semaines ainsi
gue ces volumes d’injection dans toutes nos expeggultérieures.

Les résultats du dosage plasmatique de la mSeAPlehsouris de cette premiére expérience
sont présentés dansfigure 18.

20
18
16 -
14 -
12

80 ug pK2

mSeAP (ng/mil)

jours post injection

Figure 18 — Concentration plasmatique de mSeAP : grinjection de pK2.
Chaque courbe représente une souris. Le tempsaghiggtous les 7 jours en abscisse car les souris
sont prélevées en sang chaque semaine post imedttéo courbe noire correspond a une souris
contrdle injectée avec du PBS. La courbe bleueespond a la souris de référence injectée
uniqguement avec 1.10vg d’AAV2-CMV-mSeAP. Les courbes jaune, orangeaetge correspondent
aux souris ayant regu respectivement des pré-iojectV de 25, 50 et 80 pg de pK2 5 minutes avant
linjection IV de 1.10° vg d’AAV2-CMV-mSeAP.

La souris contrdle injectée avec du PBS ne prégeamed’'expression de mSeAP dosable ce
qui valide le protocole d’inactivation des phospisats endogénes par la chaleur. La sécrétion
de mSeAP croit constamment durant les 30 joursedpdrience dans la souris contrble
injectée seulement avec 'AAV2 (en bleu). On obsemwn gain de sécrétion chez les souris
pré-injectées avec 50 et 80 pg de pK2. Le dosagsnyatigue présente l'avantage de
renseigner sur l'efficacité de transduction sansesgité de sacrifier 'animal, cela permet
aussi de s'épargner de nombreuses analyses aipostans le cas ou le traitement adjuvant
est sans effet. Ayant observé ce gain de transduates J14 nous avons donc décidé
d’analyser plus avant les souris controles injectac du PBS ou 'AAV2 seul, ainsi que la
souris ayant recu 80 pg de pK2 avant le vecteur.trbpisme naturel de 'AAV2 est
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essentiellement vers le foie et les muscles. Le fnsi que deux muscles (gluteus et
guadriceps) ont donc été prélevés pour doser tesgemdan situ (fig. 19A), ainsi que divers
autres muscles pour réaliser le marquage du traasgar coupes histologiques (cceur,
diaphragme, tibial antérieur et tricepfy(19B).

A)

'
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mSeAP (pg/mg protéine)
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B) foie Gluteus Quadriceps
PBS AAV2 AAV2 + pK2
Cr
Dia \,\ %‘: o
i o NG
%
i
TA -
K ’ &
»
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- Lo e

Figure 19 — Analyse de I'expression de mSeAP dareslorganes.
Ces analyses sont réalisées sur les organes des doliexpérience présentée danfidare 2 (prélevements a
J29).A) Le bruit de fond détecté chez la souris injecté alu PBS est mesuré pour chaque organe et reéranc
aux valeurs obtenues dans les échantillons degssajectées avec le vecteur AAV2-CMV-mSeAP. Enuhle
souris contrdle injectée uniqguement avec le vectear orange : souris pré-injectée avec 80 pg de BKLes
champs présentés sont représentatifs de I'ensetelike coupe. L'encart dans la photo du tricepsromPBS
correspond & un muscle dont I'activité phosphagasgéne n’a pas été inactivée a la chaleur. @GurcDia :
diaphragme ; TA : tibial antérieur ; Tri : triceps barre d'échelle correspond a 200 pum.
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La figure 19A montre que le gain plasmatique est en partie dinéd amélioration de la
transduction dans le foie et les muscles. L'encddr&iceps PBS présente une coupe dont les
phosphatases endogénes n’ont pas été inactivéeshaleur. Ce marquage non spécifique est
situé entre les fibres musculaires ou au niveau wEsseaux sanguins. Quand les
phosphatases endogénes sont inactiveées aucun mardeda mSeAP n’est visible sur les
coupes histologiques de la souris controle PBSnasjuage mSeAP des coupes de la souris
injectée uniguement avec le vecteur montre que VY2Aransduit peu le muscle aprés une
injection IV de 1.1¢7 vg. Aucun marquage n'est visible dans les cceure @ombre de
cellules positives pour la mSeAP dans le diaphragstecomparable avec ou sans pK2. En
revanche, on observe l'apparition de fibres musdgositives pour la mSeAP dans le tibial
antérieur (TA) et le triceps des souris pré-injestévec la pK2, alors qu’aucune transduction
n'est visible dans ces muscles chez la souris glen&kAV2 sans pK2. L’ensemble de ces
résultats indique que la pré-injection de pK2 perdiaugmenter la transduction du foie et
des muscles par 'AAV2. Une des hypothéses conoétaanodification de la biodistribution
de 'AAV2 aurait été une inhibition de I'infectioconséquente a la saturation des récepteurs
HSPG par la pK injectée, dans le cas d’'une répulélectrostatique entre la pK et des zones
cationiques de la capside. Cela semble possibl#éro comme nous I'avons vu sur une lignée
hépatocytaire, maitn vivo I'hypothése ne tient pas puisque le foie présemtegain de
transduction tout comme les muscles.

b) Effet dose de I'adjuvant pK2 sur la transduction sgtémique de 'AAV2

B) mSeAP (ng/ml) ( r

o 1€
\

mSeAP o6 5 ‘A 00,81 L \

00,6-0,8 \ \
00,4-0,6 -

00,2-0,4
00-0,2 €0
pPK2 (ug) 7 jours post 0
$ injection 0 7 14 21 28

jours post injection

Figure 20 — Pré-injection de doses croissantes d&2.
Chaque dose de pK2 correspond a une souris, tmsteuris sont injectées avec 1@ d’AAV2-
CMV-mSeAP.A) Vue en perspective de la sécrétion de mSeAP eattidfonde la dose de pK2 pré-
injectée et du temp®) Vue de dessus du graphique.

Suite a cette premiére expérience encourageangeawans baissé la dose de vecteur injectée
a 1.16 vg afin de reproduire et d'étudier en détail keftles pK sur un plus grand nombre
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d’animaux. L’expérience utilisant 1.%¥0vg d’AAV2-CMV-mSeAP a montré un effet dose du
polymere, nous avons donc cherché la dose de pK2aahd un gain de sécrétion maximal lors
d’'une pré-injection 5 minutes avant I'administratide 1.16'vg de vecteur. Ldigure 20
indique que cette dose optimale se situe autodblqug de pK2. Les doses inférieures a 150
Mg montrent une augmentation de la sécrétion deARSet au-dela il semble que I'effet soit
moindre méme si 'on observe toujours un gain ae&idn. Cette expérience a été reproduite
une seconde fois et montre également un pic deéétstra 150 pg. Au passage la pré-
injection de 150 pg de pK2 5 minutes avant le wacéeété comparée chez quelques souris a
la pré-injection par voie intrapéritonéale (IP),encore a la co-injection de pK2 et du vecteur
sans délai d'attente. Les courbes de sécrétiompiast des gains inférieurs, nous avons donc
conservé par la suite le délai de 5 minutes getition de pK par voie IV.

c) Influence du degré de polymérisation de la pK

L'influence du degré de polymérisation des pK auénrsété étudiée en pré-injectant des
polyméres de degré de polymérisation (dp) croisSaminutes avant I'injection de 1.¥0/g
de vecteur AAV2-CMV-mSeAP.

=0 ug pK

— 120 pg pK dp croissant
=150 ug pK
47— 4 4 R e
= . [PKI____ s PK2 s PK3 | PKE ]
E | | | | I
— 3 3 3
o))
£ 25
o A Rl
< M5 eessensmmmmn s osessen
Q
) A e
E 0’5_
N

0 10 20

jours post injection

Figure 21 — Influence du degré de polymérisation de pK.
Les souris sont pré-injectées avec 120 (courbessjadu 150 pg de pK (courbes rouges). Les courbes
bleues correspondent aux 2 souris controle ay&ninggctées uniquement avec 110y de vecteur
AAV2-CMV-mSeAP. Chaque groupe comprend 2 sourisgtaphique de la pK4 présente une seule
courbe rouge car une des 2 souris injectées av@gi@5est morte. Les polyméres pK1 a pK4 et leur
dp sont décrits en détail danddbleau 2vu précédemment.

La figure 21 montre que la pK1 n’altére pas significativementransduction comparé aux

souris ayant été injectées avec 'AAV2 sans pritetneent, alors que les pK de plus haut dp
augmentent la sécrétion de mSeAP a tous les ternfEst Les gains de transduction semblent
également corrélés au degré de polymérisation @ ldes meilleurs résultats plasmatiques
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étant obtenus avec la pré-injection de pK4. Afinvdgfier si cette propriété est restreinte au
polycation pK nous avons réalisé la méme expérienax la poly-L-arginine pR64. Le
résultat présenté dansflgure 22 ci-aprés indique que d’autres polycations soniedgent
capables d’augmenter la transduction de 'AAV2.

|| = 0 ug pR64
= 120 ug pR64
|| — 150 pg prR64

Figure 22 — Pré-injection de poly-L-arginine.
L’expérience a été effectuée dans les mémes conglitit le méme
jour que l'expérience de ldigure 21, en utilisant la méme
production de vecteur.

mSeAP (ng/ml)

0 10 20 30
jours post injection

Lors des injections de pK nous avons noté une itéxidu produit, les souris étant
relativement Iéthargiques dans I'heure suivanidition. Il est également arrivé a une faible
fréquence que des doses a partir de 150 pg tuestiuas dans les heures ou la journée
suivant l'administration de pK; cela a notammeté & cas pour une des deux souris
injectées avec 150 pug de pK4 dans I'expérienceadigure 21 Cette toxicité n'a pas fait
l'objet d'une étude approfondie puisque les polyséque nous utilisons ne sont pas
initialement synthétisés pour une utilisationvivo. De plus nous avons trouvé que la dose
optimale est proche de 150 pg. A ce stade noussadmmc décidé d'utiliser essentiellement la
pK4 qui semble la plus efficace, et de limiterdeses de pK injectées a 150 pg ou moins.
Voici un graphique présentant la mortalité aprégelttion de pK dans ldigure 23 Ce
graphique a été réalisé rétrospectivement a pdesr données collectées dans tous les
protocoles impliquant l'injection de pK.

190 s Figure 23 — Toxicité des pK.
Sl e Ces données proviennent de
e e 'ensemble des protocoles que
70 B e nous avons réalisés comprenant
2 60 SR A e une injection de pK. Les chiffres
R o N encadrant les courbes
N e e correspondent au nombre de
30 ORI s e N souris injectées pour une dose
20 - —oka QO,nnée. Aucune mortalité n'a
10y T e ete observée avec la pK1, la pK3
0 p‘ | | | | | | ‘ ou la pR (qui n'ont cependant

jamais été injectées a des doses

dépassant 125 ug).
quantité de pK injectée (ug)
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Comme nous pouvons le voir, le produit présentemogalité nulle ou inférieure a 80 % en-
dessous de la dose de 150 pug que nous utilisearmia guite. La dose létale 50 semble se
situer entre 175 et 200 ug, et la pK4 est plusjieique la pK2.

d) Comparaison de pK2 et pK4 et influence du temps erd I'injection de pK
et de vecteur

La figure 24 suivante compare les pré-injections de pK2 et pK4.

A @ mmmemmsmmn oo
g | —=—AAV2
T 7 ~AAV2+pK2
=2 ——AAV2 + pK4

L
(-]

gain de sécrétion

/ ~—-AAV2 + pK2|
/ - AAV2 + pK4

0 7 14 21 28 36 42
jours post injection

Figure 24 — Comparaison de pK2 et pK4.
Cette expérience consiste en la pré-injection dé& phinutes avant 'administration en IV de 1@
d’AAV2-CMV-mSeAP. La courbe bleue correspond auwrgcontréle injectées uniquement avec le
vecteur, les courbes orange et rouge correspoadansouris pré-injectées avec 150 pg de pK2 ou de
pK4 respectivementA) Dosage de la sécrétion de mSeAP dans le plasnsowés. Le nombre
d’animaux ayant servi a établir ces courbes moyemseprécisé en bout de courli®sCes 2 courbes
rapportent le gain de sécrétion relatif a la cowrbetrole (bleue) obtenu au cours du temps dans la
figure A). La valeur du facteur de gain correspondant efitjirte au-dessus de chaque point de la
courbe
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Cette expérience confirme la tendance observéetpldors de I'analyse de l'effet des degrés
de polymérisation de la pK : le gain obtenu avepK2 est inférieur a celui de la pK4. En
effet 'analyse précise des gains de sécrétion tkafigure 24B montre un gain moyen de
sécrétion de mSeAP d'un facteur de l'ordre de 3€cda pK2 et de lI'ordre de 6-7 avec la
pK4. L'aspect des courbes differe également a JVendste un pic dans le cas des souris pré-
injectées avec la pK4, alors que le gain de sérété la courbe pK2 crotit linéairement avant
d’atteindre un plateau. Cet effet pourrait provefime inactivation du promoteur CMV dans
un organe préférentiellement transduit en présedee pK de plus haut degré de
polymérisation (pK4).

Cette expérience a été continuée au-dela des 4rseswal nous effectuons habituellement les
sacrifices, et nous constatons que la sécrétiom8eAP dans le sang continue a monter
graduellementf(g. 24A). Il est donc possible que les expressions ques na@walisons sur
coupe histologigue ou dans les broyats d’organesisplus intenses aprés 4 semaines. Mais
de maniere pratique les modifications de la séaméont visibles dés J14 et nous effectuons
en général des expériences de 4 semaines powrarni différents adjuvants. L'utilisation
par la suite de la technigue de PCR quantitativeeemps réel (QPCR) nous permettra de
suivre la transduction du vecteur a travers le gesdes génomes viraux dans I'ADN
génomique extrait des tissus. L’infection du vectest connue pour se faire essentiellement
dans les 4 heures suivant l'injection en IV [57].1& clairance de 'AAV dans le sang est
rapide avec moins de 1 % des génomes viraux igjaéable dans le sang aprés 48 heures
[58]. La QPCR a 4 semaines donnera donc le prefibadistribution quasi définitif du
vecteur injecté.

A) B B) 9-
- AAV2 n= —— AAV2
250 pK2 0 min n=2 ﬂf” 89 o pK4 0 min

' == pK2 5 min n= /‘T F PK4 5 min
= —-—pK230min n=3 = .
E o2l /-~ & 64 == pK445min
)] f/i jo2 :
= / £ 51— pK4 70 min
O ;R /[ ] o
< 1 / <
o / o)
(9} / (%)
£ I/ £

1 _— -

/»Lff»
0,5Fmeeas LA
/f‘z,f /
0 .4= ‘ , ‘ ‘
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 35 42 49
jours post injection jours post injection

Figure 25 — Impact du temps de pré-injection de pK2t pK4.
Ces deux expériences ont été réalisées indépendameheconsistent en la pré-injection de pK avant
I'administration en IV de 1.2&vg d’AAV2-CMV-mSeAP a différents temps. Les cowsti#eues correspondent
aux souris contrdle injectées uniquement avec dteve, les courbes orange et rouge correspondergauris
pré-injectées avec la pK2 et la pK4 respectivemiees. autres courbes correspondent a des modificatia
délai entre I'injection de pK et du vecteur comnrégsé dans la Iégende des graphig@@sDans cette
expérience les souris ont été pré-injectées aveqiyjsde pK2B) Dans cette expérience les souris ont été pré-
injectées avec 125 g de pK4.
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Suite a cette expérience nous avons voulu étudimmpdct du délai entre linjection du
polycation et du vecteur. L'analyse de différemtsps de pré-injection dans légures 25A

et B indique une différence entre les polycations pK2pkK4. Nous confirmons ici des
tendances déja observées lors d’expériences pnélires avec la pK2: la co-injection
(indiqgué 0 min dans la figure) et la pré-injecti@anun temps plus long de 30 minutes
conduisent a un gain de sécrétion inférieur a é&imection de 5 minutes avant le vecteur
(fig. 25A). En revanche, dans le cas de la pK4, la co-injpatst aussi efficace que la pré-
injection de 5 minutes. De plus, le gain de séorébiaisse de maniéere significative quand le
délai entre pK4 et vecteur dépasse une heure (AOt@s). La procédure de base de nos
expériences avait été déterminée en utilisant & p¥nsi méme si nous avons montré ici que
la pK4 est tout aussi efficace en co-injection, sx@vons conservé la procédure de pré-
injection de 5 minutes avec la pK4 et d'autres ealjis dans la suite du projet par souci
d’homogénéité et de comparaison avec nos donnéeégantes.

e) Influence de la dose de vecteur et du sexe sur feff de la pK4

Notre but est de modifier la biodistribution de AX2 administré en systémique pour
améliorer sa transduction musculaire, mais il sé&galement intéressant que cet effet de gain
puisse permettre de réduire la dose de vectewt@geEn effet, cela serait important du fait
des quantités énormes de vecteur AAV envisagées leodraitement systémique chez
’homme, ainsi que la difficulté & produire de téd$s. Nous avons donc comparé le gain

obtenu avec la pK4 en utilisant deux doses de veetecadrant la dose de 1*10g que nous
utilisons en routine.

>
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mSeAP (ng/ml)

0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
jours post injection jours post injection

Figure 26 — Influence de la dose d’AAV2 sur I'effetle I'adjuvant pK4.
Les expérienced) etB) ont été realisées en respectant les mémes corsdd®preé-injection : 150 g
de pK4 avant l'injection de 2,5.1%u 4.16"' vg d’AAV2-CMV-mSeAP respectivement. Les courbes
rouges correspondent aux pré-injections de pKésbleues aux contrdles injectés uniguement avec

le vecteur. Dans I'expériend®) n=3 souris par groupe, et &) n=4 souris dans le groupe controle
AAV2, et n=2 souris dans le groupe pré-injecté daguK4.
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La figure 26 montre un gain de sécrétion équivalent d’'un factE2 environ aux doses
d’AAV2 de 2,5.13° et 4.18" vg. Si on prend en compte le gain obtenu précédamhavec
1.10" vg qui est de 'ordre de 6, alors nous pouvonsckma qu'une dose donnée de pK4
(150 pg) conduit a des gains de sécrétion de mSédiivalents (de 6 a 12 fois)
indépendamment de la dose d’AAV2 (entre 2,5 804.16" vg).

L'injection de la dose supérieure de 4410g a été l'occasion d'analyser en détail la
biodistribution et la transduction de 'AAV2 injectavec ou sans adjuvant pK4. Nous avons
donc suivi dans ces souris la transduction en raesuiexpression de la mSeAP dans les
tissus, ainsi que la biodistribution dans ces métmeas par QPCR. L'expression de mSeAP

a également été révélée sur les coupes histologapienuscles des membres postérieurs.
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Figure 27 — Analyse détaillée de la transduction ete la biodistribution.
Ces résultats correspondent a l'analyse du pratodel pré-injection de 150 pg de pK4 avant
Iadministration IV de 4.18 vg d’AAV2-CMV-mSeAP (cf dosage plasmatique dditaire 25 B). La
barre d’échelle représente 200 pf). Dosage du nombre de copies de génomes viraux éans |
organes par noyau diploide dans divers musclearet k& foieB) Dosage de la protéine mSeAP dans
ces mémes organe€) Champs microscopiques représentatifs du marquade de&SeAP dans les
coupes histologique de quadriceps ; a gauche ldriggps d’'une souris contrdle injectée uniquement
avec 'AAV2, et a droite le quadriceps d'une souymié-injectée avec 150 pg de pK4.
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Le dosage des génomes viratig.(27A) montre une augmentation de l'infection dans tous
les tissus analysés. Les différences les plus iraptas sont trouvées par ordre croissant dans
le foie, le diaphragme et le coeur, qui présentespactivement des gains de facteur 5, 15 et
30, comparé aux niveaux dans les souris témoing. Yifier qu’il y a bien une corrélation
entre le nombre de génomes viraux et le niveaupdéssion, nous avons dosé la mSeAP dans
les lysats de ces organes. L'expression de la mSeWBtre une augmentation de la
transduction corrélée a la quantité de génomesivipgésents dans les musclég.(27B).
Cette observation n’est pas retrouvée pour le:feie effet dans cet organe I'expression de la
protéine mSeAP ne reflete pas l'importante augnemtadu nombre de génomes viraux
conséquente a la pré-injection de pK4. Ce derroant peut étre expliqué par le fait que le
promoteur CMV est sujet a une inactivation darfsike au cours du temps [84, 86].

Afin de vérifier le profil de transduction des miescil a également été prévu la coupe et le
marquage du quadriceps et du gluteus avant ledysenpar QPCR, ainsi que le dosage de
mSeAPIn situ. Lafigure 27C montre des fibres positives pour la mSeAP en fiegé dans

le quadriceps des souris pré-injectées avec la gléds qu’aucun marquage n’est visible chez
les souris contr6le injectées avec le vecteur §iimaniere moins prononcée I'apparition de
fibres positives éparses dans le gluteus a égate@émotée chez les souris injectées par la
pK4 (non montré), ce qui correspond relativemeahldux valeurs doséessitu (fig. 27B).
Cette expérience révele également des gains impsrtians le cceur et le diaphragme des
souris traitées a la pK4, une attention particaligera donc apportée a l'analyse histologique
de ces muscles vitaux dans nos prochains protocoles

30 -pememssssssssmers e o
- —e— IV AAV2 + pK4, souris &' 1
T 25 [|—e— IVAAVZ,souis & | | -~ -
:é"‘ 20 L |—e— IVAAV2,souris @ | e~ - @
o N T )
% 16 ]
" 10 SR 1 T -
£
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0 —————F

o

7 14 21 28 35
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Figure 28 — Transduction systémique de 'AAV2 en foction du sexe et effet de la pK chez les
souris males.
Toutes les souris sont injectées en intraveineuse 4.16" vg d’AAV2-CMV-mSeAP. La courbe
rouge correspond a des males ayant recu une mciion de 125 pg de pK4 5 minutes avant le
vecteur (n=3). La courbe bleue et la courbe vesteespondent respectivement aux souris contréle
males (n=4) et femelles (n=3) injectées uniqueraeBt le vecteur. Les résultats sont présentés sous
forme de courbes moyennes =+ les écart types.
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En plus de la dose de vecteur, un autre facteuoggmek peut influer sur la transduction
systémique : le sexe. En effet, la persistenceéahoge viral extrachromosomal dans le foie
est influencée par la testostérone, et une medlexpression est constatée dans cet organe
chez les souris males [66]. Nous avons donc véfifidluence du sexe sur le profil
d’expression plasmatique de mSeAP suite a 'adtnatien d’AAV2-CMV-mSeAP {ig. 28).
L’injection d’'une méme dose de vecteur chez desisd®alb/c males ou femelles montre
bien une meilleure expression chez les souris m@earbe bleue vs verte), avec une
sécrétion de la mSeAP supérieure d’'un facteur 85a On retrouve également un gain de
sécrétion avec la pré-injection pK4 du méme ordue ge que nous obtenons chez des
femelles avec la méme dose de vecteur et de pKy(&5B).

f) Augmentation de la transduction musculaire de 'AAV2 avec I'adjuvant
pK4

L'analyse de la cinétique d’expression de la mSedARs le sang est un protocole efficace de
criblage d’adjuvants potentiellement modulateurdadgransduction de 'AAV administré en
V. L'utilisation du promoteur fort et ubiquitair€MV nous permet ainsi d'observer la
transduction de nombreux organes, et jusqu’a utaicgpoint de nous affranchir au cours du
temps de la sécrétion du foie qui capte une boangeu vecteur administré en 1V. Afin de
distinguer dans quelle mesure les profils de sideré&tont dis a I'expression du transgéne
dans les muscles, nous avons utilisé un vecteur2gdtant la mSeAP sous le contréle d’'un
promoteur muscle spécifique : le promoteur de &atine kinase musculaire (AAV2-MCK-
mSeAP). Le dosage plasmatique de la mSeAP chegodes injectées avec 'AAV2-MCK-
mMSeAP avec ou sans pré-injection de pK4 est préstmts Idigure 29.

26 pammeene e e s e
— 125 ug pK4

— 150 pug pK2

mSeAP (ng/ml)

0 7 14 21 28 36

jours post injection

Figure 29 — Sécrétion muscle-spécifique de mSeARdale l'injection d’AAV2 et d’adjuvant pK.
Chaque courbe représente une souris. Les sourigdef & 4 en bleu sont injectées avec 'f.40
d’AAV2-MCK-mSeAP. Les souris 5 & 9 ont recu une-mjéction de pK avant 'administration de
1.10" vg dAAV2-MCK-mSeAP par IV. La pré-injection desuris 5 et 6 correspond & 125 pg de
pK4 (courbes rouges), et dans le cas des sourBilfstagit de 150 pug de pK2 (courbes vertes).
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Une des trois souris pré-injectées avec la pK2vEn) a répondu plus faiblement que les
autres. En dehors de ce point le premier constdadges faible sécrétion obtenue dans les
souris contrdle avec le promoteur MCK. En effetcdacentration moyenne de mSeAP a J34
chez ces souris correspond a 11 pg/ml, alors qus olotenons en moyenne 740 pg/ml a cette
méme dose de vecteur dans le cas du promoteuCfdit. De plus, le gain de sécrétion
plasmatique a J34 est ici de I'ordre de 160 a d&)dvec la pK selon que I'on intégre ou non
la souris ayant moins répondu ; alors que nousnobtedes facteurs de l'ordre de 3 a 5 en
utilisant le méme transgene sous le contréle dumpteur CMV (cffig. 24). Cela laisse
penser que les gains de sécrétion observés danexpésiences utilisant la pK et le
promoteur CMV sont en grande partie dds a une aotatien de la transduction musculaire.
Il est difficile de comparer les 2 pK avec si péanimaux injectés, mais ici nous obtenons
des profils de sécrétion similaires avec la pK2agiK4. Or nous avons observé que le gain
de sécrétion est supérieur avec la pK4 comparép&2aquand nous utilisons le promoteur
CMV (cf fig. 24). Une hypothese serait alors que la pK2 et la pigissent de maniere
équivalente sur la transduction du muscle maislgueEK4 augmente en plus la transduction
d’autres organes.

Concernant la transduction des muscles, nous awviemarqué précédemment des gains
intéressants dans le cceur et le diaphragme suiteisement pK4. Cependant, des données
issues de la transfection de celluilessitro indiquent que 90 % de la mSeAP est sécrétée, et
gue seuls 10 % sont trouvés dans les lysats dedlslf87]. Afin d’augmenter la sensibilité du
marquage, et pour ne pas passer a c6té de celhalesduites exprimants faiblement le
transgene, nous avons utilisé un AAV2 codantfigalactosidase sous le contrble du
promoteur CMV (AAV2-CMV-LacZ). Les marquages histgiques réalisés sur le cceur et le
diaphragme de souris pré-injectées avec la pK4rbites avant l'injection de 2.10vg de ce
vecteur sont présentés danfigaire 30 ci-apres.
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Figure 30 — Transduction du cceur et du diaphragmealsouris pré-injectées avec la pK4.
Coupes transversales de cceurs et de diaphragmesésr8 jours post injection (n=3 souris par
groupe). La révélation de Ifi-galactosidase cytoplasmique produit une coloratideue. Les
photographies de gauche sont représentatives dperde souris injectées avec 210y d’AAV2-
CMV-LacZ. Les photographies de droite correspondertsouris pré-injectées avec 150 pug de pK4 5
minutes avant I'administration 1V de 240/g d’AAV2-CMV-LacZ. A) Photographies de coupes
transversales completes de cceurs (barre d’échesllentm). Des agrandissements des zones encadrées
sont présentés en-dessous (barre d’échelle de r2)0B) Photographies des coupes transversales de
diaphragmes des méme souris.

Le cceur des souris contrdle ne présente aucunwdgyeardiomyocytes transduits, alors que
'on observe un gain majeur de la transduction gocarde avec la pré-injection de pK#y(
30A). De plus, on observe l'apparition de fibres mimices positives pour IB-galactosidase
dans le diaphragme des souris traitées a la plés g’aucun marquage n’est visible dans
les souris contrOle injectées uniquement avec déeve fig. 30B). Ce cardiotropisme conféré
a 'AAV2 par la pK4 est particulierement intéressaar ce sérotype injecté en IV transduit
tres peu le cceur. Liggure 31 présente a titre de comparaison des exemplesadsdtrction
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du coeur de souris obtenus par d'autres équipegileyant des doses d’AAV9 proches ou
encadrant celle que nous utilisons ici avec I'AA2210" vg).

Figure 31 — Cardiotropisme du vecteur AAV9.
Transduction de cceurs de souris injectées avewettsurs AAV9 en IV a des doses proches ou
encadrant de prés la dose d’AAV2 que nous avotiséi(soit 2.18 vg). A) Révélation de Ig-
galactosidase sur une coupe transversale de caue @échelle de 200 pm). Vecteur : 3'10g
d’AAV9-CB-LacZ ; le promoteur CEest un promoteur chimérique contenant I'enhanagsrdmoteur
CMV et le promoteur constitutif de ladBa actine du poulet (d’aprés Yang et coll. [8B))Révélation
de la B-galactosidase sur coupe histologique de cceur.a@eindissement de coupe transversale
correspond & une souris nouveau-né injectée ave@ lvg d’AAV9-CMV-LacZ. Les auteurs
précisent que l'injection de cette méme dose chesoliris adulte conduit a une transduction moindre
du cceur du fait du rapport vecteur/masse plus dafdlapres Pacak et coll. [89]C) et D)
correspondent respectivement a linjection de 3.201.16" vg d AAV9-CMV-GFP. Les cceurs de
souris entiers sont photographiés sous lumiére W83 (nm).E) et F) sont des révélations en
fluorescence de la GFP des coupes transversalesodess présentés &) et D) respectivement
(d'apres Vandendriessche et coll. [49]).

Il est intéressant de constater que nous obtenemsédultats trés comparables au sérotype 9
avec notre approche. En effet, IAAV9 possede urdio&ropisme trés important chez la
souris contrairement a 'AAV2. La transduction deewr de souris par I'AAV9 est dose
dépendante, et il est possible d'obtenir une esasdans la quasi intégralité des
cardiomyocytes en injectant des doses supérieuBes® vg (pour une illustration voir la
figure 11 page 14 de lintroduction).

Il apparait dans nos dernieres expériences queaile de transduction musculaire est
particulierement prononcé dans les muscles «ierdemme par exemple le cceur et le
diaphragme. Et nous postulons que les polycatioldsagissentin vivo par le biais
d’interactions électrostatiques avec les HSPG gui ks récepteurs primaires de 'AAV2. Or
il a été montré que les HSPG sont plus abondamts & fibres lentes [79, 90]. Afin de
vérifier notre hypothese nous avons réalisé un inomarquage des fibres lentes sur les
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coupes histologiques du protocole utilisant 2@ d’AAV2-CMV-LacZ. Les résultats pour
le coeur et le diaphragme sont présentés dditpite 32

Figure 32 — Colocalisation du marquage des fibreghtes et des fibres transduites par 'AAV2
suite en présence d'adjuvant pK4.

Des coupes histologiques sériées ont été réalipéesles fibres lentes ont été marquées en utilisa
un anticorps anti myosine | (marron). Ces mémesgplsamicroscopiques sont comparés au marquage
de lap-galactosidase (bleue) sur une coupe distante gdm.83) et C) sont les marquages de fla
galactosidase dans le cceur et le diaphragme (chanopsscopiques issus deflgure 30). B) et D)
correspondent au marquage des fibres musculairgeslesur les coupes adjacentesAdeet C)
respectivement. Barre d’échelle : 200 um. Les mstées (*) correspondent aux cellules positives
pour la myosine | et pour [&galactosidase ; les lettres (a) correspondentelixlesp-galactosidase
négatives marquées par la myosine |. Chaque cagad)eou (a) est positionné sur la méme cellule
dans les coupes adjacentes.
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Nous pouvons voir une colocalisation du marquagéagegalactosidase et de la myosine |
(fibre lente) — indiquée par des astérisques desisthamp®\) et C) — dans de nombreuses
cellules du cceur, mais également dans le diaphragiependant toutes les cellules
musculaires de type lent ne sont pas transduiteBA#8/2 comme l'indiquent les caracteres
(a) ; et un certain nombre de cellules positivesrgda p-galactosidase ne sont pas positives
pour la myosine |, ce qui par déduction indiquernsduction de fibres rapides (cellules
bleues sans astérisque). Il n'a pas été possibleatyser la majorité des muscles des souris
contrble, car peu ou aucune fibre transduite masble a cette dose de vecteur AAV2
injectée en IV. Ces marquages montrent donc querdainjection de pK4 conduit a la
transduction de nombreuses cellules musculairestyge lent, mais également a la
transduction de fibres rapides, alors que ’AAVRIdeansduit mal ce dernier type cellulaire.
Nous proposons donc le mode de fonctionnement supaur la pK :

- La pK pré-injectée dans un délai court avant leesatAAV2 sature les HSPG des
tissus dont la vascularisation laisse passer ognauk.

- Le vecteur AAV2 injecté par voie vasculaire (IV)tespté au niveau de zones
électronégatives de sa capside par la pK qui falmes un « pont » entre le vecteur et
les HSPG membranaires de la cellules cible. LesdpKdegré de polymérisation
supérieur sont aussi efficaces en co-injectiongquiesuggéere qu’elles sont capables
d’amorcer plus efficacement l'interaction avec ézteur.

- Cet effet de « pontage » améliore I'associationattteur aux HSPG. L'internalisation
du vecteur dans les cellules se produit alorsip&@oh aux co-récepteurs du virus ou
encore par une voie alternative si I'encombremééticgie de la pK empéche ces
interactions.

Nous proposons ainsi que la pK change la biodigiiob du vecteur AAV2 en le concentrant
vers les zones riches en HSPG via un effet que goasifions de « pontage ». La pK
potentialise ainsi le tropisme préférentiel de A vers les fibres musculaires lentes, mais
permet également la transduction de fibres rapides.

g) Effet de la pré-injection de pK sur d’autres sérotypes AAV

Le rationnel de notre stratégie de pré-injection mdymere cationique repose sur la
connaissance du vecteur AAV2 et de son réceptemape. D’autres sérotypes AAV — dont
'ensemble des récepteurs et co-récepteurs n'estgranu — pourraient également bénéficier
de cette approche. Nous avons donc testé I'appnoi€iesur les sérotypes 1, 5, 6 et 9 afin de
valider notre hypothése, mais également dans llespobserver un gain de transduction
systémique.

Pour ces expériences nous avons fixé la dose deweigjectée en IV a 2.3bvg quand la
concentration de la production de vecteur le peaitet

-48 -



Résultats

mSeAP (ng/ml)

jours post injection

| pK (ng) 10 | 75
pK4 + AAV pK2 + AAV|

Figure 33 — Effet de la pré-injection de pK sur diférents sérotypes AAV.
Pré-injection de pK 5 minutes avant I'injection té vecteurs AAV1-, AAV5-, AAV6- ou AAV9-
CMV-mSeAP. Les souris injectées uniguement aveedteur sont en bleu, les courbes jaune a rouge
correspondent & des doses croissantes de pK4géideé). Les courbes violettes correspondent a 150
pg de pK2. Les graphiques de la colonne de gauddsemtent I'intégralité des courbes obtenues, ou
chaque courbe est une souris. Les graphigues daddane de droite sont les courbes moyennes des
graphiques situés immédiatement a gauche. A I'diaremle 'AAV5 qui est injecté a la dose de
9.10°vg, tous les vecteurs sont injectés a la dose"2v40

Les graphiques de Fgure 33 présentent les différents sérotypes classés deemabas par
efficacité de transduction lors de linjection IVAAV5<AAVE6<AAV1<AAV9 (se référer
aux courbes bleues du vecteur injecté seul). Laamtmation du lot de vecteur AAV5-CMV-
mSeAP n'a permis d’injecter que 10 souris & la dis®.16° vg. Dans ce cas les souris ont
été pré-injectées avec de la pK2 ou de la pK4.doesis pré-injectées avec la pK2 ont des
courbes de sécrétion superposables aux souris Aédfirble. Cependant, comme pour
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'AAV2, on retrouve un gain de sécrétion avec ladpkine des deux souris injectées présente
d’ailleurs un gain de facteur 60 a J35. Un gairséerétion est également observé avec I''V
de 2.18" vg d’AAV6-CMV-mSeaAP dans le cas d’'une pré-injeatde 125 pg de pK4 (x3,8

a J35). En revanche aucun gain de sécrétion dS&&AR n'est observé avec différentes doses
de pK4 avec 'AAV1 ou 'AAV9. Seule une des 4 saupré-injectée avec 150 pug de pK4
présente un gain significatif de sécrétion darsakede 'AAV1 (courbe flechée). Dans le cas
de 'AAV9, méme si aucun gain significatif de sé@®g n’est obtenu, nous observons tout de
méme une modification de la transduction avec éimection de pK4. En effet, les courbes
des souris pré-injectées avec la pK4 présentertedoun aspect en cloche avec une
stabilisation ou décroissance finale qui n'est phservée dans le cas des souris contréble.
Comme nous l'avons abordé plus t6t lors des expég® utilisant TAAV2, il est possible que
cela rende compte d'une inactivation du promoteMVCdans le foie, auquel cas la pK4
favoriserait la transduction du foie par I'AAV9. £sérotypes 1, 6 et 9 ont été analysés plus
en détail en dosant les niveaux de mSeAP dans riganes ainsi qu’en évaluant la
biodistribution par QPCR (le sérotype 5 n'a pasagi@lysé davantage par manque de temps).
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Figure 34 — Analyse détaillée de la biodistributiores vecteurs AAV1, 6 et 9 + pK4.
Dosage de la mSeAP dans divers organes des sesriaxgériences présentées darfglae 33 A)
Expérience utilisant 'AAV1-CMV-mSeAP. Les dosagesrrespondent & I'analyse de 2 souris par
groupe.B) AAV6-CMV-mSeAP : les 3 souris pré-injectées avee@K4 ainsi que les 4 souris controle
sont analysées. Le graphique du dessous corresportbsage par QPCR du nombre de génomes
viraux par génome diploide dans ces mémes éclmstiiC) AAV9-CMV-mSeAP : la totalité des
souris injectées est analysée soit n=3-4 par grqspaf AAV1: n=2). Le graphique du haut
correspond au dosage de la mSeAP dans les brajsttggramme du milieu présente le dosage des
génomes viraux par QPCR. Enfin, 'encart du basiestprésentation des génomes viraux dosés dans

le foie & une échelle adaptée.
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La figure 34A présente le dosage de la protéine transgénique ldarbroyats du foie et de
divers muscles (la souris AAV1 fléchée n’est paduise dans cette analyse). Comme attendu
il N’y a pas de différence significative entre &siris pré-injectées avec la pK4 et les souris
contrble. Ceci confirme les données de sécrétiaasnpatique présentant des courbes
moyennes superposédig ( 33). Notons que le niveau moyen élévé de mSeAP daglsiieus
des souris contrdle AAV1 est di a une forte expoasdans I'une des deux souris analysées,
'autre souris présentant un niveau équivalent saxris pré-injectées avec la pK4. Aucune
différence n’est visible chez les souris injectgas'’AAV1 et I'adjuvant pK4, I'analyse de la
biodistribution par QPCR n’a pas donc pas été géalisur 'ensemble des souris injectées.
Mais nous avons tout de méme réalisé la QPCR saouas « fléechée » dans figure 33 et

sur deux souris contrdle. Il apparait que la sérésupérieure de mSeAP chez la souris
« fléchée » est surtout die au foie qui est miearsduit, ainsi qu'a un tres léger gain de
transduction dans les muscles des pattes arriguesliiceps et gluteus), aucune différence
n'étant visible dans le dosage des génomes viraugodur et du diaphragme (résultats non
montrés). L’événement de transduction plus inteobservé dans le protocole utilisant
'AAV1 correspond donc a une variation inter-indivielle qui ne semble pas liée a l'adjuvant
pK4.

L’analyse des souris du protocole utilisant TAAVI&y. 34B) montre un gain de transduction
dans tous les muscles prélevés, ainsi que darmdelfe cceur présente également un gain
d’expression important avec la pré-injection de pkBO statistiquement significatif).
L'analyse par QPCR montre que le foie est l'orgdee mieux transduit, cependant
'expression de mSeAP a J35 n'est pas corréléesteinférieure a celle que nous trouvons
dans les muscles. Si I'on considere I'ensembleddesées, le profil de réponse de 'AAV6 a
la pré-injection de pK4 ressemble fortement a eerpus obtenons avec 'AAV2.

Enfin lafigure 34C montre que la pré-injection de pK4 augmente laslaction du cceur et
du foie par 'AAV9 de maniére dose dépendante. Rewceur il s’agit d’'une augmentation
d’'un facteur 2,7 statistiguement significative. Bl#ieffet majeur concerne surtout le foie ou
le gain en terme de copies de génomes viraux attrifacteur 25 a la plus forte dose de pK4
(150 pg). Encore une fois on constate une diffigemtre le faible niveau d’expression dans
le foie et la forte transduction visible par QPQTet effet étant sérotype indépendant, il est
donc da essentiellement a linactivation du promot€EMYV ; et dans le cas du protocole
AAV9, ou le foie est le principal organe transduitla explique l'aspect en cloche des
courbes plasmatiques de souris pré-injectées avai€4.

Le vecteur AAV6 en présence de pK4 montre un prbdil biodistribution et d’expression
proche de ce que l'on trouve dans le cas de 'AAGEs que son récepteur primaire n'est pas
'HSPG. Nous avons donc cherché a savoir si I'effeta pK4 sur TAAV6 est conservé a une
plus forte dose de vecteur comme nous l'avons gbsavec I'AAV2. Lafigure 35 montre
que l'effet est inexistant quand on injecte 5 folgs de vecteur AAV6 (1.18vg). Le fait
d’augmenter le rapport vecteur/pK4 conduit méme na inhibition de la transduction
systémique. Comme la quantité de pK est du méme delgrandeur (autour de 150 ug), cela
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suggére que les gains observés avec'2vtpsont liés & un effet sur le vecteur plus quia u
saturation des cellules cibles.

40 ——AAVEG A
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30 - +90pugpK4 | S
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A=o— +150 |ig pK4 SR —mm—————
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Figure 35 — Effet de la pK4 sur une dose supérieurd@AAV6.
Concentration plasmatique de mSeAP chez des spréimjectées avec diverses quantités de pK4
puis 5 minutes aprés avec 1My d’AAV6-CMV-mSeAP en IV.

En conclusion la pK4 est capable d’améliorer lagdaction systémique par 'AAV2, mais
cet effet est inexistant avec d’autres sérotyplssqiee 'AAV1. En revanche, il est possible
de changer la biodistribution des sérotypes 5 ét@lans le cas de 'AAV6 au ratio 240
vg/150 pg pK4, le profil de biodistribution et dfession est proche de ce que I'on trouve
pour 'AAV2. Enfin, la pré-injection de pK4 permdtaméliorer sensiblement la transduction
du coeur par 'AAV9, mais il améliore surtout fortent son tropisme hépatique.

1.3.Polymeres anioniques

a) Acide polyinosinique

L'étude de vecteurs dérivés de virus non envelopoisinistrés par intraveineuse a montré
limpact des organes « filtres » sur leur biodmsition systémique. Il apparait par exemple
gue la majorité du vecteur adénoviral (Ad) est éapar le foie, majoritairement a travers la
transduction des hépatocytes, mais également tddaa phagocytose par les macrophages
résidants du foie : les cellules de Kipffer quirespondent a 30 % des cellules du foie.
Haisma et coll. ont ainsi récemment montré qu’'l pessible d’augmenter le temps de
circulation de 'adénovirus en inhibant sa captoae les cellules de Kipffer au moyen d’un
traitement a l'acide polyinosinique [91]. L’acidelpinosinique (pl) — un homopolymere
simple brin de ribonucléotide inosine (chargé niégatent) — se lie aux récepteurs scavenger
présents a la surface des cellules de Kipffer.dtara exacte de la liaison entre I'adénovirus
et ces récepteurs scavenger est inconnue. Leseécggcavenger possedent un large spectre
de ligands et ils participent a I'élimination ddfélients pathogenes et molécules notamment
via la reconnaissance de leur charge négative,ldiotnom « d’éboueurs » (scavenger).
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Le vecteur AAV possede un fort tropisme hépaticeteil a été montrén vivo grace a la
destruction des cellules de Kupffer par le chlomeegadolinium, que ces cellules participent
peu a la transduction globale du foie par 'AAV [9Zependant, la proportion exacte des
cellules de Kupffer captant 'AAV injecté reste @amue. Nous avons donc mis en place une
stratégie d’inhibition des récepteurs scavengerl@amolyanion pl pour étudier dans quelle
mesure ces récepteurs contribuent a la capturdA¥ Ipar les cellules de Kiipffer, et si tel
est le cas, si cela peut impacter la biodistributhystémique du vecteur. Les récepteurs
scavenger étant présents a la surface des macemhagis également sur d’autres cellules
présentatrices d’antigenes comme les cellules d&pdrs, nous avons également voulu
évaluer lI'impact de cette inhibition sur la mise @ace de la réponse humorale contre le
vecteur AAV.

AT
0,8
0,6
0,4
0,2

mSeAP (ng/ml)

jours post injection

Figure 36 — Impact d’'une pré-injection de pl sur latransduction systémique de différents
sérotypes AAV.

Pré-injection de pl 5 minutes avant l'injection té vecteurs AAV1-, AAV2-, AAV6- ou AAV9-
CMV-mSeAP. Les souris injectées uniqguement avegelgeur sont en bleu, les courbes orange
correspondent a la pré-injection de 200 pg de plexception de '’AAV2 qui est injecté a la dose de
1.10" vg, tous les vecteurs sont injectés a la dose™2vid@) Les courbes présentées sont des
moyennes, le nombre de souris injectées par grespprécisé au bout des courbes correspondantes
(n=). Un astérisque (*) est indiqué quand la moyerdes souris pré-injectées par la pl est
significativement différente de la moyenne des isatontréle (p<0,05).

La figure 36 présente I'impact d’'une pré-injection de pl 5 megsiavant I'administration de
vecteur AAV en IV. Parmi tous les sérotypes tessésil 'AAV2 présente une différence
statistiguement significative de la sécrétion deeAlS apres le traitement au pl comparé au
vecteur injecté seul. Le gain obtenu est de l'oxlrifacteur 2, ce qui est assez faible. Mais
cette variation implique tout de méme que 'AAV2 en partie capté par des cellules
présentatrices d’'antigénes, comprenant ou non dégles de Kipffer, via les récepteurs
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scavenger. Et l'inhibition de ces récepteurs paplleend donc cette fraction du vecteur
disponible pour la transduction d’autres cibles.
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Figure 37 — Formation d’anticorps neutralisants suie a la pré-injection de pl et d’AAV.
Les anticorps neutralisants présents a J28 danddesias des expériences de pré-injection de pl ont
été titrés. Pour cela une dilution sériée des masmest incubée avec un AAV de sérotype
correspondant codant la luciférase. La transductieiduelle de cellules Hela obtenue est mesurée et
le résultat est présenté en terme de pourcentagesutealisation relativement a un contréle sans
plasma (100 %). Chaque courbe correspond au plaktBad’'une souris. Les courbes orange
correspondent aux souris pré-injectées avec 20@eupgl, et les courbes bleues correspondent aux
souris contrdle injectées uniqguement avec 'AAV-CM\BeAP de sérotype indiqué. La dilution de
plasma nécessaire pour neutraliser la moitié duteuec correspondant au titre en anticorps
neutralisant, peut étre déterminée a l'intersectieria droite noire (50 % de neutralisation) etiade
courbe du plasma analysé.

Dans un second temps, nous avons utilisé les plasolkectés durant cette expérience pour
mesurer lI'impact de l'inhibition des récepteursv&taer sur la formation de la réponse
humorale contre I'AAV. Plus précisément, nous avalierminé les titres d’anticorps
neutralisants formés contre la capside du vecteutigure 37 montre que le traitement au pl
permet d’abaisser la quantitié d’anticorps newgaatis formés suite a cette « vaccination » par
'AAV en voie IV. En effet, nous voyons qu’il eséoessaire de diluer davantage le plasma
des souris contréle (en bleu, dilution moyenne [A8G3 + 45 %) comparé aux souris traitées
au pl (en orange, dilution moyenne de 1/1845 *+ 66 péur neutraliser la moitié de la
transduction de 'AAV2.
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La dose d’AAV2 utilisée dans cette expérience esiid3’ vg. Mais nous considérons que
ces résultats peuvent étre comparés aux autreysesdnjectés a 2.1bvg dans la mesure
ou aucune différence significative du titre neusait n'a été trouvée entre les plasmas de ces
souris injectées avec 10Ovg d’AAV2 (1/7363 + 45 %), et les plasmas provende
I'expérience utilisant 4.28vg d’AAV2 que nous avons abordée plus t6t (1/609241%).
Méme s'il est ici difficile de conclure avec si pda souris contréle analysées, les courbes de
neutralisations obtenues avec les sérotypes 196semblent également indiquer une baisse
des titres neutralisants avec le traitement aDplplus, on observe une tendance indiquant
gue la réponse anticorps contre 'AAV est capsidpeshdante pour une méme dose de
vecteur injectée. Le titre moyen en anticorps radigant (dilution du plasma pour inhiber la
moitié de la transduction) obtenu avec 'AAV6 est 211 (n=3), de 1/2342 et 1/2160 pour
'AAV1 et 'AAV9 respectivement (n=2 et n=1), et @mde 1/7363 pour TAAV2 (n=15). On
trouve donc chez la souris Balb/c une intensitdadeéponse neutralisante suivant cet ordre
décroissant : AAV2>AAVEAAVI>AAVE. L’AAVE est donc relativement peu immunége

en IV chez ces souris.

titre neutralisant
(inverse de la dilution)

0 100 200 300 400 500

Figure 38 — Dose optimale de pl inhibant la formabn d’anticorps neutralisant 'AAV2.
Des expériences de neutralisations ont été réaleséec les plasmas J28 de souris pré-injectées avec
des doses croissantes de pl (120 & 500 upg) suiingtes aprés d’une IV de 110/g d’AAV2-
CMV-mSeAP. Les chiffres sous la courbe correspondennombre de souris injectées a une dose
donnée. Les astérisques (*) indiguent les pointst d® moyenne est significativement différente
(p<0,05) du titre neutralisant des souris contsales pl (0 pg).

D’autres expériences de neutralisatiorvitro ont été effectuées avec des plasmas provenant
d’animaux pré-injectés avec une dose croissant@ldgour déterminer la dose optimale
inhibitrice de la formation d’anticorps neutralisanl apparait que la dose optimale de pl est
de 200 ug puisque l'effet inhibiteur atteint untpéu au-dela, ce qui indique une saturation
des récepteurs scavenger des cellules présensadraatigenesfig. 38).

Au passage nous avons aussi mesuré les titreslisarnts des plasmas des souris traitées a la
pK4. En effet, les HSPG ont été rapportés commerfsant l'infection des cellules
présentatrices d’antigenes par I'AAV2 [43]. Nousas donc vérifié indirectement a travers
la réponse humorale neutralisante, si la pK4 powaamenter la transduction de ces cellules
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in vivo. Aucune différence significative n’a été trouvédre le titre neutralisant des souris
traitées (1/6928 + 25%) ou non (1/6092 + 24%) daquK4.

En conclusion, nous démontrons que 'AAV2 est cayatiéles récepteurs scavenger au niveau
d’'une population de cellules présentatrices d'amtégrestant a déterminer. Et il est possible
de saturer ces récepteurs a l'aide d’'une pré-injeate pl pour inhiber cette interaction, ce
qui permet :

- de rendre une fraction de vecteur AAV2 supplémeatadisponible pour la
transduction d’autres populations cellulaires @ble
- de réduire la formation de la réponse anticorpsraésant 'AAV injecté.

b) Sulfate de dextran

Il a été rapporté que la synthése d’'HSPG se ré&iuitours de la maturation du muscle
squelettique, et ce phénoméne a été proposé peliquer la perte d’infectiosité du virus
enveloppé HSV (herpes simplex virus) qui explogte molécule en tant que co-récepteur
pour son adsorption a la cellule [93]. De la ménamigre l'infectiosité de I'AAV2 dans le
muscle est corrélée a I'expression de son réceprémaire HSPG a la surface des cellules,
ce qui explique son tropisme préférentiel pouffilees musculaires lentes exprimant THSPG
plus abondamment. Nous avons proposé sur cettd’bggethése de pontage avec la pK qui
améliorerait la liaison aux HSPG. Cette hypothésgliqgue une liaison de la pK avec une
zone électronégative de la capside AAV, autrementpdlycation agirait comme un
compétiteur au niveau du récepteur HSPG. Et c'éstilement ce qu’il advient quand on
utilise un polyanion, particulierement si c’est amalogue du récepteur du virus : il y a une
compétition inhibitrice. La liaison de I'AAV2 a I'BPG est par exemple inhibée par
'héparine soluble ; et de la méme maniere, un svimyant comme récepteur un
glycosaminoglycane (GAG) hautement sulfaté ou gepteur chargé négativement, peut étre
inhibé par la compétition avec un polyanion (anatdde ce méme GAG). C’est par exemple
le cas du dextran sulfate qui inhibe l'infection\dtus CMV, de poliovirus [94], du virus de
Sendai et de la grippe. Il apparait donc difficilaugmenter la transduction de cellules cibles
par un vecteur viral en employant un polyanion, @ins d’entrer en compétition avec des
cellules transduites non désirées comme nous Isawmntré avec le pl.

Méme si les récepteurs scavenger se lient uniqueraeec des polyanions, tous les
polyanions ne fonctionnent pas comme leur ligares técepteurs scavenger présents a la
surface des macrophages de souris peuvent ail@rsau pl, au sulfate de dextran et au
fucoidan, mais pas au chondroitine sulfate ouépktnine. Le sulfate de dextran pourrait donc
agir sur ’AAV2 comme le pl, a travers une compétitau niveau des récepteurs scavenger.
Cependant Angela Dyer et coll. ont montré que liygmoon sulfate de dextran peut se
comporterin vitro comme un récepteur artificiel pour le HSV-1 etsasugmenter I'infection
de cellules sog9 déficientes en GAG [95]. Et Yeangoll. ont reproduit cet effét vivo dans
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le muscle mature de la souris [93]. Dans ce coejdgtsulfate de dextran agit en trans comme
un récepteur en se liant a une glycoprotéine declmbrane du HSV et en se substituant a son
récepteur HSPG pour initier I'adsorption a la delliNous avons donc testé ce polyanion en
pré-injection avant ’'AAV2, ou en co-injection dalessmuscle dans l'optique d’augmenter la
transduction systémique ou celle des fibres musesleexprimant peu d'HSPG, ce qui

« compléterait » le tropisme musculaire de 'AA\KZais ni la pré-injection en 1\fig. 39A),

ni la co-administration en intramusculaifeg( 39B) n'ont montré un gain de transduction
vivo aux quantités utilisées (vdig. 39 ci-apres).

&

0,8
0,6

0,4 -

mSeAP (ng/ml)

0,2

jours post injection jours post injection

—— AAV2 = AAV2 + Sulfate de dextran

Figure 39 — Impact du sulfate de dextran sur la trasduction de 'AAV2.
A) Le vecteur AAV2-CMV-mSeAP est injecté en IV a lasd de 1.10 vg 5 minutes aprés l'injection
IV de 150 pg de sulfate de dextra). 6,7.10 vg de vecteur AAV2-CMV-mSeAP est co-injecté en
intra-musculaire dans le tibial antérieur (IM) a\B&0 ng de sulfate de dextran dans un volume final
de 35 pl. Dans les graphiqud$ et B) chaque courbe de sécrétion mSeAP correspond &aumes.
Les courbes bleues sont les souris contrble sdfasesde dextran, et les courbes orange sont lassso
qui ont été traitées au sulfate de dextran.

2. Facteurs sanguins modulateurs de l'infection par AAV

2.1.Facteurs dépendants d’ions métalliques bivalents

L’interaction de molécules de la circulation samguavec les virus module leur tropisme ou
leur infectivité. Le tropisme hépatique du vectedénoviral de sérotype 5 est ainsi dd en
grande partie a son interaction avec la protéineaaplément C4BP ou encore avec des
zymogéne dépendant de la vitamine K tel que le facteur dagalation X. Ces facteurs
établissent une liaison entre la capside et lesG1®R la protéine LPR (low-density
lipoprotein receptor related protein) a la surfdes hépatocytes [96]. Ce cas correspond a une
interaction favorisant l'infection, mais a l'inversde nombreux facteurs circulants ont la
capacité d’inhiber un virus. C'est par exemple & cde molécules de 'immunité acquise
comme les anticorps neutralisants, ou encore déreuses opsonines de I'immunité innée

“ Pro-enzyme nécessitant un clivage protéolytigiredicquérir une activité enzymatique.
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telles que la protéine C3b du complément qui ppdi@ la phagocytose de virus. Notons
également que d’'un point de vue évolutif un certaimbre de virus exploitent ou détournent
les molécules du systéeme immunitaire a leur prbfits partenaires sanguins de la capside
AAV sont peu connus. On sait cependant que la dapta 'AAV2 lie plusieurs protéines du
systéme du complément [62], et que certains séstgomme I'AAV4 ou 'AAV5 sont
capables d’hémagglutinatiof97, 98]. De plus, des traitements anticoagulamtsrférent
avec la transduction du foie par 'AAV2 [42].

Nous nous sommes intéressés aux systemes du coempl@mnde la coagulation et a leur
impact potentiel sur la transduction sytémique '@V injecté en IV. Dans un premier
temps, nous avons adopté une approche globalet mjut de criblelin vivo I'impact des
différents facteurs de ces systemes un a un séfM:ACes deux cascades enzymatiques du
sang sont dépendantes des ions calcium et/ou magnpseur leur activité. Nous avons donc
procédé a une chélation globale pour définir siaun plusieurs processus biologiques
dépendant d’ions métalliques joue sur la transdoctie 'AAV, et si oui dans quel sens:
inhibition ou potentialisation de I'infection. Pooe faire, nous avons administré de 'EDTA
(sel disodique d’acide éthylene-diamine-tétraacéfign vivo aux souris Balb/c avant de
procéder a 'administration intraveineuse d’'un eectAAV2- ou AAV9-CMV-mSeAP.
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Figure 40 — Impact de 'EDTA sur la transduction sytémique des vecteurs AAV2 et AAV9.
Le vecteur AAV2- ou AAVI-CMV-mSeAP est injecté evi & la dose de 1.1bvg 30 minutes aprés
l'injection IV dEDTA (300 pl a 7 mM). La mSeAP estosée dans le sang des souris prélevées
chaque semaine apres les injections. Les résuibatsprésentés sous forme de courbes moyennes +
les écart types ; le nombre d’animaux par grouperégisé en bout de courbes.

La concentration plasmatique de la mSeAP obtenuspats du temps dans ces expériences
est présentée dans figure 40. La comparaison des courbes de sécrétion moyedmda
protéine transgénique chez les souris traitées oxre pas de difféerence significative avec
celles des souris contréle. Dans le cas ou plusitaateurs dépendant des ions métalliques

" Capacité de certains virus a s'adsorber sur facaides globules rouges (en se liant a I'acide N-
acétylneuraminique par exemple), se qui provocagglutination de ces globules rougesitro.
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moduleraient I'infection du vecteur, il est possilojue leurs actions antagonistes conduisent a
des courbes de sécrétion similaires aux courbes@enCependant il est aussi possible que
le traitement EDTA n’ait eu aucun impact sur lans@uction du vecteur AAV car les facteurs
modulateurs sont indépendants des ions métallidpiedents, ou encore parce que leur
activité biologique n’est pas nécessaire a I'intBom avec la capside AAV.

2.2.Le complément

Jusqu’ici nous avons envisagé le mode d’actioradeKl a travers son interaction potentielle
avec le vecteur et ses cellules cibles. Mais nandans a I'esprit que la pK pourrait aussi agir
sur des cofacteurs sanguins modulant I'infectiod’aV. Christian Plank, qui a étudié le
mode d’action de la polylysine en tant que vecteur viral, s’est intéressé a l'interaction de
cette molécule avec le complément. Ses résultatérerd que la polylysine est opsonisée par
le complément de maniére dose dépendante et a@aé&@ masse moléculaire [99, 100]. Or
ce sont deux propriétés que nous retrouvons dacedi® de nos expériences de modification
de la biodistribution de I'AAV par la pK, dont It est dose dépendant et corrélé en
intensité avec le degré de polymérisation de lglpsihe. Ces pistes nous ont amenés a
vérifier I'impact du complément sur la transductgystémique de 'AAV2.

Dans un premier temps nous avons déplété le coraplgmvivo grace a un facteur de venin
de cobra (FVC). Le FVC est un composant non toxiquevenin de cobra (purifié de ses
phospholipases), il active la voie du complémenioemant des convertases qui consomment
les composants C3 et C5 du complément [101]. Ciomtngnt aux convertases normales,
celles formées avec le FVC sont résistantes awedad et | régulateurs de la cascade
d’activation du complément. Les convertases forngamsle FVC sont donc capables de
consommer la quasi-totalité du complément circutamiproduits de clivage de faible demi-
vie. Cette approche est bien documentée chez ldassamnais il existe divers protocoles
d’injection et divers FVC dont l'activité varie se&l 'espéce de cobra dont ils proviennent.
C’est pourquoi nous avons commencé par validefidadité du FVC dont nous disposions
chez la souris Balb/c.
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Figure 41 — Test du facteur de venin de cobra dara souche Balb/c.
Un groupe de 6 souris est injecté & JO par vorapstitonéale (IP) avec des doses croissantes de
facteur de venin de cobra (FVC) : 8, 18 et 25 Ws@Rris par dose). Du sang est prélevé sur ces
animaux 24 heures avant le traitement, puis 248¢t 4prés (soit a J-1, J1 et J2). Le complément
présent dans les plasmas est évalué par un téshdiyse d’hématies de moutomvitro. Si le
complément forme des complexes d’attaque membmafesrhématies libérent leur hémoglobine qui
est mesurée par spectrophotométrie a 415 nm. Lebe® bleues correspondent & J-1, les courbes
orange a J1, et les rouges a J2.

La figure 41 montre que l'activité du complément présente cleszsouris Balb/c a J-1
(courbes bleues) est inhibée dans les plasmasiEsia J1 et J2 apres le traitement au FVC
(courbes orange et rouges). La déplétion en congiéest donc obtenue vivo a toutes les
doses testées chez toutes les souris a J1, geelliste chez la majorité des animaux a J2. En
effet, une des 2 souris traitée avec 18 unités\ie présente une déplétion du complément a
J1 mais récupére un niveau normal 48 heures aprgstion (seule courbe rouge ayant une
activité normale du complément). Ce protocole priglaire valide donc chez la souris Balb/c
la procédure d'injection de vecteur AAV2 24 heuampses le traitement FVC, de maniére a ce
gue l'infection se réalise en 'absence de la ni@alu complément circulant.
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Figure 42 — Transduction systémique de 'AAV2 cheles souris déplétées en complément.
Le vecteur AAV2-CMV-mSeAP (1.18vg) est administré en IV 24 heure aprés une ilmedP de
FVC. La sécrétion de mSeAP est alors dosée dasabg chague courbe correspond a une souris. Les
courbes bleues correspondent aux souris contrdldragées par le FVC, les courbes jaunes a rouge
correspondent aux souris traitées avec des quantidéssantes de FVC.

L’injection de vecteur AAV2 chez des souris dépétén complément est présentée dans la
figure 42 On observe une inhibition de la sécrétion de niSeldez les souris traitées par le
FVC, ce qui indique que le complément est un fackeorisant l'infection du vecteur AAV2
injecté par voie intraveineuse. Or il a été monfdemment que la présence de protéine C3 du
complément dans le sérum favorise la capture da\fA par des macrophages primaires de
sourisin vitro [62]. Si 'AAV2 est également opsonisé par le cédnpentin vivo, son
élimination est donc médiée par phagocytose damaniacrophages et autres cellules de
limmunité possédant des récepteurs du complénmaatrophages, lymphocytes, CPA...).
Or le promoteur CMV utilisé dans notre expérienst actif en transcription chez les
macrophages [102]. Ainsi I'inhibition de sécrétiobservée avec la déplétion du complément
par le FVC pourrait correspondre a une perte desgion chez les macrophages transduits
par TAAV2.

Plank et coll. ont montré que la pK opsonise le gément [100], mais si I'effet de la pK
était exclusivement une inhibition du complémenipraa nous observerions dans nos
expériences de pré-injection une baisse de séarétialogue a lfigure 42 ce qui n’est pas

le cas. Pour expliquer I'augmentation des niveaexmSeAP chez les animaux pré-traités
avec la pK, tout en tenant compte des résultats deFVC, nous pouvons proposer
'hypothése suivante : la pK rend le vecteur terapement « furtif » vis-a-vis d’une partie
du systéeme immunitaire inné en empéchant la catule transduction de macrophages par
'AAV2, ce qui correspond a une baisse de sécramta mSeAP du méme ordre que ce que
nous observons avec le FVC. Mais la pK produit &geht un effet de pontage entre capside
AAV2 et HSPG, ce qui augmente la transduction sy&f@e dans divers organes dont les
muscles. Cette dualité de l'effet de la pK est suf@e par la comparaison des expériences
utilisant le promoteur CMV et le promoteur musqgi@sifique MCK. En effet, on observe
gue la majorité de la sécrétion de mSeAP plasmatidienue apres I''V d’AAV2 est die a
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une expression provenant d’autres cellules quaukcha (cellules de Kipffer, hépatocytes...).
Alors gu’avec la pré-injection de pK4, on observegain énorme de la sécrétion musculaire
de mSeAP de l'ordre de 160 fois dans I'expérierntiesant le promoteur MCK. Dans le cas
de l'utilisation d'un promoteur CMV, la pK inhibeatda transduction des macrophages, ce
qui réduirait la sécrétion de mSeAP. Mais le gditeau par pontage avec les HSPG dans le
muscle et les autres organes renverserait la teagdae qui expliquerait le gain global de
sécrétion de l'ordre de 6 a 7 fois. Cette hypothssel’action double de la pK par pontage
avec les HSPG et par inhibition du complément eweiait donc le gain inférieur de
sécrétion avec la pré-injection de pK et le promot€MV, alors qu'il est beaucoup plus
important quand on restreint 'expression aux ¢edunusculaires.

2.3.Facteurs de coagulation

L’héparine non fractionnée étant inhibitrice de A¥2, la mise au point d’essais cliniques
utilisant ce sérotype injecté par cathéter a nétéelssrecherche d’'un anticoagulant neutre. Et
a cette occasion Arruda et coll. ont montré quepfeseases de la coagulation peuvent influer
sur la transduction de I'AAVH vivo [42]. Leur modele d’étude consiste en I'adminigtnat

de divers traitements anticoagulants avant lingectpar voie IV d'un AAV2 codant le
facteur IX humain sous le contrdle d’'un promotenie fspécifique. La transduction est suivie
par dosage du facteur IX humain dans le sang desssdls montrent ainsi que les
anticoagulants hirudine et TAP (Tick Anticoaguldptide) inhibent la transduction de
FAAV2, que I'héparine de bas poids moléculaire esttre et que la génération de thrombine
améliore la transduction. L’inhibition qu’ils obsent provient d'une baisse de la
transduction du foie par 'AAV2. Et l'effet des a@dagulants utilisés est dépendant du
sérotype puisque contrairement a 'AAV2, aucuneibition n’'est notée avec 'AAV5 et
'AAVS.

L’héparine est capable de bloquer la transductien8AV2 in vitro de maniere dose
dépendante, cependant I'action des anticoagulaess tnouvée quh vivo. Nous avons donc
testé directemenn vivo 'impact de l'anticoagulant warfarine sur la trdaostion de 'AAV9.

La warfarine inhibe la vitamine K époxide réductasee enzyme clé du recyclage de la
vitamine K oxydée en sa forme réduite aprés qu’alteparticipé a la carboxylation de
différents facteurs de coagulation, principalemintprothrombine et le facteur VII. La
warfarine est donc inhibitrice de la synthése d@gmagénes vitamine K dépendants de la
coagulation, son activité est donc plus lente @gedutres anticoagulants mais elle a un
spectre d’action plus large. L’AAV9 a été choisr @@ sérotype n'a jamais été testé en
présence d’anticoagulants, et car sa grande efficde transduction par voie systémique
permet un suivi aisé de I'expression sur coup®loigtque.

Dans un premier temps nous avons veérifié I'effitade la warfarine a la dose envisagée pour
les expériences sur la souris Balb/c. Ceci a étisééen mesurant le temps de Quick (temps
de coagulation, voir protocole p206) de plasmasalgis traitées ou non avec la warfarine (3
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a 4 souris par groupe). Les souris non traitéesuontemps de coagulation moyen de 26,5
secondes, alors que les plasmas des souris traitdaswarfarine sont essentiellement
incoagulables avec des tempa 5 minutes. Aprés cette vérification, nous avoaisé ou non
deux groupes de souris avec ce protocole anticaagefficace, puis nous les avons injecté
en IV avec le vecteur AAV9-CMV-mSeAP.
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Figure 43 — Impact de la warfarine sur la transducion systémique du vecteur AAV9.
Le vecteur AAV9-CMV-mSeAP est injecté en IV a Isdale 1.18 vg chez des souris traitées ou non
par la warfarine (voir matériel et méthode p195% InSeAP est dosée dans le sang des souris
prélevées chague semaine aprés l'injection du wectees résultats sont présentés sous forme de
courbes moyennes * les écart types; n=4 sourisgpaupe. Les astérisques (*) indiquent une
différence significative entre la moyenne des sotrditées a la warfarine et celle des souris 6tmtr
(p<0,05).

La figure 43 montre que la sécrétion de mSeAP est moderémgmeniée chez les souris
traitées avec la warfarine comparé aux souris d¢@ntéa transduction a par la suite été
analysée dans le cceur, le diaphragme, la logeieun&ret le quadriceps en révélant la
MSeAP sur coupes histologiques.
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Figure 44 — Marquage de la mSeAP sur coupes histglgues du protocole warfarine.
Loge antérieure (LA) et quadriceps (Qua) représiéntdes souris injectées par le vecteur AAV9 avec
ou sans pré-traitement a la warfarine (n=4 sowiggpoupe). Barre d’échelle de 1 mm.

Aucune différence notable n'a été trouvée dansidphiagme et le coeur entre les souris
contrble et les souris traitées (résultats non mdsht En revanche, un léger gain du nombre et
de lintensité des fibres musculaires positivesrdaumSeAP est visible dans les quadriceps,
et un gain notable de transduction est trouvé taittge antérieure (comparer les photos des
souris traitées a gauche dditpure 44 avec les souris contrdle a droite).

Arruda et coll. montrent que divers traitementsicaatgulants modulent la transduction du
foie par TAAV2 [42]. Et il a été montré que la Warine inhibe la transduction du foie par le
vecteur adénoviral de sérotype 5 [96]. Nous avamscdquantifié la quantité de génomes
viraux dans le foie des souris. En moyenne on gdyv5 * 0,19 copies/noyau chez les souris
traitées a la warfarine, ce qui n’est statistiquetnpas différent de la quantité trouvée dans le
foie des souris contrdle : 0,68 + 0,06 copies/noyaugain de transduction observé dans les
muscles ne provient donc pas d'une fraction deewsctibérée par un shunt du foie en
'absence de zymogénes vitamine K dépendantssiérégalement possible que les facteurs
de coagulation favorisent l'infection d’'un organdra que le foie (et dans lequel le CMV est
inactif). Mais I'hnypothése du shunt semble peu pld dans la mesure ou nous n’observons
pas de variation de transduction dans le coeur adprs 'AAVY possede un fort
cardiotropisme.
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Le fait que la chélation par 'TEDTA au moment dejéction n'ait pas réduit la sécrétion de
mSeAP, indique que l'influence des facteurs de al@ipn sur la transduction musculaire ne
nécessite pas leur activité biologique qui estigaledépendante. La seule présence des
facteurs de coagulation inhibe donc une partieadgdnsduction des muscles par 'AAV9
injecté en IV.

En théorie I'effet des facteurs de coagulation ISMAV est saturable, qu’il soit négatif ou
positif sur la transduction. Arruda et coll. préeis que I'effet inhibiteur observé avec leurs
traitements anticoagulants est moindre quand l& desvecteur est augmentée de #.20
1.10" vg/kg [42]. La dose d’AAV9 de notre expériencerespond & 5.18 vg/kg (si on se
base sur une masse de 20 g pour une souris), estgoiioche de la dose ou ils constatent une
inhibition notable dans leurs expériences. Nouwaria pas testé I'impact de la dose de
vecteur dans notre systéme, mais I'étude du méoenisécis d’inhibition de la transduction
de 'AAV9 par les facteurs de coagulation permédtiaptimiser le vecteur. En conclusion,
nos analyses indiquent qu’il est possible d’augeelat transduction de certains muscles par
'AAV9 avec le traitement anticoagulant warfarirtet. cet effet est indépendant du tropisme
cardiaque de 'AAV9 (puisqu’aucun gain n'est vigillans cet organe), et il ne passe pas non
plus par un shunt du foie. Un ou plusieurs facg®uilé coagulation semble donc se lier a la
capside AAV9 de maniére indépendante du calciur,ihiberait sélectivement la liaison a
certains muscles indépendamment du récepteur LanéRgnt dans le cceur).

3. Facteurs exogenes et procédure d’administration

3.1.Shunt hépatique

Dans la mesure ou le foie capte une grande pantigedteur AAV injecté en IV nous nous
sommes demandé si lisolement du systéme portetiggpadurant linjection pouvait
significativement modifier le profil de transdugctisystémique du vecteur.

Une procédure de shunt hépatique transitoire a db@caéalisée, en isolant le foie de la
circulation durant 15 minutes juste avant l'injectide vecteur AAV. Cette chirurgie invasive
nécessite une anesthésie générale, et provoque wdamcvasoconstriction limitant la
possibilité d’injection a la veine caudale. L'admtnation du vecteur est donc faite par voie
veineuse au niveau du sinus, de méme pour lesssamontrble qui sont également
anesthésiées sans toutefois subir le shunt. Naussaealisé cette expérience de shunt avec 3
sérotypes : AAV1, AAV2 et AAVG.
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La figure 45 présente les courbes de sécrétion de la mSeAP egttésprocédure. Le shunt
du foie permet d'obtenir une sécrétion moyenne ii@givement supérieure aux souris
contrble avec les sérotypes 2 et 6. La réponseagestble dans le cas du sérotype 1, avec 3
souris sur 5 présentant un gain de sécrétion. @edgasécrétion s’explique par le fait que
'expression obtenue avec 'AAV dans le foie estimdoe que celle obtenue dans les autres
organes cibles pour une méme dose de vecteur adrémiEn effet, la cinétique d’expression
dans le foie est plus lente, et varie d’'un sérogypautre, les sérotypes 1, 2 et 6 transduisant
le foie moins efficacement que 'AAV8 par exemple shunt de la circulation hépatique
portale ne peut excéder 15 minutes, cependant émdtats indiquent que ce temps est
suffisant pour modifier la biodistribution de 'AA\en « redistribuant » une fraction du
vecteur vers les autres organes cibles. Actuelleniadministration loco-régionale par
perfusion de membre isolé pour transduire les megsebt a I'étude. L’administration du
vecteur AAV durant un shunt hépatique pourrait é&geint étre envisagée pour améliorer la
transduction systémique.

3.2. Administration de 'AAV par voie sous-cutanée

La voie sous-cutanée est une méthode d’adminmstratbn invasive couramment employée
pour délivrer un traitement avec une cinétique der@ontrairement a l'administration de
protéine recombinante thérapeutique qui nécessieadministrations régulieres, la thérapie
génique pourrait permettre une sécrétion constalates le sang. Dans cette optique
ladministration d’AAV2 en sous-cutanée a été tesen 1999 chez la souris Balb/c
immunocompétente [103]. Les auteurs de cette émadetrent que I'AAV2 ainsi injecté

-B7 -



Résultats

transduit une couche de muscle strié sous le tidipeux nommée panniculus carnosus, et
gue ce muscle permet la sécrétion de divers traesgthérapeutigues dans le sang de la
souris.

Les différents sérotypes AAV existants démontrext propriétés de franchissement tissulaire
distinctes, notamment au niveau de I'endothéliuscutaire. Les sérotypes AAV6 et 9 ont
tous les deux un tropisme musculaire fort, mais ldiune injection en IV a dose égale
'AAV9 montre un meilleur profil de distribution etne expression tissulaire forte [58]. Nous
avons étudié dans quelle mesure ces deux sérdgpedhissent le derme et permettent une
transduction systémique aprés leur administrationssutanée comparé a une injection
directe dans le sang.

Figure 46 — Marquage de coupe histologique du sit#injection sous-cutanée d’AAV.
Marquage de la mSeAP sur une coupe de peau et dolemsous-cutané de souris injectées avec
1.10" vg d’AAV6- ou d’AAV9-CMV-mSeAP, prélévement a J3ost injection. Les coupes sont
contre-colorées avec du rouge a noyau pour vigraistissu cutané. Les photographies présentées
sont représentatives de groupes de 3 et 4 souus I[FRAV6 et 'AAV9 respectivement. Barre
d’échelle de 200 pm.

Pour commencer nous avons effectué une analysddgsjue de I'expression du transgene
au niveau du site d’injection. Aucune cellule cdosint la peau (kératinocytes, cellules
souche du bulbe, adipocytes...) n’exprime le transgaBeAP suite a 'administration sous-
cutanée d’AAV6 ou d’AAV9 fig. 46). Cependant, on observe bien une transduction du
muscle panniculus carnosus situé sous I'hypodemhel AAV6 transduit cette couche
musculaire beaucoup plus efficacement que 'AAV@tdwhs que cette expérience n’exclue
pas une infection du tissu cutané par I'AAV dansnkesure ou le promoteur CMV n’est peut
étre pas actif dans ces cellules.
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Figure 47 — Sécrétion de mSeAP dans le sang desriinjectées en sous-cutanée.
Sécrétion de mSeAP dans le sang des souris deétierpe d’injection sous-cutanée comparée a l'iigacen
IV caudale de la méme dose de vecteur (1 dg). Les résultats sont présentés sous formewtdes moyennes
+ les écart types ; le nombre de souris par gragieindiqué en bout de courbe (n=). Les astérisgt)es
indiquent les points des souris injectées en sotemée dont la moyenne est significativement difféz de celle
des souris injectées a la veine caudale (p<0,05).

Afin d’évaluer la transduction systémique de 'AMar cette voie d’injection locale nous
avons comparé sa cinétique d’expression avec cbtienue lors d’'une intraveineuse dans la
figure 47. La sécrétion de mSeAP est augmentée suite adtiop sous-cutanée comparé a
lintraveineuse, et le gain est beaucoup plus ingmir dans le cas de I'AAV6. Ceci
correspond bien aux marquages dfigare 46, le gain de sécrétion étant corrélé a I'efficacité
de transduction locale du muscle situé sous letpdinjection. Afin de déterminer la
dissémination du vecteur nous avons quantifié @®mes viraux présents dans des organes
distants du point d’injection ; cette biodistrilari suivie par QPCR est présentée dans la
figure 48.
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Figure 48 — Biodistribution de 'AAV6 et de '’AAV9 aprés une injection sous-cutanée.
Les génomes viraux présents dans les broyats deleawet du foie sont quantifiés par PCR en temels tés
colonnes bleues correspondent aux souris contigletées par IV caudale, et les colonnes orangesmpondent
aux souris injectées en sous-cutanée.
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Le vecteur AAV9 injecté en sous-cutanée transdest mmuscles et le foie de maniére
comparable ou inférieure a ce qui est trouvé dessduris contrbéle injectées en IV caudale
(fig. 48). Ce profil de biodistribution mis en parallelesdegsultats histologiques et des
cinétiques de sécrétion de la mSeAP indique qufaitde quantité de vecteur AAV9 injecté
en sous-cutané est captée par le muscle sousneddiojection. L'’AAV9 semble rapidement
passer du tissu cutané a la circulation sanguirietansduit les muscles et le foie de maniére
comparable a ce que nous obtenons apres une attatiois vasculaire directe. En revanche,
nous montrons que le sérotype 6 transduit beauptuspefficacement le muscle sous-cutané
gue I’AAV9. De plus, aucun génome viral n'est détedans les différents tissus (sous le seuil
de détection), au contraire du profil de biodisttibn trouvé lors d’une injection IV d’AAV6.

Or I'AAV6 et I'AAV9 ont des efficacités de transdimn comparables lors d’une
administration intramusculaire directe. Cette pattrité de I'AAV6 pourrait étre expliquée
par un accés plus difficile a la circulation samgucomparé a I'AAV9 car il traverserait
moins efficacement le systéme lymphatique et/ondidhélium vasculaire. Cela impliguerait
une rétention plus longue au niveau du tissu cutanélonc une meilleure transduction du
muscle localement. L’AAV6 constitue donc un séretgfficace pour faire sécréter un facteur
thérapeutique suite a une injection sous-cutahé&erait également intéressant de tester cette
approche sous-cutanée avec ’AAV6 au niveau d’'usateusquelettique chez le gros animal.
Cette stratégie pourrait ainsi étre envisagée fmtransduction du muscle pathologique en
évitant le traumatisme inflammatoire conséquefringettion directe.

3.3.Mise a jeun

Nous avons abordé dans l'introduction les diffésdatteurs exogenes et endogenes pouvant
influer sur la transduction de 'AAV. Par exempikeparait évident que la dose de vecteur
injectée détermine l'intensité de I'expression abt (facteur exogene). L’AAV exploite le
stress cellulaire pour transduire ; des inhibitedusprotéasome ou des agents génotoxiques
modulent ainsi son routage intracellulaire et augem sa transduction de maniere cellules et
sérotypes dépendantes [33]. Nous avons étudié dimml’'un stress particulier sur la
transduction systémique de 'AAV : le jeline. Ceessr peut en effet agir a deux niveaux
potentiellement modulateurs de linfection par I''A Tout d’'abord le jedne modifie
globalement le métabolisme et les niveaux plasmesicen lipides, glucides et protides. La
concentration des facteurs plasmatiques interagisseec la capside AAV pourrait donc étre
modifiée. Enfin, le jedne est inducteur d’autopleggbuvant également moduler I'infection.
Nous avons donc procédé a linjection IV de veedAV chez des souris Balb/c ayant été
mises a jeun ou non la veille de I'expérience.
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Figure 49 — Impact du jelne sur la transduction dwecteur AAV.
Dans cette expérience deux groupes de souris Bdéb® a 10 semaines sont injectés de la méme
maniére en IV caudale avec le vecteur AAV1-, AAVBAV6- ou AAVI9-CMV-mSeAP. Le groupe
test est mis a jeun en moyenne 18 heures avafgction (courbes orange), alors que le second
groupe contréle accede normalement a la nourrfamerbes bleues). Les résultats sont présentés sous
forme de courbes moyennes * les écart types. Adjgtion de I'AAV2, tous les vecteurs sont injectés
a la dose de 2.1bvg avec 4 souris par groupe. Le sérotype AAV2rgstté a la dose 1.10vg avec
5 souris par groupe. Une astérisques (*) indique sécrétion moyenne significativement différente
entre souris a jeun et souris contréle (p<0,05).

A l'exception de I'AAV1, tous les sérotypes testggsentent un gain statistiguement
significatif de sécrétion de mSeAP chez les somiges a jeunfig. 49). Les souris injectées
avec 'AAV1 n'ont pas été analysées au-dela, maibiddistribution dans quelgues muscles
et dans le foie a été analysée pour les autret/péso
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Figure 50 — Biodistribution chez les souris transdites par 'AAV apres une période de jedne.

Quantification des génomes viraux dans le quadsi¢§ua), le diaphragme (Dia), le cceur (Cr) et le
foie (Fo) des souris de I'expérience de jeline.

La figure 50 indique que 'augmentation de la concentratiomBeAP plasmatique — quand
les souris sont mises a jeun avant l'injection +dge a une augmentation globale de la
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transduction dans différents organes. Et cette tification des génomes viraux par QPCR
présente de grands écarts type dans les groupsesids mis a je(n, ce qui rend compte d’'une
variabilité dans le gain de transduction d’'une soan’autre pour un méme organe.

Ces expériences indiquent donc que le jeline pedtiaer la transduction systémique de
certains sérotypes AAV.
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La preuve de principe de la faisabilité de trantiduncde I'ensemble de la masse musculaire
chez la souris et le hamster a été obtenue lorgedtions intraveineuses (IV) d’AAV6 ou
d’AAVS [41, 80]. Des études sont actuellement earsgour reproduire ces résultats chez le
gros animal. Ces résultats ouvrent évidemment @esppctives thérapeutiques pour des
maladies génétiques telles que la dystrophie maseude Duchenne. Cependant, pour
obtenir des résultats sur 'ensemble de la muamdaties doses trés importantes de virus
doivent étre injectées : on estime qu’il faudraaer par voie IV chez 'homme de l'ordre de
1.10” & 1.16° vg. Ceci pose au moins 2 problémes : 1) un probldefaisabilité au niveau
de la production en qualité GMe telles quantités de virus et, 2) il se poseqgiestions au
niveau de la sécurité de l'injection de telles dités d’AAV.

Une maniére de surmonter ces limitations seraimdlarer l'efficacité de transduction du
vecteur AAV et/ou de modifier son tropisme de memi@ injecter des doses inférieures de
vecteur. Diverses approches de modification géunétide la capside AAV ont ainsi été
décrites. Avec par exemple I'incorporation de pagsiligands sélectionnés par phage display
a la surface de la capside AAV [104, 105]. Uneaafproche consiste a modifier de maniere
aléatoire les genes codant la capside puis a cridkdevecteurs obtenus contre les cellules
d’intérét [88].

Quelques approches non génétiques visant a amélioteansduction du vecteur AAV ont
également été développées. Walters et coll. ontegample montré que le fait de co-
précipiter 'AAV2 avec du calcium phosphate amdide transfert de géne vers I'épithélium
des voies respiratoires aprés une instillatioraimasale [106]. Plus récemment, il a été montré
gue l'addition de lipides cationiques a 'AAV9 arnoghit I'efficacité de transduction des
poumons [107]. La modification covalente de la dodsavec des chaines de
polyethyleneglycol [108] ou par des copolymeres HPAMégalement été évaluée [109].

Nous nous sommes attachés a trouver des stratggjegantes permettant d’améliorer la

transduction systémique du vecteur et en particldi¢ransduction du muscle afin de pouvoir

injecter des doses inférieures de vecteur. Dansaeoond temps, nous avons également
exploré d'autres pistes: 1) modification de facsewsanguins pouvant influencer la

transduction systémique de I'AAV, 2) influence dulife ou encore 3) influence de la voie
d’administration.

" Good Manufacturing Practices : « Bonnes pratigieefabrication » pour la clinique.
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Stratégie adjuvante utilisant des polymeéres catiogiues :

Le vecteur AAV2 transduit peu le muscle apres mjection IV, y compris a la forte dose de
1.10"* vg. Nous montrons que la pré-injection du pohamagoly-L-lysine (pK) en IV avant
'administration du vecteur AAV2 permet d’augmentgobalement la transduction dans les
organes cibles du vecteur tel que le foie, et lasales avec en particulier une amélioration de
la transduction des muscles vitaux que sont le ceelg diaphragme. Cet effet de la pré-
injection de pK est également retrouvé avec leseves AAV de sérotype 5, 6 et 9. Dans le
cas de I'AAV6 le profil de gain avec la pK est t@rsche de ce que I'on trouve avec 'AAV2,
alors que pour I'AAV9 le gain est visible dans leeur et le foie mais pas dans les autres
muscles squelettiques évalués.

Mode d’action de 'adjuvant pK sur 'AAV2 :

Au départ, nous avons émis I'hypothése qu'un potgreationique de polylysine pourrait
modifier la biodistribution du vecteur AAV2. Cet¢eidée » était basée sur la connaissance de
la liaison électrostatique entre le vecteur AAV2sen récepteur. En effet, le domaine de
liaison de 'AAV2 a son récepteur primaire HSPGgaidf) correspond a des résidus basiques
formant une zone positive a la surface de la cap@d]. Le polymére cationique pK est lui
aussi capable de se lier aux HSPG [85]. Injecténtaleavirus, il pourrait donc saturer les
HSPG, ce qui inhiberait la transduction du vect@apendant, nos résultats ne vont pas dans
ce sens ; en effet, nous montrons que la pK n'graseen compétition avec le vecteur AAV2
mais au contraire elle permet d’ameéliorer la tracsidn des organes cibles. Cet effet est
€galement retrouvé avec un autre polymére catienidp poly-L-arginine (pR).

L'effet de la pK augmente avec le degré de polysation. De plus, le gain d’expression
plasmatique observé (sécrétion de mSeAP) augmeatela dose de pK (ou de pR) injectée
jusgu’a une dose optimale. En revanche, jouerssquéntité de vecteur AAV2 ne semble pas
modifier l'intensité du gain de transduction poureudose de pK fixe. Ces observations
suggerent que l'effet de la pK est saturable, &liguagirait sur les cellules cibles plus que
sur le vecteur.

Nous montrons également que le délai entre liigectle pK et d’AAV2 doit étre bref pour
obtenir le gain de sécrétion de mSeAP maximal ;uaie d’administration plus lente comme
lintrapéritonéale se révélant moins efficace quB/ Ipour un méme délai entre
administration du polymeére et du vecteur. La sation des cellules cibles par la pK est
€également confortée par le fait que la co-admiaiin de la pK avec le vecteur donne une
efficacité comparable ou moindre (selon le degr@palgmérisation de la pK) comparée a la
pré-injection 5 minutes avant 'AAV2.

L'utilisation d’'un vecteur AAV2 possédant une cdtsal’expression de la mSeAP sous le
contrble d’'un promoteur muscle spécifigue (MCK) fione I'efficacité de cette approche
dans le muscle, le gain de sécrétion de mSeAP Bemtcoup plus important que ce qui est
observé sous le contrdle du promoteur CMV (facid@ vs 6).
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Notons que les marquages histologiques ainsi qudage de la mSeAP dans les organes
montrent que I'amélioration de transduction esttipaierement importante dans le
diaphragme et le coeur qui sont des muscles edtambat lents. Sachant que les fibres
lentes expriment plus abondamment les HSPG [79, @0] que I'AAV2 transduit
préférentiellement ces fibres, il semble donc cueK potentialise le tropisme naturel de
'AAV2 dans ces muscles.

En prenant en compte I'ensemble de ces résultdasfait que la polylysine est capable de se
lier aux HSPG, nous proposons I'hypothese selonel) la pK modifie la biodistribution du
vecteur AAV2 en le concentrant vers les zones sicee HSPG via un effet que nous
qualifions de « pontage ». En effet, le vecteur RAiijecté par voie vasculaire (IV) serait
capté au niveau de zones électronégatives de sadegpar la pK qui formerait alors un
« pont » entre le vecteur et les HSPG membrandeels cellule cible. L’internalisation du
vecteur dans les cellules se produirait alors dsdn aux co-récepteurs du virus ou encore
par une voie alternative si 'encombrement stérigieela pK empéche ces interactions.
Notons cependant que nous avons constaté dansule etofe diaphragme que des fibres
rapides sont aussi transduites en présence dd pkest donc pas exclu que la pK forme un
pont entre le vecteur et la membrane indépendamdesnHSPG, ou encore gu’elle améliore
la liaison aux HSPG plus faiblement exprimés aulfase des fibres rapides.

Action de I'adjuvant pK sur d’autres sérotypes AAV :

La pré-injection de pK améliore également I'expi@sde la mSeAP plasmatique lors de
l'injection des vecteurs AAV de sérotype 5, 6 eD@ns le cas de I'AAV6 le profil de gain
dans les organes est trés proche de ce que l'ametravec I'AAV2, alors que son récepteur
primaire n'est pas 'THSPG. Cependant il a été mboaue le sérotype 6 est capable de lier
'héparine avec une affinité inférieure a celleld@eAV2, mais que contrairement au cas de
'AAV2 cette molécule n'inhibe pas la transductide I'AAV6 in vitro [98]. Le r6le de
'HSPG en tant que récepteur de 'AAV6 est doncjdats débattu. Néanmoins, ce point
commun avec I'AAV2 expliquerait I'effet de la pK sle sérotype 6 dans le cadre de
I'hypothése de pontage aux HSPG.

Notons cependant une différence concernant le nobaetion de la pK sur 'AAV6 : sa
transduction systémique est améliorée ou inhibémn da quantité de vecteur injectée pour
une quantité fixe de pK4. Le fait que le gain densduction soit perdu en augmentant le
rapport vecteur/pK4 suggere que la quantité denp&ragissant avec le vecteur AAV6 est le
point limitant, et qu'une quantité minimale de pkebst nécessaire pour améliorer la
transduction. Il est possible que le gain de traasdn corresponde a une liaison de 'AAV6
aux HSPG via la pK4, et que dans le cas ou unéefgilntité de pK4 se lierait a TAAV6 |l
en résulterait plutét une inhibition de l'infectipassant par le récepteur de 'AAV6.

Le fait que la pK améliore également la transductio sérotype 9, ainsi que du sérotype 5
dont la capside a relativement divergé au niveanluét [21] de celles des AAV2, 6 et 9
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(dont la séquence VP1 est homologue a plus de fBPs suggére que le site de liaison de la
pK & la capside AAV est assez conserve.

L’exception a cette regle est 'AAV1 puisque nouavons constaté aucune difféerence de
transduction avec ce sérotype en présence de pl. €3¢ informatif dans la mesure ou
'AAV1 partage 99 % d’identité de séquence en axi@minés avec le sérotype 6 au niveau de
la séquence de VP1 [25]. La comparaison des ségsiahes protéines de capside VP de
'AAV1 et de 'AAV6 pourrait ainsi permettre l'iddification des acides aminés impliqués
dans la liaison de la pK4 a 'AAV6.

Stratégie adjuvante utilisant des polymeéres anioniges :

Les molécules anioniques analogues de glycosanyicagts (GAG) entrent souvent
en compétitiorin vivo avec les virus utilisant ces mémes GAG en tantr§oepteurs lors de
l'infection de leurs cellules cibles, comme lorsldeompétition de I'héparine soluble avec le
récepteur HSPG de I'AAV2. Cependant, 'analogue GI®G sulfate de dextran présente
diverses propriétés intéressantes potentiellemedufatrices des interactions électrostatiques
de 'AAV initiant I'infection. En effet le sulfatele dextran se lie aux récepteurs scavenger, et
il a été montrén vivo qu'il est capable d’améliorer la transduction dusoie mature par le
vecteur HSV en se liant a la surface cellulairerese comportant comme un récepteur pour
une glycoprotéine chargée positivement de la memebde 'HSV-1 [93]. Cependant, le
sulfate de dextran ne semble pas pouvoir inteegic 'AAV2 in vivo puisque nous n‘avons
constaté aucune modification de la transductiongearecteur lors d’'une pré-injection du
polymére en IV, ou lors d’'une co-administrationimamusculaire.

Une autre approche utilisant un polymere anionigoer modifier la biodistribution
de 'AAV serait d’inhiber spécifiquement la transtion d’une population cellulaire au profit
d’'une autre. Nous montrons ainsi lors de la saturates récepteurs scavenger par injection
d’acide polyinosinique qu’une fraction du vecteuh\® injectée est captée par des cellules
présentatrices d’antigénes via ces récepteurse @giproche rend une fraction de vecteur
disponible pour d'autres populations cellulairegtérét, et améliore ainsi sensiblement la
transduction systémique. De plus, ce traitemetdacde polyinosinique permet de réduire la
formation de la réponse anticorps neutralisant M&@Anjecté chez la souris.

Facteurs sanquins modulateurs de l'infection par AAV :

Dans un premier temps nous avons utilisé une apprde chélation parEDTA in
vivo avant l'injection du vecteur AAV2, mais cela n'asgpmodifié le profil I'expression du
transgéne rapporteur mSeAP. Les facteurs dépendstsons métalliques bivalents ne
semblent donc pas interagir avec le vecteuwrivo, ou bien, si c’est le cas leur activité
biologique n'est pas nécessaire a l'interactiorcdaecapside AAV.
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Puis, nous nous sommes intéressés aux systemeasmhlément et de la coagulation
et a leur impact potentiel sur la transduction’ 44V injecté en IV.
La déplétion dwcomplémentin vivo grace au facteur de venin de cobra (FVC) a étiséea
avant l'injection du vecteur AAV2-CMV-mSeAP. Nousoas observé une inhibition de la
sécrétion de mSeAP chez les souris traitées pBW (& ce qui indique que le complément
favorise la transduction d’une population cellidapar le vecteur AAV2 injecté en IV. Ces
cellules pourraient étre des macrophages car lagteur CMV est actif en transcription dans
ces cellules, et elles possedent des réceptewsndplément.

Arruda et coll. observent une inhibition de la sdnction du foie par 'AAV en
présence d@inticoagulants[42], cette inhibition étant sérotype dépendanisque trouvee
avec 'AAV2 mais pas avec les sérotypes 5 et 8.

Nous montrons pour la premiere fois qu'une straté&giticoagulante utilisant la warfarine
permet d’améliorer sensiblement la transduction l#eAV9 de certains muscles chez la
souris tels que le quadriceps et la loge antérieamgprenant le muscle tibial. Nous montrons
également que ce gain de transduction dans leslesusquelettigues est indépendant du
tropisme cardiaque de 'AAV9, et qu’il ne passe pasla libération d’une fraction de vecteur
en shuntant le foie comme cela a été montré avaatré’s anticoagulants dans le cas du
vecteur AAV2 [42]. Un ou plusieurs facteur(s) deagolation semblent donc se lier a la
capside AAV9 de maniére indépendante du calciumexpérience EDTA), et il inhiberait
sélectivement la liaison du vecteur a certains tegsdl est possible que ces facteurs de
coagulation exercent leur inhibition de I'AAV auvaau de l'interaction avec leur récepteur
primaire. En effet, on constate que la baisse aestiuction est importante dans les organes
pour lesquels ces sérotypes ont un fort tropisfoete expression d’'HSPG dans le foie pour
'AAV2, et tropisme musculaire de 'AAV9 (réceptede la laminine ?) [110].

Identifier les interactions complexes entre lesepéeurs primaires, les co-récepteurs et la
capside de I'AAV, ainsi que les interactions aves tellules et protéine du sang est d'une
importance fondamentale pour améliorer le vect@as connaissances pourraient permettre
des approches de modification ciblée de la capsié pour améliorer la transduction lors
de 'administration systémique.

Facteurs exogénes et procédure d’administration mafiant la transduction par 'AAV :

Le shunt de la circulation hépatique portale ne peut excéder 15 a 20 minutes,
cependant nos résultats indiquent que ce tempsuéfigant pour modifier la biodistribution
de 'AAV en « redistribuant » une fraction du vaaterers les autres organes cibles. Notons
gue la majorité de la transduction de 'AAV injeaé@ IV a lieu dans les 4 heures [57].
L’AAV circule donc longtemps dans le sang contraiesit a I'adénovirus dont plus de 90 %
est éliminé du sang en moins de 10 minutes. Laacle¢ de 'AAV dans le sang varie d’un
sérotype a l'autre [58], il serait donc utile deifiér si le sérotype AAV joue sur l'efficacité
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du shunt hépatique. Dans notre cas, nous obsenesngains de sécrétion de mSeAP
plasmatique les plus importants lors du shunt lgyatavec les sérotypes 2 et 6. Le point
commun de ces sérotypes est leur capacité deriaishéparine [98]. Il serait relativement

logique de penser que l'effet du shunt hépatiquedesitant plus marqué que le sérotype
AAV utilisé est capté par le foie notamment vialSPG trés exprimés dans cet organe.

Le jeline peut améliorer la transduction systémique de certsérotypes AAV chez la
souris : AAV2, 6 et 9, mais pas dans le cas de YAAIl serait intéressant de vérifier cette
observation chez le gros animal et chez 'homme, a=ite simple modification d'un
protocole clinique pourrait améliorer la transdostides organes cibles lors d'une
administration IV.

L’AAV6 injecté en sous-cutanéetransduit beaucoup plus efficacement le muscle
panniculus carnosus situé sous I'hypoderme queV@Aans les mémes conditions. En effet,
'AAV9 semble rapidement passer du tissu cutarg @rtulation sanguine ou il transduit les
muscles et le foie de maniére comparable a ce qus abtenons aprés une administration
vasculaire directe. Au contraire de I'AAV6 qui adeeplus difficlement & la circulation
sanguine aprés son injection sous-cutanée (diiférele passage du systeme lymphatique
et/ou de I'endothélium vasculaire), ce qui se titaplar une rétention locale plus longue dans
le tissu et donc par une meilleure transductiomdscle sous cutané.

Application théorique de ces différentes approched '’homme :

Poly-L-lysine :

La toxicité de la pK4 chez la souris constitue Wwstacle pour son administration chez
’homme. Cependant, nous montrons que linjectiauttes polymeéres cationiques tels que
la poly-L-arginine possede les mémes propriétéavadies sur I'AAV2. Nous montrons

également un gain de transduction dans le musae des pK de différents degré de
polymérisation lors de I'expérience utilisant l@moteur muscle spécifique MCK. Il pourrait

donc étre possible de trouver soit une dose naguexchez 'lhomme soit un autre polymere
— plus compatible pour une utilisation chez 'hommepossédant toutes les propriétés
nécessaires a 'amélioration de la transduction.

Concernant l'intérét de cette stratégie avec I'AAV2

Il est clair que 'AAV2 n’est pas le vecteur idé&ar la transduction que nous obtenons dans le
muscle, et le cceur en particulier, peut étre olgterez la souris sans stratégie pK avec les
sérotypes AAVS et 9. Cependant, le cardiotropism&AAVI n'est pas retrouvé chez le gros
animal comme le chien par exemple, et a 'heureicdlet personne n’a injecté de vecteur
AAV9 chez I'homme en systémique dans le but desttame le muscle. Personne n’est donc
en mesure d’affirmer que le sérotype 9 possederapistme pour le cceur humain. En
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revanche, notre stratégie adjuvante potentialise trensduction du vecteur AAV2
normalement inefficace dans le cceur ; il est dorgsible que cette stratégie permette une
transduction intéressante des cceurs du chien dihaleme. Notons également que nous
montrons la possibilité d’améliorer la transductéhncoeur par 'AAV9 de plus d'un facteur 2
chez la souris avec la pré-injection de pK4.

Dans le cas d'une application de la stratégie ¢ (K a la dystrophie musculaire de
Duchenne, notons que la thérapie génique AAV dodi @dministrée de préférence tét chez
'enfant, si possible avant I'apparition des sigeésiques. Or le muscle immature exprime
plus abondamment 'HSPG, ce qui est favorable étita du polycation dans le cadre de
'hypothése de pontage aux HSPG. De la méme manigreontexte dystrophique installé ne
devrait pas géner cette approche puisque la rég@@rpermanente rend le muscle plus
immature, et que le muscle dystrophiqgue compengmgie son phénotype par une transition
de ses fibres musculaires vers le type lent exptiplus abondamment 'HSPG [79, 90].

Si I'on sort du contexte des maladies neuromus@sdaie vecteur AAV est aussi utilisé lors
d’administration systémique pour transduire le fafi@ de sécréter dans le sang une protéine
thérapeutique tel qu’'un facteur de coagulation atex patients hémophiles par exemple. Or
nous avons démontré que la poly-L-lysine peut ficativement améliorer la transduction du
foie par différents vecteurs AAV tels que les s@pes 2, 6 et 9. L'effet étant relativement
important dans le cas du sérotype 9. Notre stmtégn invasive pourrait donc s’avérer utile
pour ces thérapies géniques ou le niveau de traedd@it impérativement dépasser un seuil
thérapeutique.

L’amélioration de la transduction musculaire ersprice de pK indique que le polymeére peut
traverser I'épithélium vasculaire. Il serait intg&sant d’effectuer des expériences de marquage
de pK de différentes masses moléculaires pourdanis quelle mesure le produit diffuse a
travers le muscle depuis les vaisseaux, et sialastiuction observée est limitée aux zones
proches de la vascularisation ou non.

Acide polyinosinique :

Cette approche est limitée dans le cas de l'agjica 'AAV2 chez 'lhomme car une grande
partie de la population humaine posséde des celinlmunitaires mémoires contre 'AAV2.
Dans ce cas l'effet de I'acide polyinosinique (@évrait se limiter a shunter la population de
cellules présentatrices d’'antigénes pour amélitaetransduction systémique de 'AAV2,
mais aucun bénéfice n’est alors attendu chez I'henamn niveau de la réponse humorale
contre le vecteur AAV2. Notons cependant que lespteurs scavenger devraient en théorie
étre capables de capter d’autres sérotypes quev2Adans la mesure ou cette liaison avec le
ligand de charge nette globale négative est esflemient électrostatique. Cette hypothése est
confortée par la tendance a la baisse du titrendoosps neutralisant observée chez la souris
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avec d'autres sérotypes AAV suite au traitemenplalLe pl pourrait donc étre employé chez
’homme pour réduire la réponse humorale neutmaésgaontre des vecteurs AAV ayant une
faible immunoprévalence et ainsi favoriser leuaddninistration. Néanmoins, il est difficile
de spéculer sur de tels effets sans les tastawo puisqu’il a été montré que de faibles titres
d’anticorps neutralisants peuvent fortement inhibetransduction de 'AAV chez 'homme
[46].

Shunt hépatique :

Actuellement I'administration loco-régionale parfpeion de membre isolé pour transduire
les muscles est a I'étude chez le gros animal d¢arfmit de transposer la technique chez
'homme. L'administration du vecteur AAV durant @whunt hépatique pourrait également
étre envisagée pour améliorer la transduction sygtée. Chez 'lhomme la circulation portale

peut étre bloquée jusqu’a 20 minutes en utilisantathéter a ballon, ce qui est moins invasif
gue la chirurgie que nous avons utilisée chez laiso
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I ntroduction
1. La dystrophie musculaire de Duchenne

1.1.Historique

Une dystrophie musculaire progressive est une tadfead’origine génétique liée a une
dégénérescence primitive du tissu musculaire, seifestant par un déficit de la force
musculaire et par une amyotrophie qui évolue pisivement.

Historiquement la dystrophie musculaire de Duche(@®ID) fut décrite par Guillaume
Benjamin Armand Duchenne en 1861 (aussi appelé @uehde Boulogne ; 1806-1875) dans
son ouvrage sur la stimulation électrique du musgmles plus précisément en 1868 [111]
Ultérieurement, William Richard Gowers insiste dersexe male des malades et sur la
transmission par les femmes [112]. Il décrit égaleiria manceuvre qui porte son nom basée
sur 'observation des enfants atteints qui se sxleéwe la position accroupie de maniere
caractéristique en prenant appui sur les membpasisurs (voirfig. 51 ci-apres).

Figure 51 — Signes cliniques de la dystrophie mudaire de Duchenne.
En haut : manceuvre de Gowers avec un dessin repaasen enfant atteint de dystrophie musculaire
de Duchenne se relevant du sol en prenant dessaparactéristiqgues. En bas : Photos et dessin d’'un
patient réalisés par Duchenne de Boulogne. AdapiByter et coll. [113].
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Les lésions histopathologiques consistant en laosécdes fibres musculaires suivie de
mécanismes de régénérations furent décrites paefedB891 [114], et c’est lui qui proposa
sur cette base histopathologique le terme de dysigo musculaire progressive pour
caractériser les myopathies d’origine génétique.

La dystrophie musculaire de Duchenne est une nelaginétique de transmission
gonosomique récessive liée au chromosome X, duesantltations dans le géne de la
dystrophine (Xp21.2). C’est la dystrophie muscelddr plus grave et la plus fréquente car elle
est létale pour les garcons et touche une naissadte sur 3500. La fréquence de meres
transmettrices est de 1/2500 et un tiers des patjgossede une néo-mutation. Les méres
porteuses de l'allele muté de la dystrophine sun e leurs chromosomes X sont dites
« porteurs sains » car non atteintes, les enfaalesront donc une chance sur deux d’étre
atteints, et les filles ne sont pas atteintes raatsune chance sur deux de posséder le géene
muté. Cependant certaines méres conductrices daladie peuvent présenter des signes
cliniques du fait de I'inactivation aléatoire dar’ des deux chromosomes X.

1.2.Signes cliniques

Cliniguement, l'affection débute de maniere préceo&e anténatale puisque des lésions
histologiques caractéristiques ont été trouvées lamuscle feetal [115]. De méme le taux de
créatine kinase (CK) sérique — une enzyme museutalarguée dans le sang par les fibres
musculaires dont l'intégrité de la membrane estirdtt — est trés augmenté au stade pré-
clinique. Cependant aucune manifestation clinigestrvisible a la naissance. Les premiers
troubles apparaissent a l'acquisition de la marche, peut étre retardée et a tendance a
s’effectuer sur la pointe des pieds. Ces signetsdisarets, et c’'est seulement vers 3 a 5 ans
gue les troubles de la marche attirent I'attentwac une difficulté a courir, sauter, monter
des escaliers, des chutes fréquentes et la dimmgtiasi linéaire de la force. Entre 5 et 6 ans
les signes cliniques deviennent évidents avec fioitdéoteur prédominant dans les muscles
de la ceinture pelvienne, et I'exécution de manesule Gowers par I'enfanfig. 51). La
position de lI'enfant debout est typique avec unsimadasculé en arriere entrainant une
lordose lombaire et un abdomen proémindigt. 61). La marche devient dandinante et la
rétraction des tendons d’Achille accentue le dépfeent sur la pointe des pieds.
Parallelement une hypertrophie musculaire dansmembres inférieurs se développe et
touche les muscles des mollets, et parfois les ripegus$, les fessiers et les vastes externes.
Entre 7 et 10 ans le déficit des muscles de latweirpelvienne s’accentue, I'enfant ne peut
plus se relever seul et les chutes sont de plysenfréquentes. Les troubles de la marche
s’aggravent considérablement et les muscles delsegsont atteints : quadriceps, jambiers
antérieurs et péroniers latéraux. Le déficit touébalement les membres supérieurs avec la
ceinture scapulo-humérale, puis s’étend aux tricdpseps, extenseurs du poignet et
fléchisseurs du cou. Les muscles innervés pardds araniens sont en revanche respectés.
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L’amyotrophie progresse dans les muscles atteibds et on note une diminution ou une
absence de réflexe ostéo-tendineux dans les tegsitconcernés. Au niveau histologique, les
biopsies musculaires montrent des fibres muscuslaiescalibre inégal (certaines atrophiques
et d’autres hypertrophiques), et un phénoméne dérdgation/régénération. Les zones de
régénération sont caractérisées par des fibreetiedimmétre aux noyaux centralisés. Les
fibres qui dégénérent sont sujettes a la phagoeywb®n trouve une infiltration de cellules
inflammatoires composée de macrophages et de lyoypds CD4+ [116] (voir histologie
dans lafig. 52).

Figure 52 — Coupe histologique de muscle de patieatteint de DMD.
La photographieA montre la phagocytose d’'un groupe de fibres mag&d nécrotiques par des
macrophages infiltrants. La photograpBiemontre un groupement de petites fibres en régéogra
suite a une nécrose. La photograpgbienontre un stade plus avancé de la maladie avefibdes de
calibre hétérogene et 'augmentation de la quantidissu conjonctif endomysial (entre les fibres
musculaires). Colorations HE obtenues sur le gitermet du « Department of Neurology at
Washington University School of Medicine » [117].

Avec la progression de la maladie on constate uémptasie adipeuse (remplacement des
fibores musculaires par des adipocytes) et une ddarhes analyses sanguines montrent un
taux de CK 50 a 200 fois supérieur a la normaldadtude la nécrose des fibres musculaires.
L'étude immunohistochimique ou le western blotigaitit un anticorps visant la partie C
terminale de la dystrophine révele une absencdetdi la protéine. L’analyse moléculaire
montre le plus souvent des délétions du gene dgskaophine.

L'utilisation du fauteuil roulant devient nécessaivers 10 a 12 ans quand la perte de la
marche survient. L'atrophie musculaire est alorgema& et la paralysie qu’elle entraine
favorise I'apparition de rétractions fibro-muscuoési (surtout dans les fléchisseurs), et elle est
a l'origine d’attitudes vicieuses irréductibles daticulations et du dos. L’état nutritionnel du
patient est a surveiller de pres car au coursé@mlition de la maladie obésité et dénutrition
peuvent apparaitre. En effet lactivité physiquas$a en phase symptomatique et plus
particulierement lors de la perte de la marchesadfait la dépense énergétique est moindre et
I'énergie excédentaire sera accumulée sous forngraisse. Avec la progression de la fonte
musculaire et I'apparition de troubles de la dégtut, une dénutrition peut survenir, qui
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participe a I'atrophie musculaire tandis que lsuisdipeux est plus longtemps conservé.
Notons également qu’environ un tiers des patienésgmte un retard mental [118], mais
contrairement a l'atteinte musculaire, ce phénotgfest pas progressif. La faiblesse des
muscles lisses entraine également des désordra®-gaestinaux du fait d’une motilité
intestinale réduite.

Vers la vingtieme année les muscles squelettigoes tous completement paralysés a
'exception des muscles faciaux, pharyngés et ovoteurs. Les fléchisseurs des doigts
gardent également une tres légére force. Une tdteardiaque existe dans la majorité des
cas, il s’agit d'une cardiomyopathie dilatée avesuffisance cardiaque prédominante dans le
ventricule gauche. Elle peut étre détectée dessHranis les signes cliniques n'apparaissent
gu’'a 12 ans) et sera la cause de déces dans 18 gaslenviron. Le déficit du diaphragme et
des autres muscles respiratoires est a l'origineal’insuffisance respiratoire sévere, de
complications (encombrement bronchique et surildast broncho-pulmonaires), et
d’épisodes de chute de la saturation de 'hémogéiia faiblesse des muscles lisses réduit
également la capacité de relachement des vaisseaugxiins durant 'augmentation du flux
sanguin ce qui participe aux problemes respiraoicBnsuffisance respiratoire apparait vers
14 ans puis s’aggrave et est généralement a Parigu décés. Les progrés réalisés dans la
prise en charge de cette pathologie ont permigger lallongement de I'espérance de vie des
patients, 'age du déceés variant entre 10 et 2&amaoyenne.

1.3. Traitements

Actuellement le traitement de la dystrophie muscell@e Duchenne est essentiellement
symptomatique et concerne bien sir les muscleslettigees, mais également le cceur,
'appareil respiratoire et I'état nutritionnel et fualité de la déglutition. Le traitement de
I'atrophie musculaire passe donc par une kinésiiéradaptée aidée de balnéothérapie afin
de maintenir le muscle dans le meilleur état famstiel possible tout en prévenant
lapparition d’attitudes vicieuses a lorigine detfdrmations ou encore de rétractions
musculo-tendineuses. Au cours de I'évolution demialadie I'apparition de déformations
affectant la fonction motrice pourra étre corriggar l'utilisation d’orthése ou encore par
chirurgie avant d’envisager l'utilisation de la @®roulante quand la marche ne sera plus
possible. Linsuffisance respiratoire est traité@ pssistance respiratoire non invasive en
pression positive, mais peut nécessiter une trach@e lorsque I'autonomie respiratoire est
trop faible (les techniques actuelles permettent ndaintenir 'usage de la parole).
L’encombrement bronchique — venant compliquer Uiffisance respiratoire — est traité par
drainage et par expectoration a condition que It @&piratoire du malade soit suffisant.
L’atteinte cardiaque (cardiomyopathie) est traip@e prescription de diurétiques et d’anti-
hypertenseurs (inhibiteurs de 'enzyme de convajsioa prise en charge des patients atteints
de dystrophie musculaire est donc multidisciplieair
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Il n’existe aucun traitement curatif a ce jour etile 'administration d’anti-inflammatoires
stéroidiens (prednisone ou deflazacort) permetlemtissement significatif de la progression
de la dystrophie de Duchenne [119].

1.4.La dystrophine

a) GeneDMD et isoformes de la dystrophine

Le geneDMD responsable de la dystrophie musculaire de Dueharéié localisé en Xp21.2
par Monaco et al. en 1986 [120], puis le clonagmpdet de 'ADNc fut achevé en 1987 par
Koenig et coll. [121]. Il s’agit du plus grand gémemain connu actuellement : il s’étend sur
2,5 megabases soit environ 1 % du chromosome Xcare 0,1 % du génome humain [122].
Cependant seul 0,5 % du géne code pour la dystrepavec en tout 79 exons produisant un
ARNmM faisant 14 kilobases (kb) [123]. Cette tad@hplique le taux élevé de mutations, le plus
souvent des délétions (50 % des cas [121, 1243),cas de duplications, de mutations
ponctuelles et de mosaisisme germinal étant phes.ra

Dp427 (B)
Dp427 (M) Dp260 (R) Dp140 (B3) Dp116 (S) Dp71 (G)
Dp427 (P) |—> |—>
exon 130 45 56 63
1 1 1 1
oo v1ooo ¥ 1500 ¥ 2ooov 2500 kb

Figure 53 — Organisation du gene de la dystrophineumaine.
Ce schéma représente le geD®D humain de 2,5 megabases. Les promoteurs connus son
symbolisés par des fleches et les exons auqueisalescrits correspondants se raboutent sont marqueé
en bleu. Adapté de Blake et coll. [125].

L’expression du gén®MD est sous le contréle d’au moins 7 promoteurs cgnauquels
viennent s’ajouter des événements d'épissage atterrégulant I'expression de différentes
isoformes de la dystrophine de maniére celluleteatps/développement-spécifique [126].
Les isoformes peuvent étre classées en 2 catégargdie de méme taille que la dystrophine
musculaire, soit environ 427 kDa, et les isoformless courtes (voifig. 53). Les 3 isoformes
longues sont nommées Dp427-M, Dp427-B et Dp427-Raiiwde leur taille d’environ 427
kDa et de leur type cellulaire (M pour musculaBepour cerveau et P pour les cellules de
Purkinje). Les ARNm transcrits a partir de ces poteurs comportent un exon 1 spécifique
raccordé aux 78 autres exons du gene. D’autresrises plus courtes sont générées a partir
de promoteurs internes tissus spécifiques, utllisarpremier exon qui leur est propre, et qui
est rabouté respectivement aux exons 30, 45 eCé&la. aboutit & la production de protéines
plus courtes également nommées en fonction depeigdls moléculaire : Dp260, Dp140,
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Dp116 qui sont exprimées préférentiellement dansime, le systeme nerveux central et
dans les cellules de Schwann (et 'encéphale emibgice) respectivement. L'isoforme Dp71
rabouté a l'exon 63 (et Dp40) est exprimée de fagbiguitaire dans les tissus non
musculaires. Le gen®MD produit également de nombreuses autres isoformsmses
d'épissages alternatifs tissus-spécifiques ou patilisation d'un site alternatif de
polyadénylation localisé dans l'intron 70 (isofor®p40). En fonction des mutations sur le
geneDMD, il se peut gu'une ou plusieurs de ces isoforneeserouvent absentes chez les
malades, ainsi Dp427-B pourrait causer le retardtatgparfois observé dans certains cas
DMD ou BMD [127, 128]. Plus une mutation est distaur le gene DMD, plus elle affecte
'expression d’'un grand nombre d’isoformes coudesla dystrophine. La fonction précise
des différentes isoformes n'a pas été véritablerdemidée. Mais il est supposé que le role
des isoformes de 427 kDa soit comparable a celld t@me musculaire Dp427-M dont nous
allons voir la fonction et les partenaires plusiétail.

b) La dystrophine et ses protéines associées

La protéine codée par le gebdD (Dp427-M) fut identifiee par Hoffman et coll. e®87
suite a l'isolement du locus du gene par approehgémhétique inverse, elle fut donc nommée
« dystrophine » d’aprés le phénotype [123]. Pasude d’autres protéines trouvées par
clonage positionnel de genes humains furent nomemgesilisant ce méme suffixe accolé au
nom de la maladie (par exemple la huntingtine)dizstrophine a une masse moléculaire de
427 kDa, elle posséde 3685 acides aminés et néseaie qu’environ 0,002 % des protéines
totales du muscle strié normal [129]. En revanchHe eonstitue 5 % de la fraction
cytoskelettique de la membrane plasmique du mssglelettique (appelé sarcolemme) [130].
Koenig et coll. ont montré que la dystrophine pdesé domaines distincts partageant des
caractéristiques avec la spectrine et deattinine [131]. lIs lui prédirent également une
forme de batonnet d’approximativement 150 nm dg.lon
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Figure 54 — Domaines protéiques de I'isoforme mustaire de la dystrophine humaine.
Le diagramme montre les 4 domaines principauxddmaine N terminal (NT), le domaine central
contenant 24 unités répétées homologues a la sEe(R) et les 4 régions charniere (H pour Hinge),
le domaine riche en cystéine (CYS) et le domainer@inal (CT).
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Les 4 domaines qui composent la dystrophine studtiés dans lfigure 54 et sont décrits
ci-apres :

- Le domaine N-terminal est composé d’environ 240 acides aminés et possegle
homologie avec la région deifactinine et de I&-spectrine liant la F-actine [126].

- Le domaine central est composé de 2840 acides aminés répartis emilds u
répétées d’environ 109 acides aminés chacune agiesilaux éléments répéiédélicoidaux
de l'o-actinine et de If-spectrine. Il contient quatre zones charnieresrapptées, riches en
résidus proline, lui conférant de la flexibilité32]. Ce domaine lie également la F-actine par
interactions électrostatiques [133].

- Le domaine riche en cystéines’étend des acides aminés 3361 a 3685. Il posséde
deux sites potentiels de fixation au calcium etsite de fixation au zinc (domaine ZZ). Ce
domaine est capable de se liefadystroglycane du sarcolemme [134].

- Le domaine C-terminal se compose des 325 derniers acides aminés eembldi
site de liaison aux protéines cytoplasmiques sausemmales dystrobrévines et
syntrophines. Il interagit également avec le samohe par lintermédiaire du-
dystroglycane [134], une glycoprotéine associéedystrophine.

Lame basale

---------

«3“‘.;0.‘&&«!0'{‘.bau-nny##..u.nu;_..,"
Sl " . W

Figure 55 — Complexe des protéines associées ayatdophine (DGC).
Adapté deEhmseret coll. [135].
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La dystrophine est située sous le sarcolemme etaigit avec de nombreuses protéines pour
former un complexe transmembranaire reliant lesfilayoents de F-actine du cytosquelette a
la lamininea2 de la matrice extracellulaire entourant chagbeefmusculaire (lame basale).
Ce complexe protéique associé a la dystrophine (DA&R anglais ou encore DGC pour
dystrophin-glycoprotein complex) est présenté schi@umement dans léigure 55 et est
constitué de 3 sous groupes que sont : les dygtaggks, les sarcoglycanes et le sarcospane,
et enfin un sous groupe cytoplasmique. Dystroglgsanet sarcoglycanes sont
transmembranaires et étaient anciennement app&l@d&«» (pour glycoprotéines associées a
la dystrophine en anglais). On trouve-tlystroglycane (ou 156-DAG) lié a la laminin2 de

la lame basale, et Rdystroglycane (ou 43-DAG) liant la dystrophind’etdystroglycane. Il
existe 5 sarcoglycanes formant un complexe progéigu, B-, y-, 0- et e-sarcoglycanes. Les
sarcoglycanes alpha a delta sont préférentiellemesixclusivement exprimés dans le muscle
alors que [l'epsilon-sarcoglycane est ubiquitairee {-sarcoglycane interagit avec la
dystrophine et l&-sarcoglycane interagit avec le complexe dystragigc Les mutations
empéchant l'expression de l'un des sarcoglycanescamplexe sont responsables de
différentes dystrophies des ceintures. La présemicesarcospane a la membrane est
dépendante de I'expression normale des sarcoglgcefile-méme dépendante de la présence
de dystrophine. Enfin le complexe cytoplasmique mand la dystrophine, les syntrophines,
'enzyme monoxyde d’'azote synthétase de type nali@NOS) et l'alpha dystrobrévine. Il
existe trois syntrophinesal-, B1- et p2-syntrophines, toutes trois exprimées dans le lausc
au niveau des jonctions neuromusculaires ; ellesi@gent en effet 'accumulation locale de
canaux sodiques voltage-dépendants.all>syntrophine est cependant retrouvée sous le
sarcolemme tout le long des fibres musculairegsstsguelettiques, de méme pouia
syntrophine mais seulement dans les fibres musealaapides. La nNOS est indirectement
lite a la dystrophine via d1l-syntrophine. Cette enzyme est exprimée tout fey lou
sarcolemme mais est plus abondante au niveaurder@rane post synaptique des jonctions
neuromusculaires. Elle est stimulée par I'acetylickoet le glutamate, et est impliquée dans
la modulation de la contraction musculaire, le inéliame des glucides et la transmission de
l'influx nerveux.

En plus de toutes les protéines du complexe asadeiélystrophine que nous venons de voir,
la dystrophine posséde 3 protéines homologues squired’autres génes. Celles-ci peuvent
se substituer a la dystrophine selon la localisat@ellulaire du complexe — comme
'utrophine — ou encore interagir directement akeedystrophine comme c’est le cas pour une
des dystrobrevines (alpha). Les protéines homobguea dystrophine que sont fa
dystrobrevine et la DRP2 ne sont cependant pasneges dans les cellules musculaires et
n'interagissent pas avec la dystrophine. L'utrophest homologue a la M-dystrophine et est
exprimée de maniére ubiquitaire. Chez l'adulte ametrouve plus particulierement dans le
muscle lisse, les cellules endothéliales et ledulesl de Schwann. Contrairement a la
dystrophine seule la partie N-terminale de l'utioghest capable de lier la F-actine [136].
L'utrophine relie le cytosquelette de F-actine arlambrane basale vian¥dystroglycane au
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niveau des jonctions neuromusculaires. En revaadhstade foetal et embryonnaire elle est
exprimée sous le sarcolemme des myofibres. L'uiregphlst progressivement remplacée par
la dystrophine dés les stades tardifs de la gestdli37]. Son expression dans le muscle
adulte en dehors de la jonction neuromusculaireligstée aux myoblastes et fibres en
régénération [138], et est également retrouvéeng tu sarcolemme des fibres DMD [139].
Le complexe protéique associé a la dystrophinedestomposition variable en fonction du
tissu (muscle squelettique, cardiaque ou lisseleeta localisation cellulaire (sarcolemme ou
membrane post synaptique des jonctions neuromusgs)laEn résumé comme présenté dans
la figure 55, le complexe de la fibre musculaire squelettigamprend donc la dystrophine
(ou l'utrophine aux jonctions neuromusculaires3, deux dystroglycanes, les sarcoglycanes
asd, le sarcospane, deux des trois syntrophinesjystrobrévine et nNOS.

1.5. Pathophysiologie des dystrophies musculaires de Dhenne et Becker

Dans la maladie de Duchenne les délétions du gé#ie Bont soit localisées dans les exons,
soit entrainent des pertes du cadre de lectur@rdigine produite est alors tronquée et non
fonctionnelle. L'absence de dystrophine sauvage a&stociée a une diminution de

limmunomargquage de toutes les glycoprotéines asss@ la dystrophine (dystroglycanes,
sarcoglycanes et sarcospane), la nNOS est troun#enalement diffuse dans le sarcoplasme
au lieu d'étre sous-sarcolemmale. De méme on obsene surexpression de la protéine
utrophine (voirfig. 56 ci-dessous).

Normal BMD DMD

QyStrophin -
A
utrophin

Figure 56 — Immunomarquage de la dystrophine et deéutrophine dans le muscle dystrophique.
Expression de dystrophine (en haut) et de l'utnophien bas) dans des muscles de patients sains
(normal), atteints de BMD ou de DMD. Les flechesliguent les capillaires endomyosiaux qui
expriment fortement l'utrophine. D’aprés Blake efl.c[125].

-89 -



Introduction

Actuellement il existe différentes hypothéses commet la pathophysiologie de DMD. Les
deux principales étant I'hnypothése structurellel'&tteinte de 'homéostasie du calcium.
L’hypothese d’un réle structural de la dystrophimaintenant la stabilité membranaire
découle du constat d’'une libération d’enzyme spedf du muscle (CK) dans le sang des
patients dystrophiques, mais également de l'observeaau microscope €électronique de
lésions dites « delta » sur le sarcolemme. De phusjystrophine posséde une analogie
structurale de son domaine central avec la spectuime protéine permettant la déformabilité
et le maintien de I'intégrité des globules rougesadt le franchissement des capillaires [140].
En effet la dystrophine crée un lien mécanigueecketicytosquelette de la fibore musculaire et
la matrice extracellulaire via le complexe DGC. isance des protéines du complexe DGC
au sarcolemme conséquente a l'absence de dysteomioinduit a une faiblesse et une
vulnérabilité accrue de la membrane musculaire rdutas tensions de la contraction
musculaire [125, 141, 142]. Au niveau cytoplasmidaedystrophine interagit avec le
cytosquelette de F-actine, et avec les filamentsrimédiaires indirectement a travers la
syncoiline qui intéragit avec la desmine [143] (viig. 55 précédente), mais il a également
été montré récemment une interaction avec le émisi composant du cytosquelette : le
microtubule [144]. Des travaux suggérent d'aillegue la déstructuration du cytosquelette de
microtubule dans le muscle dystrophique conséqueetitdsence de dystrophine contribue a
I'atteinte structurelle mais également a une réEartanormale de I'appareil de golgi dans la
fibre musculairg145]. Il a également été observé une augmentdeolinflux calcique dans

le muscle dystrophique principalement via les canzaiciques méchano-sensibles voltage
indépendants [146, 147]. Malgré cela un niveau ddcilam cytoplasmique quasi
physiologique est maintenu dans la fibre musculaimais en présence de microlésions du
sarcolemme la cellule n'est plus en mesure de eédinflux massif d’'ions calcium. Ceci
active les protéases calcium dépendantes, en ydartites calpaines [148, 149], et accrotit la
destruction des composants membranaires, ce qticipara I'entrée du calcium. La
surcharge calcique provoque un stress mitochondbaltissant a une crise métabolique et
une éventuelle nécrose [150]. Enfin, il semblexpie I'absence de nNOS (synthétisant
normalement le NO, inducteur de vasodilatation)tidome a la pathologie du fait d’'une
vasodilatation adaptative défaillante lors de lrei@ musculaire. Il s’en suivrait une
dérégulation du pH intracellulaire [151] et une hismie [152]. L'ensemble de ces
phénomeénes induit une nécrose des fibres musajlateprovoque un état infammatoire
chronique contribuant a l'atteinte secondaire dwsatau Cette description classique de la
pathophysiologie de DMD articulée autour de [attei structurelle est valable mais
n'expligue pas entierement le phénotype. Je reviesnddonc en détail dans le chapitre
« Inflammation, TNF et DMD » sur les derniers tnawale recherche sur linitiation de la
pathologie, et en particulier I'hnypothése de laédgitation de la signalisation intracellulaire et
de l'inflammation.

Je terminerais ce chapitre consacré a la pathapbgg& de DMD en mentionnant deux
autres pathologies liées a une mutation du géra dgstrophine : les cardiopathies dilatées
et la dystrophie de Becker (BMD). Environ 20 000rspanes seraient atteintes de
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cardiopathie dilatée en France, et parmi elles 3tn%wne origine génétique. Parmi ces 30 %
se trouvent des mutations du gene de la dystroghimoquant une perte de I'expression ou
de la fonction de la dystrophine restreinte au cd®ur observe ainsi dans ces cas un taux
élevé de créatine kinase dans le sang, mais h&terimaire est cardiaque sans qu'il y ait de
phénotype musculaire contrairement a DMD.

La BMD est moins fréquente que DMD (environ 1 horrsue 20 000) et son phénotype est
similaire a DMD en terme de distribution de l'atitei musculaire [118], cependant le
phénotype est beaucoup plus variable du fait dprdésence d’'une dystrophine de taille,
stabilité, et fonctionnalité différente d'un maladd'autre. On retrouve la plupart du temps
une élévation du taux de créatine kinase et unertngphie des muscles du mollet, et parfois
une atteinte cardiaque. L'évolution de la maladie @us lente et l'incapacité locomotrice
peut survenir dans l'adolescence ou ne jamais gs@fester, ainsi un patient Becker peut
vivre quasi normalement avec seulement des cramipdes douleurs musculaires dans les
formes les plus Iégeres. Ce phénotype Becker, ngpange, est di a la présence de la protéine
dystrophine qui est tronquée mais fonctionnelle.ntGorement aux patients DMD,
'expression de dystrophine de taille plus counde g normale est détectée chez les patients
BMD. Le niveau d’expression de la dystrophine asisinormal chez les patients les moins
affectés, ou réduit dans les formes les plus sévfice 56) [153], ce qui suggére que la
guantité de protéine est plus importante que #a thns cette pathologie. Il apparait comme
postulé par Monaco et ses collaborateurs en 1988] [que dans la majorité des cas les
délétions dans DMD provoquent une interruption edre de lecture, induisant I'apparition
de mutations ou de codons stop prématurés, aloesBiMD serait due a des délétions
préservant le cadre de lecture (d’'ou une protéine gourte partiellement fonctionnelle).

1.6. Modeéle murin mdx

Bien qu'il existe d’autres modéles animaux de latihphie de Duchenne comme le chien
GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy), le chdEMD (Hypertrophic Feline
Muscular Dystrophy) et des invertébrés, je dé@isgiulement la sounmdxqui a été utilisée
dans mes études. La sounwdx (pour X chromosome-linked muscular dystophy) est |
premier modele animal de DMD découvert et le pluslié. Cette souris a été découverte
incidentellement par Bulfield en 1981 dans la ligrig57BL/10ScSn (B10) suite au dosage
biochimique de routine d’'un taux élevé de l'isofermusculaire de la créatine kinase [155].
Il a par la suite été montré 'absence de dystraplians les muscles de la soumidx En
effet cette souris modele spontanée posséde uratiomuhon sens C vers T au nucléotide
3185 sur le gene de la dystrophine dans I'exore&aiit apparaitre un codon stop (TAA) a la
place d’'une glutamine (CAA). Il en résulte 'ar@@&maturé de la traduction et la production
d’'une dystrophine tronquée faisant 27 % de laetailé la dystrophine normale, qui est
rapidement dégradée et ne peut étre détectéealfibsel musculaire [156].
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Figure 57 — Immunomarquage de la dystrophine danslmuscle de la sourisndx.
Expression de la dystrophine dans le muscle tbaiitérieur révélé avec un anticorps contre lagart
C terminale. On note la présence de dystrophingaatolemme des souris saines B10 (& gauche) et
labsence de marquage dans le musudk (& droite) en dehors de fibres révertantes. Dsaperer et
coll. [157].

Seules quelques fibres révertantes expriment us&aphine détectable avec un anticorps
contre la partie C terminale (voilg. 57) ; ce phénoméne est di a des mutations secondes
somatiques ou a un épissage anormal restauranades ade lecture et permettant la
transcription puis la traduction d'un ARNm fonctre mais raccourci [158-160]. On trouve
entre 0,1 et 1 % de fibres révertantes dans le lmusdx cette quantité augmentant avec
l'age [160, 161].

La mutation étant située avant le promoteur Dp26€id. 53 p85), elle n'affecte donc que la
M-dystrophine, les isoformes courtes étant exprénéka souris mdx posséde une
transmission de la mutation sur un mode récessiali’X tout comme chez 'homme. La
dystrophine est une protéine hautement conservéews de I'évolution des vertébrés, et son
gene est probablement situé sur le chromosome X tohis les mammiferes placentaires. La
sourismdx est fertile et les souris utilisées en rechera@ s males dystrophiques et les
femelles homozygotes. La taille des portées esk deis moindre que la normale et la
mortalité des souriceaux avant 4 semaines est ptiédtipar trois [162]. Le phénotype est
normal et sans amyotrophie visible jusqu'a I'agel8emois ; la sourisndx est nettement
moins séverement touchée au plan clinique ou lésiogue le malade DMD. Sa prise de
poids est normale, voire méme légerement supérelaeouris sauvage C57BL/10ScSn (par
la suite nommée B10) du fait d’'une hypertrophie colsre [163]. Les souris femelles
hétérozygotes sont asymptomatiques. Le taux deimeddnase est anormalement élevé des
les premiers jours de vie et ne baisse que tardiméners 1 an en méme temps que la nécrose
musculaire diminue [164]. La faiblesse musculaise minime et transitoire chez la souris
jeune [165], et chez la souris agée les résultais @ntradictoires puisque selon l'auteur, on
note soit une baisse de force aprés 20 mois comguaxésouris saines [166] ou aucune
différence [167]. Cependant, le poids damdx diminue nettement aprés 52 semaines et sa
durée de vie est inférieure aux souris B10 (20 an®ds contre 30) [168]. La sourimdx
présente au niveau cérébral un déficit de la méraur long terme associé a une moindre
plasticité synaptique [169]. Au niveau histologiglee phénotype Iésionnel des muscles
squelettiques de la sourisdxévolue erb phases distinctesAu stade pré-nécrotiqueavant
'age de trois semaines seule une légére hypeigapfiuse est visible avec quelques fibres
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hyalines (grande fibre arrondie au cytoplasme hgqdophile vitreux) surtout dans les
muscles des membres [170]. Puis wague de nécrose musculairanassive apparait
brutalement a partir de trois semaines et touchgraieds volumes de fibres adjacentes. Entre
3 et 5 semaines la majorité des myofibres va suwbie ou plusieurs vagues de
nécrose/régénération [156]. L'apparition de nouxeayotubes est visible 2 a 3 jours apreés la
nécrose [171]. A cette étape la répartition desciegsatteints rappelle les groupes touchés
dans DMD : les muscles des membres sont plus géeatetouchés que ceux de la téte, du
cou et du tronc, alors que les muscles occulomstsamt épargnés [170].

Le pic de nécrose situé entre 3 et 5 semaines $=doauteurs est suivi d’'umégénération
musculaire compensatrice intense et efficace jusqu’a I'agd 2lsemaines. Les fibres ayant
régénéré sont repérables a leur petite taille, tagophilie, et un noyau restant longtemps
central (70 a 80 % des fibres sont centronuclées 2€ mois). On observe durant cette
période (apres 3 semaine d’age) une grande hét@i§édu calibre des fibres dans les
muscles des membres : le diamétre des fibres witetant compris entre moins de 10 et
plus de 140 um alors que dans un muscle sain rkialie est compris entre 20 et 70 um
[172]. Aprés le pic les fibres touchées par la osersont isolées. Enfin la quantité de
mastocytes conjonctifs est multipliée par troissdenmuscle [173].

Entre 3 mois et un an la pathologie de la sonmikk entre dans unphase dystrophique
légere et chronique En effet la nécrose se stabilise a un niveauavas de rares fibres
nécrosées, de petits groupes de fibres isoléesgdnération, la persistance de noyaux
centraux dans plus de 80 % des fibres et une absknfibrose [156]. On observe encore une
hétérogénéité de la taille des fibres, notammeraitiule la présence de fibres hypertrophiées
— dont beaucoup sont fragmentées — augmentant ganme de 50 % la taille des fibres de
sourismdxa 6 mois [168]. Le phénotype musculaire de laisendxadulte est donc différent
de l'atteinte chez le malade DMD, et ceci est satnadtribué a une régénération efficace
alors que dans le muscle DMD les cycles de nécebségénération épuisent le stock de
cellules souches myogéniques (cellules satelléedds fibres nécrosées sont remplacées par
du tissu conjonctif et adipeux. Ce point est bikrstré par les souris knock-out (KO) pour
MyoD (important facteur de différenciation myogémg. En effet la souris KO MyoD a un
phénotype pratiqguement normal alors que les dout@dyoD/dystrophine (sourislyoD’
/mdx présentent une myopathie beaucoup plus sévermdxet meurent en 6 a 20 semaines
[174].

Apres 1 an et jusqu’a I'age de la mort (2 ans) Hérptypemdx progresse jusqu’a uétat
|ésionnel séveredans le muscle squelettique strié touchant pradeipent les muscles
proximaux des membres [170]. Les fibres en coursédgnération ou hypertrophiques se
raréfient et les fibres dégénératives et nécrotiqpersistent de maniere isolée. Entre 12 et 15
mois la fragmentation s’intensifie parallélementirze atrophie des fibres et a une fibrose
endomysiale [168]. Dans les derniers mois de viphénotype lésionnel est sévére et trés
proche de DMD [175], la fibrose est marquée et euat parfois observer une infiltration de
tissu adipeux blanc.
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Notons que le diaphragme de la somndx présente une atteinte a lésions progressives plus
prononcées que dans les autres muscles squelsttigugui modélise trés bien l'atteinte
observable chez les enfants atteints de DMD. Lphid&gme de la sourimdx présente une
nécrose d'amas de quelques fibres dés 25 joursngagmée d’une inflammation
mononuclée marquée. Apres 1 mois la nécrose cengheontrairement aux autres muscles
la régénération est moins efficace puisqu’entre 2 enois seulement 35 % de fibres sont
centronuclées [172]. Des 6 mois la taille des fibdel diaphragme est hétérogene et en
moyenne inférieure aux témoins. Les fibres songmssivement remplacées par du tissu
conjonctif et un peu de tissu adipeux. En fin de les fibres rapides de type Il initialement
prédominantes sont éliminées au profit de fibrestyge | et le diaphragme devient un
« muscle lent » [170].

1.7.Stratégies de thérapie génique pour la dystrophie osculaire de Duchenne

Actuellement, un grand nombre de stratégies thétapes innovantes sont étudiées, voire

testées chez I'animal ou chez I'humain afin d’aovéli la qualité de vie et/ou I'espérance de

vie des malades. Parmi celles-ci on retrouve dpsoapes pharmacologiques, des thérapies
cellulaires et enfin des approches de thérapieggés Je vais maintenant présenter une liste
non exhaustive de différentes thérapies géniquesllament en développement pour traiter

la DMD, afin de situer le contexte de I'étude gaémenée.

a) Approche correctrice : la dystrophine

Il existe trois grandes approchesde thérapie génique visant a restaurer la lodalisalu
DGC (complexe de protéines associé a la dystroplanesarcolemme. Pour simplifier il
s’agit d’exprimer dans le muscle une dystrophingailee compléte, ou bien une dystrophine
tronquée mais partiellement fonctionnelle, ou eacone protéine homologue comme
'utrophine.

La situation « idéale » consisterait a corriger omgationin situ, mais une telle application
est limitée puisque la majorité des mutations dangéne DMD correspond a de grandes
délétions. Une des stratégies de réparation utilisautil chimeraplaste a été appliquée a la
sourismdx[176] et au chien GRMD [177] sans grande effi@gadites chiméraplastes sont des
oligonucléotides ADN/ARN permettant la correctioa BADN par échange du nucléotide
muté avec le sauvage (ou par insertion ou délétione ou plusieurs paires de bases). Cet
outil exploite le mécanisme endogene de réparat®mésappariement intranucléaire pour
exciser la mutation et la remplacer par le nuctiosauvage apporté.

Le transfert de gene additif quant a lui présente premiere difficulté : TADNc de la
dystrophine fait 14 kb (séquence codante de llc&jui excéde la capacité de la majorité
des vecteurs de thérapie génique efficaces damsukele. Lexpression de novo de la
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dystrophine entierea donc été obtenue par approche non virale appdi#ddNc dans un
plasmide chez la sourimdx[178, 179] et chez 'homme [180], ou encore avacvacteur
adénoviral « gutless » de grande capacité d’ertafisn [181]. Mais ces deux systémes de
vectorisation sont peu efficaces ou immunogéene tlamsuscle ce qui limite le nombre de
fibores musculaires exprimant la dystrophine.

Dans les années 90 un certain nombre d’équipegembtées épissages d’exons dans la
dystrophine sans conséquence fonctionnelle apmaf@8R-184]. De ce constat est né l'idée
de construire desinigénes de dystrophineque I'on pourrait insérer dans des vecteurs
viraux efficaces dans le muscle ; pour un ordrdé#iun ADNc de minidystrophine qualifié
de « Becker » peut faire de l'ordre de 6,5 kb, nmdes constructions plus petites furent
développées (voiig. 58).
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Figure 58 — Mini- et micro-dystrophines.
Ce schéma présente 2 exemples de dystrophinesuemgénérées a partir de délétios dans
FADNc sauvage : une mini- et une micro-dystrophinea dystrophine musculaire sauvage est
présentée en haut (wt). Les 4 types de domaindsigues sont indigués comme suit : domaine N
terminal (NT), domaine central (R) et régions clienes (H), domaine riche en cystéine (CYS), et
domaine C terminal (CT). Notons que la micro-dygtiae présentée n’a plus de domaine CT, ce qui
empéche son interaction avec la nNOS via la liagsdm syntrophine. Adapté de Blankinship et coll.
[185].

Wt (427 kDa)

e

Mini (222 kDa) AH2-R19

Micro (116 kDa) AR4-R23/ACT

Ces minigénes furent utilisés avec succés daneuessndx: avec par exemple le vecteur
adénoviral codant une mini-dystrophine [186] pudAV codant la mini-dystrophine [187],

et enfin 'AAV codant une micro-dystrophine [18889] permettant un retour a un aspect
histologique normal et une résistance aux dommanglest par 'exercice localement dans les
muscles injectés. Notons cependant que certaiosgiminigénes peuvent ne pas contenir des
séquences codant pour des domaines fonctionnelsriamps (liaison & nNOS par exemple
[190]).

Dans le méme ordre d’idée il fut observé chez ledades et dansdx des fibres dites
révertantes capables de produire un ARNm fonctionmeis raccourci de la dystrophine
(suite a des mutations secondes somatiques ouépissage anormal restaurant le cadre de
lecture). Ce phénomeéne fut donc proposé en tenppmlication de thérapie génique [159].
Ces stratégiesle saut d’exon (exon skipping) utilisent des acides nucléiquetisans
interférant avec I'épissage spécifiqgue d’'un ouiplus exons mutés au niveau de 'ARNm en
veillant a conserver le cadre de lecture entreclems raboutés. Ces approches mutations-
spécifigues ont pour but de revenir vers un phgmtye type Becker (phénotype moins
sévere que DMD car une dystrophine tronquée plarieint fonctionnelle est exprimée). Le
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saut d’exon fut testé avec sucdpsvitro sur des myotubes de patient DMD [191, 192], et
dans la sourisndx a l'aide d'oligonucléotide ARN/ADN [193], d'oligarcléotides antisens
2’-O-methylés [194], et enfin au laboratoire Géwéthavec une unique injection d’AAV
codant une séquence antisens liee a un snRNA UTfien@oketit ARN nucléaire impliqué
dans le spliceosome) [1]. Un essai clinique de @hdat plus récemment mené chez quatre
malades DMD ayant une délétion de I'exon 50. ligurent une injection intramusculaire
d'oligo antisens intra-exonique PROO051 efficace rptu saut de I'exon 51. Cet essai
encourageant montra I'expression de dystrophingaacolemme dans 64 a 97 % des fibres
musculaire des biopsies. Un essai clinique de plHsen injection systémique est en cours
[195]. Lafigure 59 ci-aprés illustre I'exon skipping a travers I'exglsmdu saut de I'exon 51
humain que nous venons d'aborder.

gene et ARNm normaux de la dystrophine
conil] S < |
ARNmM R AAG - AUU-GGA-GCC-UiCU-CCU-ACU--- CUG-GUG-ACA F-GCA --------

codon stop caché
patient DMD ayant une délétion de I'exon 50

Exonl] < |
ARNmM —a AAG:-CUC-CUA-CU--—--- C-UGG-UGA-CA -GCA
codon stop actif

3 I
oligo antisens

AON PRO051
Saut exon 51
Exon 49/52

ARNM ~eememmemmemmemmeeee AAG:GCA
5 3

Figure 59 — Saut de I'exon 51 de la dystrophine huame.
Ce schéma représente la stratégie de saut de I=kahez le malade DMD ayant une délétion de
'exon 50. Les jonctions entre exons sont repré&npar des lignes verticales en pointillés veits.
remarque, en comparant le cas normal en hautceisi@athologique en bas, que la délétion de I'exon
50 provoque la perte du premier nucléotide du ca&lRN a cheval entre I'exon 50 et 51 (nucléotides
en bleu). Cela provoque un décalage du cadre tledede un nucléotide vers la droite. Cette peute d
cadre de lecture normal induit 'incorporation dis aminés incorrects durant la traduction jusqu’a
ce que le ribosome rencontre un codon stop prégadans la nouvelle phase de lecture (nucléotide en
rouge). L'oligonucléotide antisens PRO051 se fixelARN pré-messager au niveau de I'exon 51 et
provoque son épissage. Un ARNm mature connectestttdiment les séquences de I'exon 49 et 52 est
ainsi créé. Ces 2 exons sont en phase car ilstentnet commencent respectivement par un codon
complet. Une protéine tronquée partiellement famstelle a laquelle il manque 77 acides aminés peut
alors étre produite.

La troisieme approche de thérapie génique pour Didbsiste enfin en I'apport de
'hnomologue fonctionnel de la dystrophine : l'uttope [196, 197]. Il a en effet été montré
que plus le niveau endogene d’utrophine est faez dbs garcons atteints de DMD, plus l'age
de perte de 'ambulation est tardif [198].
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En supplément des résultats histologiques et fomeéls intéressant apportés par les
thérapies géniques que nous venons de voir, uaitenbmbre d’études indiquent que la
restauration de la dystrophine (ou homologue) miesde potentiel thérapeutique le plus
probant. Citons par exemple des travaux sur la lfenmedx héterozygote qui ont montré
gu’'un coeur exprimant 50 % du niveau normal de dpétine (expression non uniforme du
fait de [linactivation aléatoire d'un des chromossm X) ne développe pas de
cardiomyopathie induite ai-isoproterenol contrairement au coeur de la souomdx
homozygote [199]. La littérature indique actuellemngu’il faut exprimer environ 30 % de la
quantité normale de dystrophine dans le muscle lstjigge pour obtenir un effet
thérapeutique.

b) Approches palliatives

La thérapie génique pour DMD ne se limite pas agptacement de la dystrophine déficiente,
mais inclut également d'autres stratégies utilisdes genes « compensateurs » pouvant
améliorer la fonction cellulaire, promouvoir la éigration et compenser les atteintes
secondaire telles que I'instabilité de la membrdame@gécrose, la fibrose, I'infiltration adipeuse
et I'inflammation chronique. Encore une fois la 8eundx a été largement utilisée pour
démontrer l'utilité d’approche de thérapie géniqugmentant la croissance musculaire et la
régénération avec par exemple des inhibiteurs dmyastatine [200, 201] ou encore la
surexpression d'IGF-1 (Insulin growth factor, isof@ musculaire) [202]. La surexpression
de CT (cytotoxic T cell carbohydrate) suite a Bajion intramusculaire d’AAV codant
l'enzyme Galgt2 a lorigine de sa synthese a égefgmmontré son efficacité contre le
phénotype histologique dystrophique de la somi le mécanisme thérapeutique restant
cependant inconnu [203].

De méme il a été montré que la surexpression daicgrgenes dans le muscle dystrophique
était bénéfique : di7-intégrine stabilise le sarcolemme [204]; la ragrine améliore la
formation de la membrane basale dans la dystrap#fieiente en laminine2 (liaison entre

la lamininee5 et le dystroglycane) [205] ; ADAM12 améliore ltalslité cellulaire en
absence de dystrophine tout en baissant la néetolieflammation [206] ; enfin citons la
calpastatine qui empéche la nécrose et nNOS gqibankinflammation. Le rationnel des
approches inhibitrices de I'inflammation pour legstlophies et DMD en particulier sera
abordé en détail plus loin puisqu’il s'agit de fapche que nous utilisons dans nos travaux.
Enfin il est intéressant de noter que ces approph#sitives ou compensatrices s’adressant
aux symptomes secondaires de la pathologie béméfient d'autant plus au muscle
dystrophigue en synergie d’'une thérapie géniqueaumeant la dystrophine. Il a en effet été
montré chez la sourimdxjeune que I'apport de mini- ou micro-dystrophimerge I'atteinte
membranaire, empéche le phénotype de centronuwiéatt protége en partie le muscle
contre les contractions excentrigues sans cepenagstaurer les propriétés contractiles
normales [207, 208]. Cela peut étre di au niveanmtession obtenue, ou encore au fait que
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les minigénes ou le saut d’exon ne peuvent que mama un phénotype proche de la
dystrophie de Becker. La preuve de principe d'urt®a synergique d’'une approche primaire
et d’une approche compensatrice de thérapie géniguae exemple été obtenue dans la souris
mdxlors de l'injection simultanée de deux AAV : 'eoedant une microdystrophine et 'autre
codant 'GF-1 murin [202].

2. Thérapie génique du muscle squelettique

La thérapie génique du muscle squelettiqgue ne geaitenvisagée sans prendre en compte la
réponse immune locale induite par le transfert éleeg. Avant de voir des exemples précis
d'immunogénicité du vecteur et/ou du transgene diensnuscle je présenterais donc
limmunobiologie dans le muscle sain ou inflamméabdrderais ensuite le défi que
représente le muscle dystrophique en thérapie génayant de terminer par la présentation
du potentiel de sécrétion de protéines transgésigaele muscle.

2.1.Immunobiologie du muscle sain ou inflammé

a) Cellules de I'immunité présentes dans le muscle

Le muscle a peu de surveillance immunitaire compané organe comme la peau qui est en
« premiere ligne » des expositions antigénigueg.dlen effet peu de cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) professionnelles dans le muddeproximité entre les CPA et les fibres
musculaires est surtout rencontrée dans le compuarti capillaire du périmysium (vofig.

60 suivante).

Figure 60 — Anatomie du muscle squelettique.

Ce schéma d'une coupe transversale de \ T L R—
muscle squelettique présente les j + )
différents niveaux d'organisation du @) Fibre (cellule) musculaire
tissu musculaire. En progressant de
'extérieur du muscle vers les fibres
musculaires on rencontre 3 types
d’enveloppes conjonctives : I'épi-, le

Endomysium

péri- et I'endomysium. L’épimysium Ferimysium
recouvre l'ensemble du muscle, @&

périmysium délimite les faisceaux de\=

fibores musculaires, et I'endomysiu Epimysium

Vaisseau sanguin

chaque fibre musculaire. Ici seuls les}
vaisseaux sanguins ayant traversé
I'épimysium sont présentés, ils forment un résespillaire qui traverse par la suite le périmysium e
vient au contact de I'endomysium pour vasculargd®aque fibore musculaire. Le prolongement des
nerfs moteurs forme également une arborisationrvamé au final chaque fibre musculaire en se
terminant par la jonction neuromusculaire. Adagedon [209].
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Le muscle de rat normal possede en revanche unglgbiom de cellules mononuclées du
systéme phagocytaire (macrophages résidants) bdié&i dans le tissu conjonctif du

périmysium et de 'endomysium entre les fibres mileoes[210]. Les CPA comprennent les

macrophages, les lymphocytes B et les cellules ridtepnees. Cependant, méme si les
macrophages expriment les CMH de type Il (antigka)e leur réle de CPA se limite a

l'activation des lymphocytes mémoire T et B, mads mles cellules T naives. En effet, les
macrophages ont une efficacité activatrice de Ilyoogte T négligeable comparée aux
cellules dendritiques qui sont les initiatriceslaeéponse primaire (appelée sensibilisation)
[211]. Les macrophages résidants pourraient dorwr awn réle dans la régulation de

’homéostasie immunologique locale en réprimantciefules T et dendritiques comme cela
existe dans les poumons [212], et ils ont un rémsdle recrutement d’autre cellules
mononuclées durant l'inflammation.

En dehors des cellules résidentes de nombreudateseale 'immunité sont recrutées lors de
linflammation consécutive a une lésion musculabenme illustré dans lagure 61

neutrophiles macrophages M1 macrophages M2

1004
80
60
40
20

0

% maximum

oV

0 2 4 6
jours suivant I'atteinte musculaire

Figure 61 — Séquence des infiltrations inflammato@s dans le muscle blessé.
La premiere population de cellules myéloides irdiit le muscle blessé correspond aux neutrophiles.
Par la suite 2 populations de macrophages de pype®tdifférents interviennent. D’abord les
macrophages M1 entretenant l'inflammation et caudas dommages supplémentaires en relargant
notamment du NO. Puis la population de macrophdg2sayant un role dans la résolution de
linflammation, et favorisant la croissance etdgénération musculaire.

Durant I'inflammation les cellules de 'immunitésidentes sont activées, et d’autres comme
des CPA professionnelles sont recrutées [213]. Dedeles expérimentaux d’inflammation
aigle induite par blessure musculaire indiquentlguy@emiére vague de cellules infiltrantes
correspond aux neutrophiles [214]. En effet, deslé&tin vitro montrent que des facteurs
solubles produits dés 3 heures aprés l'atteintecimlagre par les macrophages résidents et
augmentant dans les 24 heures, comme le FGF ol@FHRfibroblast growth factor et
platelet derived growth factor), ont une activit@insioattractante des neutrophiles et
macrophages [215]. Les neutrophiles sont préseats des 30 a 60 minutes suivant
l'initiation de la myonécrose induite expérimentaént et leur nombre augmente jusqu’a
atteindre un pic a 12 heures [216]. lls sont algraduellement remplacés par des
macrophages a activité phagocytique. Les macroghaget également le type cellulaire
prédominant dans les infiltrats inflammatoires derlyosite induite [217]. Gorospe et coll.
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ont également constaté chez la souris un recrutedemmastocytes circulants suite a un
dommage musculaire lIéger (une injection), avecaim&tique d’apparition intercalée entre les
neutrophiles et les macrophages commencant desuBeshgost injection [173]. Les
mastocytes sont surtout connus pour leur activaigsd’initiation de l'allergie, mais ce sont
aussi des cellules immuno-compétentes a activiéégmtatrice d’antigénes, et capables de
libérer des cytokines et molécules inflammatoirdies$ que I'lL-l, I'lL-6, le TNFe et la
chymase. Par la suite les macrophages résidargscpia les macrophages et neutrophiles
nouvellement recrutés produisent des cytokinesaattides leucocytes additionnels sur le site
atteint [218]. Les macrophages activés en plusede 4ctivité de phagocytose des débris
musculaires participent a la régénération en sa@arétu FGF et du PDGF ayant également
une activité chimioattractante des cellules préunsdu muscle [215].

Le processus inflammatoire normal dans le muscldicgge donc a la régénération
musculaire et a I'induction de 'immunité contreé&@ntuels agents pathogenes présents.

La présentation antigénique aux cellules T CD4 dépke I'expression constitutive ou induite
d’'HLA de classe Il sur les CPA. En dehors des CRAfgssionnelles infiltrantes ou
résidentes, nous allons voir que le muscle estudegn plus considéré comme un acteur de la
réponse immune car les cellules musculaires sqrabdes d’exprimer un grand nombre de
molécules relatives a 'immunité a leur surface.

b) Capacités immunes de la cellule musculaire

La cellule musculaire a la capacité fonctionnellagat en tant que cellule présentatrice
d'antigénes (CPA) non professionnéllsous certaines conditions. En effet, la cellule
musculaire a une activité immune exacerbée dutimfftammation. Les protéines de la cellule

musculaire utiles a linteraction avec le systemmemunitaire seront décrites dans ce
paragraphe et illustrées parffigure 62 ci-apres.

" On parle également de cellules présentatriceigiames facultatives.
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Figure 62 — Immunocompétence du muscle.
a) Le muscle humain exprime les antigénes HLA (CMEl)cthsse | (HLA-A, B et C). L'expression d'antigéne
HLA de classe | non classique (HLA-G) ou de clasg¢iLA-DR, DP et DQ) peut également étre induit.
Les cellules musculaires peuvent présenter degé@s endogénes aux LTC CD8+ via le CMH |. Aprétece
activation les LTC peuvent induire la nécrose deditule musculaire par relargage de granzymegugs. (ii)
La cellule musculaire peut présenter des antigeizete CMH de classe Il aux LT CDA4+. (iii) Les ciines
pro-inflammatoires induisent I'expression de HLA-€&, qui inhibe fortement le LT, et protéege doncedHule
des dommages induits par les lymphocytgsLa cellule musculaire exprime également diversetéaules
membranaires qui sont surexprimées en conditidammhatoire. (iv) ICAM1 pourrait participer a la oyoxicité
contre les fibres musculaires en recrutant locatérdes LTC. (v) Les molécules co-stimulatrices ca@i@OS-
L sont nécessaires a la (ré)activation de la fonades LT. Les cytokines pro-inflammatoires peuvaussi
induire I'expression de la molécule co-stimulati®&&H1. B7-H1 inhibe fortement I'activation des diirant la
présentation antigénique par le CMH de classe ll.on) La cellule musculaire sécréte également différents
facteurs solubles. (vi) Les MMPs sécrétées paellale musculaire participent également a son aduis® aux
LT. d) La cellule musculaire peut reconnaitre différesdgles nucléiques antigéniques via des récepteurs d
type toll comme TLR3 et TLR7 qui lient respectiveth$ARN double et simple brin, ce qui induit laieo
inflammatoire NFB. L’ADNdb & motifs CpG quant a lui induit I'exprgien de MCP-1, ce qui attire les
cellules inflammatoires sécrétrices d’lRNAdapté de Wiendl et coll. [219].
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Les muscles squelettiques représentent le plugigrampartiment cellulaire du corps, mais
aucune expression de molécules du complexe majdustatompatibilité (CMH) n’est
détectée par marquage immunohistologique dansse ¢in conditions physiologiques [220,
221]. Il a cependant été montré que la cellule miage in vitro, etin vivo en contexte
inflammatoire exprime les molécules du CMH de ddsst 11 fig. 62A).

In vitro le myoblasté humain exprime de maniére constitutive le HLA dsse | (human
leukocyte antigen) [222-224], et ce niveau augmewec la stimulation par des cytokines
pro-inflammatoires (interferop (IFN-y), tumor necrosis factar (TNF-a), interleukine & et

B (IL-1)). In vivo le CMH de classe | est exprimé en condition patfigue, et plus
particulierement dans les myopathies inflammatdietls que la polymyosite (PM), ou encore
dans la dystrophie de Duchenne [9, 220, 221]. Waleemusculaire est capable d’exprimer
les protéines de lI'immunoprotéasome nécessairea prdsentation de peptide antigéne
intracytoplasmique par le CMH de classe | (vogr. 62A) [225]. Les cellules musculaires
saines peuvent également étre reconnues par lgghbgytes T cytotoxiques (LTC) via le
CMH de classe | [226]. La présentation des antig@malogenes aux LTC peut donc avoir
lieu a la surface de la fibre musculaire, et a@@&s$sation, ces LTC peuvent provoquer la
nécrose de la fibore musculaire en relarguant daszgmes lytiquefig. 62i). De la méme
maniére, apres un stimulus inflammataievitro (IFN-y) [223, 224, 227] ou chez un patient
atteint de myopathie inflammatoire, on détectegiression de molécules du CMH de classe
Il (fig. 62A) [228-230]. De plus, il a été montré que les deflumusculaires humaines sont
éguipées de toutes les molécules nécessaires @danpation d’antigénes sur le CMH de
classe Il [228, 230, 231]. Les cellules musculagascondition inflammatoire peuvent donc
présenter des antigénes extracellulaires ou irgr@vires (viraux, bactériens, auto-antigénes
et allo-antigénes musculaires) aux lymphocytes M @ia le CMH de classe Iffi§. 62ii).
Enfin, il est possible d’induire I'expression d’'un®lécule non classique du CMH de classe |
: HLA-G [222]. HLA-G a surtout été rapporté comnmeluisant la tolérance immune [232].
Les cytokines pro-inflammatoires induisent I'exmies de HLA-G ce qui inhibe fortement
les lymphocytes T, et protege donc le muscle dgatdénduits par ces celluldsiq. 62iii).

En plus des molécules du CMH les cellules musagaexpriment différentes molécules
membranaires telles que les CAMs (molécules d’dadhéstercellulaire), des récepteurs de
cytokines et chimiokines, ou encore des molécuégesatstimulation, et ce spécialement en
condition inflammatoire Kig. 62B) [219]. Il a par exemple été proposé que les CAMs
participent a la cytotoxicité contre les fibres wuiaires en recrutant localement des
lymphocytes T CD8. En effet, dans le cas de myogsitinflammatoires, I'expression de
ICAM-1 est trouvée au niveau du sarcolemme degdilimon nécrotiques infiltrées par des
cellules mononuclées, et les LTC expriment le lkibde ICAM-1 : LFA-1 [233] fig. 62iv).
L’expression de récepteurs de cytokines a la serf@s cellules musculaires est présumée
vivo sur la base de cultures de myoblastes qui répomderntro a diverses cytokines. Des

" Cellule souche musculaire.
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récepteurs de chimiokine tels que CCR1 et CCR%tintrouves sur des fibres musculaires
saines. De méme le récepteur CCR2B est exprimieseellules satellites et sur les fibres en
régénération [233]. Parmi les molécules co-stimiglas on retrouve ICOS-L qui est exprimée
par les cellules musculaires de maniere faible amition physiologique normale, et dont
'expression augmente en condition inflammatoirenslation par le TNFe) [234, 235].
L’interaction de ICOS-L avec son récepteur ICOS s lymphocytes T CD4 ou CDS8
constitue une voie immuno-stimulatrice majeure dufaflammation musculaire [234, 236].
D’autres molécules exprimées par le muscle en tiondnflammatoire sont en revanche co-
inhibitrices des lymphocytes T. C’est le cas deHB7{inductible par I'lFNy in vitro) qui a
été proposé en tant que régulateur négatif locdlimfammation dans le muscldig. 62V)
[237, 238].

Il apparait également qu’un certain nombre de fastsolubles impliqués de linitiation a la
résolution de linflammation, et sécrétés par ledutes immunocompétentes infiltrantes,
seraient aussi sécrétés par les cellules musculdle serait le cas pour des cytokines, des
chimiokines et des MMP (matrix metalloproteinas@g). 62C). Dans le muscle normal
aucune expression de cytokine n’est trouvée. Mais de cas des myopathies inflammatoires,
les cellules musculaires tout comme les lymphogcypasgticipent a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires [233] et expriment MMP-2, MMPe? MMP-9 [239, 240]. Le collagene
IV étant abondant a la membrane basale des fibrassté proposé que la surexpression de
ces MMPs — par les fibres non nécrotiques danpatd®logies inflammatoires — faciliterait
'adhésion et 'acces des LTC aux fibres en dégmadatte matrice extracellulairég. 62vi)
[239].

Enfin I'expression de récepteurs de type Toll (TleR) trouvée dans les cellules musculaires ;
c’est par exemple le cas vitro etin vivopour le TLR3 [241], mais également pour TLR7 qui
est surexprimé dans le muscle des malades DMD [2@8{te famille de récepteurs de
limmunité innée reconnait diverses molécules dbggenes, en I'occurance TLR3 reconnait
'ARN double brin et TLR7 'ARN simple brin, tousedix induisent I'activation de la voie
pro-inflammatoire NF-kB. Toujours concernant I'immité innée, il a également été montré
gue linjection d'oligonucléotides contenant destiiso CpG non méthylés induisait la
synthése de chimiokines (MCP-1, monocyte chematactitein-1) par les fibres musculaires
ce qui attire les cellules inflammatoires sécrésid’IFNy [243] (fig. 62D).

Nous avons donc vu que linfammation joue un rékntral dans la réponse immune
musculaire. Elle favorise le recrutement des CPdéfgmsionnelles qui autrement sont peu
nombreuses dans le muscle, et elle stimule I'egmasdes molécules du CMH ainsi que des
molécules co-stimulatrices des lymphocytes T atéase des myoblastes. Ainsi le myoblaste
peut se comporter comme une CPA non professiondalis des réactions immunes CMH |
ou CMH Il dépendantes [224, 234, 237], et peut ddémwmmer in vitro une synapse
immunologique avec des cellules T. L'efficacitémsilatrice de cette synapse immunologique
peut étre discutée, en effet expérimentalemenCRA non professionnelles dépourvues de
molécules de co-stimulation appropriées induiseptiis souvent une tolérance [244].
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Cependant le muscle semble présenter un microeemament approprié ou présentation
d’antigenes et co-stimulation n’ont pas besoinrd’&ffectuées par les mémes cellules (trans-
co-stimulation). Et méme si la fibre musculaire wnatexprime moins abondamment les
molécules présentées dans figure 62 que le myoblaste, il semblerait qu’elle puisse
participer aux réactions immunes.

2.2.Réponse immune induite lors d’une injection intramuwsculaire

a) Réponse immune dirigée contre le vecteur

Je n'aborderais ce point que pour les vecteursjqueitilisés sur le muscle lors de mes
travaux, a savoir : 'ADN nu, I'électrotransfert|gtAV.

L’ ADN peut étre injectélans le muscle sous forme plasmidique, on parlée gt
d’ADN « nu » car il n'est pas associé a un systémeectorisation. Une telle injection peut
permettre I'expression sur plusieurs mois du tranega un faible niveau [245]. En effet ce
vecteur seul transfecte peu le muscle, I'expresd®protéine transgénigue obtenue est donc
faible. Quand une réponse immune est générée pptaemide elle est soit due a un effet
adjuvant de contaminants tels que les endotoxip@s,due a une réponse immune innée
contre des motifs CpG non méthylés. En effet,at@montré que les dinucléotides CpG sont
toujours méthylés et statistiguement sous représedans le génome des vertébrés, au
contraire du cas des génomes de nombreux procargbtz qui I'on trouve une fréquence
normale de CpG toujours non méthylés. |l appanaét cette différence sélectionnée au cours
de I'évolution correspond a un systéeme de défemseunitaire inné. Ainsi, les dinucléotides
CpG sont particulierement immunostimulateurs quiemdont flanqués de deux purines en 5’
et de deux pyrimidines en 3’, on parle alors deifm@OpG (par exemple chez I'homme :
GTCGTT) [246]. Les plasmides sont produits dans degébes, ainsi les CpG de la
séquence plasmidique ne sont pas méthyliésvivo, les oligonucléotides ADN et les
plasmides a motifs CpG non méthylés endocytés parcellules immunes (lymphocytes,
cellules natural killer (NK)...) activent 'immuniténée via le TLR9, et peuvent participer a
linitiation de réponses immunes adaptatives a@ diinjection. De méme des études sur la
vaccination ADN par intramusculaire montrent que meotifs CpG non méthylés induisent
l'expression de chimiokines (MCP-1) par les fibmesisculaires ce qui attire les cellules
inflammatoires sécrétrices d'IFN-LT et NK). L'IFN-y induit I'expression de CMH de
classe Il et d’autres molécules impliquées dangrésentation d’antigénes a la surface des
cellules musculaires [243]. Ainsi activée, la clelunusculaire transfectée est capable de
présenter des peptides de la protéine transgénigxieellules T CD4+ via le CMH de classe
Il ; il apparait en effet qu’en plus de la préséatad’antigenes exogénes par la voie classique
du CMH II, les myoblastes murins et humains sorgab#és de présenter des antigenes
endogénes via le CMH Il [243, 247]. Néanmoins, ec@ictorisation présente 'avantage de
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pouvoir étre ré-administrée dans le cas de maladhemiques puisque la réponse immune de
type Thl est transitoire, et aucun anticorps rgésieré contre 'ADN.

Afin d’améliorer la transfection du muscle par lagmide, des méthodes physiques
comme la biolistique ou I'électrotransfert ont @éveloppées. Electrotransfert est la
vectorisation non virale la plus efficace dans lasabe (décrite en détails plus loin dans la
partie2.5) ; cette méthode physique de transfert de genkésant un courant électrique peut
étre a l'origine d’'une réponse immune due a 'ADNoe au traumatisme induit. 1l a été
montré que I'électrotransfert n'induit pas I'expses de genes liés au stress dans certaines
conditions optimisées [248], cependant la procédeste traumatisante et inflammatoire, et
elle est a l'origine de Iésions transitoires q@ipdiraissent en une semaine comme le montrent
Rizzuto et coll. [249]. Cette méthode est polyvedepuisque selon le contexte et les
parameétres du champs électrique utilisés elle pgmrandans un cas la création d'un effet
adjuvant en vaccination ADN [250], et dans l'auéle ne générera pas plus de réponse
immune que l'injection du plasmide seul [157].

Comme nous l'avons vu dans fmrtie | le vecteur AAV administré par voie
vasculaire est connu pour étre un immunogene faiblaparé a I'adénovirus. Il en va de
méme pour une injection du muscle sain, qui ne gmae pas de réponse immune innée
marquée, mais le vecteur AAV n'est pas pour autantunologiquement inerte. Aprés une
administration intramusculaire de vecteur AAV, c¢a&luest retrouvé dans divers fluides
biologiques et notamment dans le sérum. Ainsi, wégonse humorale efficace des
lymphocytes B est mise en place contre la capsidte s I'injection d’un muscle, avec
possibilité de production d’'anticorps neutralisanelon les cas différents niveaux
d’activation des cellules T peuvent également éhservés. Actuellement des recherches sur
une potentielle réponse innée contre le vecteur AAkt en cours. En effet, d’autres modéles
d’infection suggérent qu’elle existe puisque I'immité innée est importante pour I'activation
d'une réponse adaptative B et T. Lors d'une prinfedtion la capside des virus non
enveloppés peut étre opsonisée, mais il apparaé Cacide nucléique viral est
particulierement important pour monter une répomsee. Brievement, les « senseurs »
cellulaires d’acides nucléigues viraux font padela famille des PRR (Pattern Recognition
Receptors) comprenant les récepteurs de typeTloR) qui sont enchassés dans la membrane
plasmique, et dont lactivité peut étre déclenchi&ela surface cellulaire ou durant
'endocytose. Ces intéractions conduisent a I'atibn de I'inflammasome et a la production
d’interféron de type | [251]. Les cellules denidpites (qui sont des CPA) jouent un rdle
majeur dans ces processus innés de reconnaissemaafettions. Les recherches s'orientent
donc vers le TLR9 présent dans ces cellules etbteypke reconnaitre 'ADN simple brin du
vecteur AAV. Le faible potentiel immunogéne de I'Adans le muscle serait donc en partie
dd au fait qu'il transduit mal les cellules présdrites d'antigénes — d’ailleurs peu
abondantes dans ce tissu — et au fait que la eatlusculaire a un niveau tres faible dARNm
du TLR9 comparé aux CPA comme cela a été montr&paPCR [241]. Les essais cliniques
utilisant linjection de vecteur AAV dans le muscle rencontrent donc pas d’effets
secondaires sérieux ni de toxicité chez 'lhommem@e pour le vecteur, la capside du virus
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AAV sauvage peut induire une réponse B, dés lomshieix de sérotypes ayant une faible

immunoprévalence dans la population traitée peet é&tvisagé. C’est par exemple le cas de
'AAVS5 qui a un faible profil immunologique chezhbmme.

Bien entendu il faut garder a l'esprit que l'inject en elle-méme ainsi que le volume

administré sont déja potentiellement a l'originer® inflammation transitoire du tissu [173,

249], et que toutes les réponses immunes décritdessus peuvent étre amplifiées ou
différentes dans un contexte musculaire patholagiqu

b) Réponse immune contre la protéine transgénique

En plus de la réponse contre le vecteur, il peangir une réponse immune contre la protéine
transgénique. Cette réponse immune a un type (ThIh2) et une intensité dépendant du
vecteur, du transgéne, et du contexte. Le vectesmrnaimportance concernant la réponse
contre la protéine transgénique car il transfectmile ou telle population cellulaire
(comprenant ou non des CPA). De plus le vecteut peair un effet adjuvant et activer
limmunité innée et induire une réponse inflammatdk51]. Au dela de la dose de vecteur
injecté, qui a un impact direct sur le niveau dregsion du transgene et sur le niveau
d’activation de la réponse innée, la cinétique pfession de la protéine transgénique est
€galement importante. Une expression a cinétiqute kest en pratique moins immunogene du
fait de la présence moindre de l'antigene durantplease inflammatoire induite par
'administration du vecteur.
La sensibilisation des lymphocytes T activant uaponse immune spécifique contre la
protéine transgénique peut étre due a 3 cas defigu

- soit les cellules musculaires transfectées présetde peptides dérivés des protéines

endogénes aux lymphocytes T via des molécules dH @&/classe |,
- soit des CPA sont transfectées,
- soit l'antigéne produit par les cellules transfestést relargué puis recapturé par les
CPA professionnelles résidentes ou infiltrées.

Ce dernier cas de figure correspond a de la prég@microisée (cross-presentation).
Des expériences de greffes de myoblastes transfdeténaniere stable dans des souris naives
a CMH chimérique indiquent que la sécrétion d’'umetgine étrangere est suffisante pour
induire une réponse immune contre cette protéinesfet, la protéine transgénique sécrétée
par les myocytes résultant de la greffe est recéptpar des CPA dérivées de la moelle
osseuse qui sensibilisent alors les lymphocytepétiques [252]. En théorie une protéine
transgénique sécrétée activera plus efficacemenmtélsentation croisée, mais cette efficacité
de recapture dépend aussi en partie du niveau d'ssion de I'antigéne, et donc dans le cas
de la thérapie génique de l'efficacité du vectdude promoteur utilisé. Notons également
gu’il existe une possibilité de contamination du ke vecteur AAV par la protéine
transgénique, malgré les purifications. Celle-cdvignt d’'une expression par les cellules
productrices d’AAV qui sont transfectées par lespiae du génome viral.
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Concernant 'ADN nu, il a été montré que l'injextide plasmide dans le muscle transfecte
des cellules dendritiques résidentes [253]. Cdalesldendritiques transfectées migrent alors
vers les nodules lymphatiques drainants ou ellasilsdisent les lymphocytes T spécifiques
des antigenes présentés. Notons, comme évoquéplagsie les motifs CpG peuvent stimuler
in vitro les myoblastes transfectés et les faire passestatut de CPA facultatif a CPA
efficace pour la présentation d’antigenes endogeiaele CMH II. Cependant, il semble que
les myoblastes soient incapabiesvitro d’effectuer de la présentation croisée de la pmeté
transgénique sécrétée [243].

En revanche, il semble que l'administration de ®ers AAV dans le muscle soit peu
immunogene. Citons par exemple I'observation d’réation immune cellulaire cytotoxique
contre les fibres musculaires transduites par letewg adénoviral et exprimant g
galactosidase, alors que le méme transgene vettoais 'AAV permet une expression au
long terme dans le muscle [254]. Cette « évasianume » de la protéine transgénique suite a
'administration de vecteurs AAV dans le muscle pail étre expliquée par la relative
inefficacité de transduction des cellules dendrits) murines matures par le vecteur AAV
[255]. Cette hypothese est renforcée par la digparde la réponse immune cellulaire, et
'observation uniquement d’'une réponse humoraldreole transgéne quand son expression
est restreinte aux cellules cibles par un promosgécifique [256]. Néanmoins, dans le cas
d’'un antigene relativement immunogéne vectoriseymaAAV, comme le transgene sécrété
Ova (ovalbumine), l'utilisation d’un promoteur tissible spécifique (ici musculaire) ne peut
empécher la formation d’'une réponse cellulaire [2BBemble que la faible transduction des
cellules dendritiques par I'AAV soit due a I'étajpaitante de conversion du génome viral en
double brin. En effet, il est possible de transeludes cellules dendritiques immatures et
matures avec un AAV double brin [258].

Notons également, dans le cas de 'AAV, qu’'unequiide plusieurs semaines est nécessaire
pour gu’un transgéne atteigne son maximum d’exresgres une injection intramusculaire.
Ce délai rend compte de la stabilisation et du tedgconversion du génome simple brin de
FAAV en ADN double brin transcriptible. Cette citigue d’expression lente pourrait
également expliquer la faible réponse immune oléseontre des protéines transgéniques
pourtant connues pour leur immunogénicité dansteexte du vecteur adénoviral [255].

En dehors de certains événements de tolérancevébsavec le vecteur AAV, les transgénes
provenant d’'une autre espéce sont en général resquar le systéme immunitaire. En effet le
niveau d’identité de séquence en acides aminé® desdr genes homologues de l'espéce
donneuse et cible définie les épitopes considéésre non soi par I'hdte. Par exemple la
thérapie génique utilisant un plasmide codant wstrdphine murine dans la souris n’induit
pas de réponse immune alors qu'une inflammatiametdestruction des fibres exprimant la
dystrophine humaine est observée chez la sourisimoompétente [259]. L'alignement des
séquences d’'acides aminés entre les dystrophiredalex especes donne en effet un score
d’identité de 85 %. Des expressions plus longued donc obtenues avec des transgenes
provenant de la méme espéce que le receveur [REIfré cette précaution un transgene
peut tout de méme étre considéré néo-antigene dmnsas ou I'hdte posséde un
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polymorphisme ou méme une mutation du géne eniqnete développement d’'une réponse
immune contre une protéine inconnue du systeme imiaite est donc un obstacle a la
thérapie génique dans le cas d'une maladie monggéniLe malade est en effet

immunologiquement naif vis-a-vis de la protéinevsge, la sienne étant mutée et/ou non
exprimée.

Enfin, en plus de son implication dans l'initiatiae la réponse adaptative, un contexte
inflammatoire peut également atténuer ou éteiridrpiession du promoteur utilisé du fait de

la production de cytokines par les cellules immuimddtrées. Cet effet est par exemple

retrouvé avec les promoteurs CMV, RSV, SV40 et MMLWR, mais les promoteurs tissus

spécifigues semblent en général épargnés [261].

L'impact du contexte pathologique musculaire suthérapie génique est abordé ci-apres
avec le cas du muscle dystrophique auguel notdeétiintéresse.

2.3.Immunobiologie du muscle dystrophique et thérapie énique

Nous avons abordé plus tét dans le chapitre coasatimmunobiologie du muscle sain le
fait que les cellules musculaires n’expriment pasreblécules du CMH, hormis durant un état
inflammatoire. Or, il apparait que les cellules oulgires des malades DMD expriment
fortement les molécules du CMH de classe | [26&ciGavorise les réactions cytotoxiques
médiées par les lymphocytes CD8+ contre les filbmasculaires transfectées exprimant une
protéine transgénique immunogéne ou présentant adéigénes provenant du vecteur.
Contrairement au cas de myopathies inflammatoioesia marquage de molécule CMH de
classe Il n'est détectable sur les cellules musaslales biopsies de muscles provenant de
malades DMD [262]. L’hypothése de la cellule muaael ayant une activité CPA facultative
reste donc a explorer dans le contexte inflammatparticulier de DMD. En revanche,
l'infiltrat de cellules mononuclées a été largemeatactérisé chez DMD ou dans la souris
mdx Il apparait chez DMD que ce sont majoritairentad macrophages et des lymphocytes
T CD4 activés (exprimant des antigénes du CMH dssd Il), mais également en moindre
quantité des lymphocytes T CD8 et des cellules digoaes [116]. Et chez la sounisdxagée

de plus de 7 semaines on trouve jusqu’a 20 fois gdumacrophages et 7 fois plus de cellules
dendritiques que dans le muscle des souris sa2@3.[On peut donc s’attendre a ce que la
voie de présentation du CMH de classe | induisamet néponse cellulaire soit plus efficace
dans le muscle dystrophique du fait du plus gramahbre de CPA résidentes. En dehors de
I'état inflammatoire du muscle dystrophique, I'asipaécrotique de celui-ci peut également
étre responsable de la destruction de fibres maisealtransfectées, et éventuellement d’'une
présentation croisée plus efficace du fait de fditecytoplasme dans le milieu interstitiel.

En plus du niveau inflammatoire endogéne, I'étatnauscle dystrophique rend aussi les
injections dans ce tissu malade plus promptes raitexcune infiltration inflammatoire et ce,
aussi bien avec une solution physiologique gu’avecvecteur adénoviral. En effet, dés 3
jours apres linjection on trouve plus de macromsagt de cellules dendritiques dans le
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muscle dystrophique injecté comparé au muscle €stte réponse due au traumatisme de
l'injection est non spécifique ; de méme [l'infitrde lymphocytes T dont le pic est atteint 7
jours post injection est également plus importamhsdle muscle dystrophique, bien que
lintensité de la réponse dépende ici du vectewtedtexpression du transgéne, et donc de la
force et de la spécificité du promoteur [263]. Liadistration de vecteur AAV6 dans le
muscle canin dystrophique indique également q&il cessaire d’administrer un régime
immunosuppresseur plus fort que dans le muscledsaant la thérapie génique pour obtenir
le méme résultat. En effet la combinaison des inoauppresseurs cyclosporine et
mycophenolate mofetil prévient les réactions imrairés chez le chien sain, alors qu’il est
nécessaire de combiner la globuline anti-thymocytee régime chez le chien cxmd pour
obtenir une expression a long terme du transgéneo+dystrophine canin [81]. Ceci est
probablement du a la nature inflammatoire pré-arist dans le muscle dystrophique.

Le muscle dystrophique, comparé au muscle sain,dest un tissu ayant une activité
immunitaire exacerbée pouvant rendre la thérapreqgé difficile a cause d’'une réponse
immune contre le vecteur et/ou la protéine transgienexprimée.

2.4.Le muscle en tant que sécréteur

La sécrétion de protéines thérapeutiques permdttetiir un effet systémique et d'agir sur
des cibles lointaines et/ou multiples. C’est done stratégie intéressante pour le traitement
des muscles squelettiques dans les dystrophiesufauss.

concentration A

sanguine
\ \\ \\ seuil de toxicité
fenétre therapie génique
thérapeutique \ \
/ \ seuil thérapeutique
>
A A A temps

injections répetées de protéine recombinante

Figure 63 — Avantage de la thérapie génique compagéune protéothérapie.

L'utilisation de la thérapie génique afin de praduét sécréter une protéine thérapeutique
présente de nombreux avantages comparés a |'athatiois de protéines recombinantes. En
effet, le co(t de la production a grande échellgpadéines recombinantes est élevé. Et ces
protéothérapies nécessitent des réadministratiégslieres du fait de I'élimination rapide
dans la circulation sanguine. Cette demi-vie reggempose également l'injection de fortes
doses pouvant entrainer des effets indésirabldse woe toxicité. La thérapie génique, en

- 109 -



Introduction

revanche, permet une production constante et pellentent régulée de protéines
thérapeutiques (vofig. 63).

Dans ce cadre, le muscle s’est avéré une cibleétaie génique particulierement pratique et
efficace. Le tissu musculaire est en effet abondeintfacile d’acces, essentiellement
différencié et post mitotique, et trés bien vasdséace qui constitue un avantage pour la
sécrétion. Enfin, d’'un point de vue éthique et eéggdntaire, il est possible d’exciser le tissu
transfecté. Les fibres musculaires sont capablespdmer et de sécréter des protéines
transgéniques biologiquement actives qui ne sonnalement pas synthétisées par le tissu
musculaire [264], tel que le facteur de coagulatdr{FIX) [264, 265] ou lal-antitrypsine
[266].

Quel que soit le vecteur utilisé pour transfecterntuscle, la présence de la protéine
transgénique dans le sang est expliquée par lpsstaivantes :

1) une sécrétion extracellulaire depuis la fibresoulaire transfectée de la protéine
transgénique possédant la séquence signal deisé@ppropriée,

2) la diffusion de la protéine sécrétée a traveraatrice extracellulaire des fibres,

3) et finalement l'accés au réseau microcapillaiease du muscle et le passage au
travers de I'endothélium.

Dans notre étude nous utiliserons la vectorisafidlv efficace et peu immunogéne dans le
muscle, mais également I'électrotransfert, afirfiades sécréter nos transgenes d’intérét.

2.5. Electrotransfert du muscle

L’électrotransfert est une technique favorisanttfée de 'ADN nu dans les cellules cibles en
leur appliguant un courant électrigue. Un chamgtétie imposé a une cellule induit une
différence de potentiel de part et d’autre de lanim@ne appelé potentiel transmembranaire
(TMP). L’électroperméabilisation sur laquelle seséd’électrotransfert correspond a une
destructuration ou perméabilisation de la membranest obtenue au-dela d’'un certain seuil
du TMP. La membrane cellulaire ainsi perméabilisstecapable d’internaliser des molécules
dans son cytoplasme. Expérimentalement la pernigainin efficace pour une transfection
est obtenue quand on atteint une valeur minimal@MB de l'ordre de 200 a 300 mV [267].
La formule suivante permet le calcul du TMP poutype cellulaire donné :

AVm = f.g@).r.E.co®

En effet le TMP (ouAVm) est fonction des parameétres suivants : le ragernia cellule
considérée sphérique (r), le champ électrique qp@l{(E) et a son angle d'incidenég, (a
forme de la cellule (f) et enfin la conductivité duilieu (g@.)). Cette relation montre que
lintensité minimale requise pour perméabiliser umeembrane est inversement
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proportionnelle au rayon de la cellule. Les coodii électriques utiliséaa vitro sur des
petites cellules sont donc déléteres sur des fibmesculaires qui sont de longues cellules
d’'un diametre de 10 a 1Q0n [268]. En partant de cette base il a été déterrde maniere
empirique les conditions permettant un bon niveaxpitession suite a I'électrotransfert du
musclein vivo ; a savoir des impulsions répétées (8 a 10) dgulndurée (4-50
ms/impulsion) et peu intenses (100-500 V/cm) arémudence de 1 ou 2 Hz [268, 269].
L'efficacité de I'électrotransfert dans le musctpuslettique a l'aide d’'impulsions électriques
de longue durée (5-50 ms) a été montrée en 1998, [271]. Cette technique permet
d’augmenter l'efficacité de transfection de plusseardres de grandeur (100 a 10 000 fois)
par rapport a l'injection d’ADN nu, et elle réduibnsidérablement la variabilité inter-
individuelle d’expression protéique [268, 270].

L'utilisation d’impulsions de courant continu (s@jncarré) est préférém vivo car cela
permet de fixer l'intensité du champ électriqu@aeaturée des impulsions indépendamment de
la résistance électrique du muscle. Expérimentaieih@ également été montré que 'ADN
doit étre présenin situ dans le muscle avant I'application des impulsiélectriques pour
observer une efficacité de transfection. Ceci diffdu cas de petites molécules hydrophiles
marquées (EDTA!Cr) qui rentrent aussi bien dans les fibres musmsagu’elles soient
injectées avant ou apres l'application des impugsidlectriqgues [268]. Cela suggére un effet
actif du champ électrique sur les molécules d’ADdumppromouvoir leur entrée dans les
cellules. L’hypothése mécanistique actuelle déativi@lectrotransfert d’ADN est donc un
processus biphasique nécessitant la perméabilisagitulaire, mais aussi une électrophorese
de 'ADN. L’électrophorese pourrait ainsi favorisénsertion de 'ADN dans la membrane
cellulaire déstabilisée par le champ électriqueuetavoriser le déplacement de 'ADN dans
la cellule perméabilisée. Le phénomene biphasiqgaeeadémontré a I'échelle de la cellule
unique, par microscopie en fluorescence [272]. @asaux révelent que I'ADN chargé
négativement s’accumule de maniére électrophoetilyjucété cathodique de la cellule suite
a l'application des impulsions électriques. L'accuamion n’est possible que s'il y a
perméabilisation préalable a l'aide d’impulsiongcéiliques de durée supérieure a 1 ms.
L’interaction obtenue entre 'ADN et la membrandldaire forme des agrégats localisés
insérés dans la membrane. Déstabilisation et éfgubrese pourraient donc induire
directement I'entrée de 'ADN dans le cytoplasmegisnil est également possible que la
captation d'ADN nu repose sur un mecanisme d’ertdgeyfavorisé par cette accumulation a
la membrane [273]. D’autres expériences dans leclairs vivo montrent qu’aprés injection
la majorité de 'ADN est rapidement dégradé et #lén(dés 5 minutes aprés linjection).
Mais un pool d’ADN injecté est plus stable et edgrdé plus lentement, permettant ainsi
d’appliquer les impulsions électriques jusqu’a 4ires aprés l'injection d’ADN sans perte
d’efficacité de transfection [274, 275].

L’électrotransfert est intéressant de part sa saibplde réalisation, son faible colt et son

efficacité. De plus des expressions longues (sepés a un an) peuvent étre obtenues du fait
de la longue durée de vie des fibres musculairé8][Zette approche a été utilisée dans le
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muscle afin de sécréter de nombreuses protéineapthgiques telles que des anti-cytokines
pour la polyarthrite rhumatoide [276, 277], ou eed@rythropoiétine stimulant la production
de la chaing de 'hémoglobine capable de remplacer la chfiidéficiente dans le cadre de
la B-thalassémie [278].

2.6. Transduction du muscle par 'AAV

Le vecteur AAV est particulierement efficace paansduire le muscle squelettique. La taille
de 'AAV (~24 nm) lui permet de traverser la magriextracellulaire du muscle qui présente
des pores de 40 nm. L’AAV est capable de transdagdibres musculaires matures et post
mitotiques, et une expression stable de la protéamesgénique peut étre obtenue [90]. Le
tissu musculaire transduit peut également étrés@itén tant qu’organe exocrine pour faire
sécréter dans le sang une protéine transgéniquieit.

Le premier sérotype qui fut testé en injectionamusculaire (IM) est 'AAV2, qui permet
une transduction « modeste » du muscle comparénaikeurs sérotypes. En effet, son
tropisme dans le muscle est caractérisé par unesdwation préférentielle des fibres
musculaires lentes qui sont plus riches en HSP& récepteur primaire (surexpression de
HSPG observée dans le cytoplasme) [79, 90]. Cepéndzette préférence pour la
transduction des fibres lentes disparait avec l@mgation de la dose de vecteur injectée, ou
dans une moindre mesure, dans le cas des fibréssl@matures qui surexpriment moins
'HSPG. D’autres sérotypes comme les AAV1, 6, 8mpettent une expression de la protéine
transgénique au moins 10 fois supérieure a ce’quenbtient avec 'AAV2 a la méme dose
[22]. Ces sérotypes transduisent aussi efficacemesribres musculaires lentes que rapides.
A noter que I'AAV1 transduit moins bien le muscleegles sérotypes 6, 8 et 9 quand il est
administré par voie vasculaire [279, 280]. Le s@get 9 possede également un fort
cardiotropisme comme nous l'avons vu dansadie | [64].

L'utilisation du muscle a des fins de sécrétion antré que I'on obtenait des cinétiques
d’expression plus lentes dans le sang avec I'AAYhgaré a une vectorisation non virale.
Ceci étant attribué au temps de conversion du génamal. En effet, aprés un électrotransfert
du muscle, il est possible de détecter I'expresdionransgene luciférase dés 3 heures aprés
I'injection [268]. Généralement, les protéines séées suite a une IM d’AAV sont détectées a
partir du 3 ou 4"®jour apreés l'injection par ELISA [37].
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. Promoteur / Phase .
Pays Maladie Vecteur X - statut Année
transgene clinique
A | EEEUEE hémophilie B AAV2 FIX | fini 1999
d'Amérique
Etats-Unis i }
B d'Amérique myopathie des ceintures AAV2 sarcoglyea, y oud | ouvert 1999
C Hollande déficience en lipoprotéine lipas ? LPL 1/l ouvert 2005
Acceptation
D Angleterre hémophilie B AAXBZ/S LP1/hFIX | sous 2006
condition
E I:_Itats:L_,lnls myopathie des ceintures type 2| AAV1 e sarct_)glycam | ouvert 2006
d'Amérique humain
Etats-Unis . - i .
F d'Amérique dystrophie de Duchenne AAV-2/5 CMV / minidystropéi | fini 2006
France myopathie des ceintures type 2| AAV1 desmine / sarcoglycan [ ouvert 2006
H | Etats-Unis maladie de Pompe AAVL CMV / acidea- i ouvert 2008
d'Amérique glycosidase

Tableau 3 — Essais cliniques de thérapie géniquerathistrant un vecteur AAV en
intramusculaire.
D’aprés les données collectées sur le site httwu/wwiley.co.uk/genmed/clinical (mise & jour décemBnN09).

Le vecteur AAV a été utilisé en IM dans divers ésstiniques de phase | et Il (résumés dans
le tableau 3 ou il a démontré son innocuité, et la bonne trlée d’'injections multiples dans
un méme muscle. On retrouve dans ces essais @mitijmjection de doses s’étalant de
guelques millions de génomes viraux (vg) par patéans I'essai G, a plusieurs milliards
(1,8.13% de génomes viraux par kg du patient dans 'egsdit une dose totale maximale
injectée en IM chez un homme de 70 kg de I'ordrel de4.16" vg). Les injections ont été
effectuées en un a plusieurs sites dans un mémelamssus anesthésie locale. Ces essais
cliniques ont donné des renseignements importantsastoxicité, I'immunogénicité, les
niveaux de transduction obtenus et la clairanc€A A/ administré en IM chez 'homme.
Par exemple, la clairance du vecteur AAV1 a étgisypar QPCR du jour 1 a la semaine 6
post injection dans I'essai clinique C utilisans d®ses importantes de 1*416u 3.18" vg/kg.
Tout d’'abord, il montre de maniére attendue la ipEmsce d’'un nombre élevé de génomes
viraux dans le muscle injecté (jusqu'a T Xdpies/iig ADN). D'autre part, le vecteur est
retrouvé de maniére transitoire dans les fluidedobiques (sérum, salive, urine, sperme),
avec une clairance trés rapide de 1 a 2 log pamisemlLe niveau le plus fort étant trouve
dans le sérum, et le plus faible dans le spern@&s@maines, tous les échantillons sont sous le
seuil de détection de QPCR. Cet essai clinigueateggnt montré une réponse T anti-capside
AAV1, contre un épitope qui est commun aux sérayper 9. Les études de toxicité chez
'animal avec le vecteur de l'essai clinigue C r'quar ailleurs montré aucune toxicité
embryonnaire ni transmission a la lignée germifdtmnées communiquées lors du congres
ESGCT 2007).

Un dernier point évalué concerne la grande sérafwave de I'AAV sauvage dans la
population humaine, et l'impact potentiel de lagaemice d’anticorps neutralisants au moment
de linjection IM. Cet aspect a été évalué danssie clinique A administrant de 'AAV2.
Aucune inhibition de transduction du muscle n'a@téervée chez les patients possédant déja
des anticorps contre I'AAV2 [79]. Le muscle estméable a certaines immunoglobulines
comme les IgG, mais pas aux IgM qui ont une masséaulaire trop importante pour entrer
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dans ce tissu. Cela indique que le muscle n'esisudés des anticorps neutralisants, et donc
certainement que la dose d’AAV injectée dans I'esinique A — qui est localement trés
forte (1,5.18% vg par point d’injection) — sature les anticorigstlaires.

Enfin, rappelons que dans le cas du traitementnagadies neuromusculaires comme les
dystrophies, nécessitant parfois le traitement’ideégralité de la musculature, il n'est pas
envisageable d’effectuer des IM sur le corps enfidBune part pour une raison éthique, et
d’autre part du fait de l'accessibilité restreike certains muscles profonds et/ou fins sans
procédure invasive, comme les intercostaux, lehiaggme ou le cceur. D’'ou l'intérét du
développement de stratégies d’administrations légienales ou systémiques, ou encore de
la sécrétion de facteurs thérapeutiques dans ¢ediapatient par thérapie génique.

3. Inflammation, TNF et DMD
3.1.Le facteur de nécrose tumorale

a) Historique, géne et protéine

En 1962, O'Malley rapporte la production d'un facteérique chez des souris stimulées par
'endotoxine. Le sérum de ces méme souris adménéstdes animaux porteurs de tumeurs
peut induire la nécrose de la tumeur. Le facteriq@é responsable a donc été nommé tumor
necrosis serum. Ce facteur est isolé en 1975 pan@d et coll. et renommé TNF pour tumor
necrosis factor [281]. Son ADNCc fut cloné et séaédeen 1985 [282].

Le TNF est le prototype de la super famille deddines tumor necrosis factor. Cette famille
est définie par homologie de séquences et de stagcpar rapport au systeme du TNF et de
son récepteur le TNFR. Il existe actuellement mlas40 systémes ligands-récepteurs dans
cette superfamille [283] qui n'existe que chezJegébrés, et sa nomenclature tente d'étre
standardisée. Ainsi depuis que le TBFa été renommé lymphotoxine, le nouveau nom
approprié pour le TNk est simplement TNF [284] (par la suite jutilisiera
systématiqguement cette nomenclature).

Le géne du TNF humain est localisé sur le chromesbr(6p21.33), dans une région proche
de I'ensemble des génes du CMH. La protéine estecpdr un géne unique de 3,6 kb qui
comporte trois introns et quatre exons [285].

Le TNF est une protéine transmembranaire de typevéc une extrémité C-terminale externe
a la cellule et un domaine cytoplasmique. Ce psmurde 233 acides aminés (26 kDa) peut
étre clivé par une métalloprotéase membranaire IGPPENF convertase enzyme (TACE)
pour générer une forme sécretée.
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vue selon I'axe central du cbne vue de dessus

Figure 64 — Structure du TNF trimérique : mise en gidence de sa forme conique.
Réalisé a I'aide du logiciel 3D Molecule Viewer \itnogen) d’aprés la structure déposée par Eck et
coll. [286] sur la «RCSB Protein Data Bank» dispte a I'adresse suivante:
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?struckird TNF.

Le TNF ainsi libéré (17 kDa, 157 aa) peut s'assembh trimére circulant, chaque ligand
ayant ainsi trois sites de liaison [287]. La stauettridimensionnelle du TNF a été résolue
simultanément par deux équipes [286, 288], et a@&émment décrite a haute résolution
[289]. Le TNF trimérique soluble est décrit commme yrotéine en forme de céne ou chaque
monomere est en contact avec les deux autres, e #de contact entre monomeéres
correspondant a la hauteur du coéfig. (64). Chaque monomere a deux feuill§tsanti-
paralleles. Le feuillet contenant I'extrémité Nrgmale est externe, hydrophile et
relativement libre, tandis que le feuillet interwentenant I'extrémité C-terminale est
hydrophobe et proche de I'axe central du céne fqrande trimere [290, 291]. Le TNF peut
exercer sa fonction par contact intercellulairesssa forme membranaire, ou a distance via sa
forme soluble puisqu’il s’agit d’'une cytokine pnoflammatoire. Ses deux formes sont actives
mais elles ont des affinités différentes pour &epteurs du TNF (TNFRI et TNFRII).

b) Production du TNF

Le TNF est libéré par les leucocytes, I'endothélatrd'autres tissus généralement en réponse
a un dommage ou une infection. Parmi les leucogcigesmonocytes et les macrophages sont
les principales sources de TNF. Mais les lymphacytet B, les cellules natural killer (NK),
les polynucléaires, et les mastocytes en produsessi. En dehors du systéme immunitaire
les fibroblastes, chondrocytes, astrocytes, callaticrogliales, kératinocytes et les cellules
épithéliales digestives sont aussi des celluledymwices de TNF [292] ; nous verrons plus
loin que la fibre musculaire est également capatde produire du TNF en situation
pathologique.

L'expression du géene du TNF est stimulée par urge lgariété d'agents. Les macrophages
produisent par exemple du TNF sous linfluence dienwdi chimiques, physiques et
biologiques, tels que l'ischémie, le trauma, ldiegion (UV, rayon X, chaleur), des produits
issus de virus, bactéries (LPS) ou parasites, eledas tumorales, le complément et certaines
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cytokines (IL-1, IL-2, IFNy, GM-CSF, M-CSF, et TNF Le TNF exerce donc un
rétrocontrble positif sur son expression. D’autregokines inhibent en revanche sa
production, comme l'lL-6 et la lymphotoxine (TNF}-

Le promoteur du TNF possede des sites de fixatompldsieurs facteurs de transcription,
principalement du NikB et d’AP-1, mais aussi d’AP-2, de NFAT (nucleactéa of activated

T cell), il possede aussi un site CRE (cyclic ad@m monophosphate response element)
[293]. Nous verrons plus loin que NiB, AP-1 et NFAT sont suractivés dans la pathologie
DMD. Les deux principales voies induisant I'expiessdu TNF (et impliquées dans son
rétrocontréle positif) sont la voie du "nuclear ttaexB" (NF-xB) et la voie des "mitogen
ativated protein kinase" (MAPK).

La transduction du signal par la voie du NB-fait suite a la fixation du stimulus sur un
récepteur membranaire. Le NB-a I'état basal est séquestré dans le cytoplassieallules
non activées par les molécules inhibitrices deafailfe IkB. L'activation cellulaire provoque
une phosphorylation de l'inhibitewB par un complexexB kinase (kK), ce qui provoque la
dégradation dexB par le systeme ubiquitine-protéasome et la lii@madu NFxB. Le NF«B
libre transloque alors vers le noyau ou il exerme ®le d'activateur de la transcription de
genes possédant le site consem&udans leur promoteur.

Dans le cas de la voie des MAP kinase (MAPK),d#&tin du stimulus a son récepteur induit
le recrutement de protéines intracellulaires (TRARADD et RIP) qui induisent une cascade
de phosphorylation via JNK et p38.fine cette voie active le facteur de transcription AP-1

c) Régulation de la synthése et de la sécrétion du TNF

Le géne du TNF est un gene de la réponse inflanimatamédiate, son niveau d'ARNm
augmente brusquement en 15 a 30 minutes. La réguiatinscriptionnelle du TNF peut étre
modulée par la synthése de nucléosides cycliquAsiRc est ainsi capable d'interférer avec
les facteurs de transcription du TNF au niveau itki GRE du promoteur. La synthése de
TNF est cependant augmentée par le GMPc intraa&hul Les prostanoides comme la
prostaglandine E2 (PGE2) et la prostacycline (P@&) un effet anti-inflammatoire en
bloquant la synthése du TNF. PGE2 et PGI2, dosyhhese est induite par le TNF, exercent
un rétrocontrble négatif sur celui-ci en augmentardoncentration intracellulaire en AMPCc.
La PGE2 induit aussi la synthése de la cytokinéiafiammatoire IL-10 qui a une action
double [294]. L'IL-10 inhibe l'activité macrophage et favorise la synthése de PGD2 au
détriment de la synthése de PGE2. Or PGE2 répesigénes pro-inflammatoires (iNOS et
TNF) des macrophages activés en inactivant legdastde transcription STAT-1, AP-1 et
NF-«B.

La capacité de différents tissus a exprimer le T™pend de sa régulation transcriptionnelle
mais aussi de la possibilité de déréprimer lesasigmle la région 3' non transcrite (3’'UTR) de
son ARNm. En effet la région 3'UTR contient desesitAURE (adenosine-uridine rich
element) rendant 'ARNmM du TNF instable [295]. Atdt basal (non activé), la séquence
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AURE fixe des protéines AUBP (AURE binding-proteigui agissent en bloquant la
traduction de 'ARNm du TNF ou en facilitant sa kétation [296]. Lors de l'activation de la
cellule — par exemple un macrophage activé paeddstoxines — ce blocage est levé par des
mécanismes qui restent a élucider. Il a cepend@ntmdntré que l'activité de certaines
protéines AUBP (TIA-1 et TIAR) peut étre inhibéer peur phosphorylation par la MAPK2
de la voie p38 [297, 298].

Enfin, au niveau post-traductionnel, la partie astdlulaire du TNF membranaire est libérée
sous forme soluble par la métalloprotéase TACE (MMRMP-14, et MMP-17 sont aussi
capables de faire ce clivage) [299].

d) Réle physiologique

Le réle du TNF et de ses récepteurs est bien dauwéra#ans le cas de la défense anti-
infectieuse [284] et de la réponse inflammatoire.

L'inflammation est une réaction de I'organisme mise en ceuvredglintégrité de ses
constantes morphologiques et biologiques est menadés causes exogénes de
l'inflammation peuvent étre des micro-organismexctries, virus, parasites, champignons),
un traumatisme, un corps étranger, ou des agresslmmigine physique (radiations) ou
chimique (toxiques). Une augmentation locale dedacentration en TNF cause les signes
cardinaux de l'inflammation : rougeur, chaleur 6diktation), cedéme, douleur et atteinte
fonctionnelle du membre ou de l'organe (signe plagnstant). Le TNF a un rdle crucial dans
I'inflammation, c’est une cytokine centrale ditéqmce car elle est 'une des premiéres a étre
sécrétée (avec I'lL-1 et I'lL-6). Le TNF amplifiriflammation en induisant la transcription
et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoiresosdes ou tardives (chimiokines IL-8 et
monocyte chemoattractant protein (MCP)), de plus’auto-active en induisant sa propre
synthése. L'action physiologique du TNF se fait égf@lement en coopération avec I'IL-1 et
IL-6, et ces actions ont lieu sur de multiples esblissulaires et cellulaires et ont comme
objectif commun la défense de l'organisme. Le TNiRigpe a linfiltration des cellules
inflammatoires en induisant I'expression de chinmek dans le tissu inflammé (MCP-1, IL-
8) [219, 300] et en agissant sur les cellules dmiaies. En effet, le TNF augmente la
perméabilité vasculaire et induit I'expression deslécules d’adhésion des leucocytes
(ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine, CD44) [233, 301, 302Une fois que le leucocyte
(neutrophile par exemple) est attiré et adherepatai des cellules endothéliales, il sort de la
circulation et entre dans le tissu inflammé pampédiese. De plus, le TNF est lui-méme
chimiotactique pour les monocytes, et il activeplaagocytose des macrophages et leur
activité cytotoxique, ainsi que leur productionLelll, d'oxydants et de lipides pro-
infammatoires (comme la prostaglandine E2 ou PGER2)TNF induit également la
libération de molécules de la défense immédiatdiqaax libres, monoxyde d’azote [303],
métalloprotéases, PGE2, PAF) par les neutrophdes;ellules endothéliales et d’autres types
cellulaires résidants. Ces médiateurs modulenpliE&momenes primaires de I'inflammation
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comme la vasodilatation, la perméabilité, le chiaitisme, et favorisent les mécanismes de
destruction tissulaire. Le TNF, par son action éystue, induit aussi la synthese des
protéines de l'inflammation (C-reactive proteinRE) d’origine hépatique via I'lL-6. Enfin il
participe a la néoangiogénése en augmentant I'ssiore du VEGF et de VCAM, et il
participe a la réorganisation de la matrice exihaledre en induisant la synthese des MMP-1,
-2,-3 et-9.
Notons que l'inflammation en situation classiquerégulée et transitoire. Mais en situation
pathologique cette régulation peut étre altérée andltiples niveaux, et I'inflammation peut
devenir délétére voire méme chronique avec I'endig®s une spirale d'auto-activation. Dans
ces cas pathologiques le role bivalent du TNF dlarflammation peut étre difficile a cerner
car il peut étre délétére ou réparateur selonds@lde la maladie.

Concernant laléfense anti-infectieusdl a été montré que la déficience en TNF ou de
ses récepteurs accroit la susceptibilité aux imfestdes pathogénes intracellulaires [304-
307]. Suite & une infection, le TNF exerce uneoactientrale sur la thermorégulation qui se
traduit par de la fievre et la suppression de ésgpce (faim).
Le TNF joue aussi un role important dans le dévysdopent des tissus lymphoides. En effet,
les souris KO pour le TNF n'ont pas de follicule lgenphocytes B dans leur rate, et sont
incapables de développer des centres germing®is8, 309]. Le TNF joue un rdle dans la
génération de la réponse immune spécifique en @antrdirectement et indirectement via
d’autres cytokines la prolifération et la différéaton des cellules B en cellules sécrétrices
d’anticorps, et il augmente la production de lympftes T helper (LTh). Il peut aussi exercer
une action cytotoxique sur les cellules infectes @poptose ou lyse cellulaire). Enfin, le
TNF et ses récepteurs ont un réle physiologiqueend@l dans la régulation de cellules
hématopoietiques souches ou progénitrices [310-312]

“ Site de prolifération et de différenciation demphocytes B formé dans un follicule lymphoide pi@a
(ganglion), également appelé follicule secondaire.
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e) Inhibiteurs du TNF

L'inhibition du TNF peut étre réalisée a l'aidegéits chimiques ou biologiques (anticorps,
récepteurs solubles).

inhibiteur de
signalisation

stimulus

\\‘ récepteur

signalisation MAPK inhibiteur de TACE
NF-KB
5 /+
TNF @2
membranaire TNF apoptose
soluble

pré-ARNm \TNF —’ffadUC“O”\:O TNFR :
noyau

AURE % @ 7

noyau ., . -
3 régulation
post-transcriptionnelle inhibiteur du TNF

cellule productrice de TNF cellule cible du TNF

Figure 65 — Différentes stratégies anti-TNF.

Les agents synthétiques peuvent agir a toutesdpe® depuis la synthése jusqu'a l'inhibition
de lactivité biologique du TNF. On trouve par exden des inhibiteurs des voies de
signalisation régulant la synthese du TNF (voie MEPK ou du NF«kB), des composés
augmentant la concentration cellulaire en AMPc (@c@mles prostanoides abordés
précédemment), ou encore des agonistes du récatgeiadénosine [313]. La thalidomide
est un inhibiteur de phosphodiestérase 1V qui ntdisdI’AMPc, elle inhibe donc la synthese
du TNF, mais ses effets secondaires importants@mpésa prescription prolongée
(tératogéne, neuropathies périphériques). D’autmesécules inhibitrices de I'enzyme
phosphodiestérase 1V sont a I'étude.

L’action inhibitrice du TNF peut aussi s’effectuau niveau post-transcriptionnel en jouant
sur la stabilité de son ARNm (régulation par lest@ines AUBP). A ce propos, il a été
montré une inhibition de la traduction de TARNm @MF par un peptide synthétique dont
l'action est dépendante d’'une séquence en 3'UTiRrdifite des séquences AURE [314].
L’inhibition de l'activité biologique peut étre rigsée en empéchant la libération membranaire
du TNF soluble avec des inhibiteurs de la TACE,su&la présente I'inconvénient d’inhiber
aussi la libération du TNFR-IIs (forme soluble @gepteur Il du TNF) [315]. Le TNF, ou ses
effets, peuvent également étre inhibés par certaingosés naturels, dont la curcumine (du
curcuma) et les catéchines (du thé verd)vaccination anti-TNF est également a I'étudezche
lanimal dans des modéles de pathologie inflammatoMais les modalités et les
conséguences exactes de ce type d'immunisatioromtepsas encore assez connues pour
envisager une approche chez 'homme. En dehossttialidomide la pharmacopée comprend
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essentiellement des agents biologiques : anticaguepteurs solubles et dérivés. Ceux-ci
bloquent l'activité du TNF en s’y liant et en formhaun complexe qui sera dégradé. Les
anticorps anti-TNF, contrairement a ce que l'onrpaiti penser, constituent une approche
guasi-physiologique. Il existe en effet des auttiearps naturels anti-TNF de maniere
ubiquitaire chez les individus sains [316]. Il p@uellement quatre anticorps anti-TNF ayant
recu une autorisation de mise sur le marché (AMM) :

- Infliximab (Remicade) : anticorps chimérique comportant umégpeonstante
d’'lgG1 humaine et une partie variable murine dieigéntre le TNF murin.

- Adalimumab (Humira) : anticorps monoclonal humain (IgG1).

- Golimumab (Simponi) : anticorps monoclonal humain (IgG1).

- Certolizumab pegol(Cimzia) : fragment Fab’ humain anti-TNF pegylé.

Les premieres études ont été réalisées avecximlb qui s’administre en intraveineuse (1V).
Ce dernier est capable de se lier aux formes meraies et solubles du TNF avec une forte
affinité. Son efficacité thérapeutique a été évaled essai clinique dans de nombreuses
pathologies inflammatoires : polyarthrite rhumagyidspondylarthropathie ankylosante,
maladie de Crohn, psoriasis, choc septique, uvéiténfliximab a d'abord été approuvé pour
son utilisation dans la maladie de Crohn, et swstré, par la suite, également efficace pour
traiter la polyarthrite rhumatoide (PR) [317]. Cegant on observe le développement
d’anticorps anti-infliximab chez les patients ; st'gpourquoi l'infliximab est utilisé en
combinaison avec le méthotrexate dans le traitederia PR. Ces anticorps peuvent aussi
lier le TNF membranaire et donc potentiellementuirel I'apoptose de la cellule par
cytotoxicité dépendante de l'anticorps (ADCC) owcdmplément (CDC). Cet effet bénéfique
a été montré avec l'infliximab dans la PR. L'iniiibab induit 'apoptose des LT CD4+ et des
macrophages (producteurs de médiateurs pro-inflaaciras) infiltrant les articulations dans
la PR, car ils expriment le TNF membranaire [318. probleme dimmunogénicité, mais
aussi les problemes de réaction d'infusion et disgnsibilité retardée, ont contribué au
développement de l'anticorps monoclononal complétérhumain adalimumab. L'utilisation
d'adalimumab s'est avérée efficace seule ou en inaigbn avec le méthotrexate (effet
additif) dans le traitement de la PR [319], etriégente 'avantage d'étre administré en sous-
cutanée (deux injections par mois en général) uEnz009, un anticorps monoclonal produit
en hybridome de souris nommé golimumab a obtenu AM® européenne. Ce produit
pourra étre administré par voie sous-cutanée uisep@r mois pour certaines indications
comme la PR par exemple. Récemment, une forme @egydncurrente a également été
développée (certolizumab pegol) dans le but d'amignela demi-vie de la protéine
circulante. Cette protéine recombinante possedalamd-vie de 14 jours, contre 9 a 10 pour
linfliximab et adalimumab, permettant égalemené @aministration sur une base mensuelle
en sous-cutanée. Les premiers essais cliniquebase pll ont montré 'apparition d’anticorps
dirigés contre le certolizumab pegol chez 4 a 8,%8622,5 % des patients atteints de
maladies inflammatoires chroniques (PR et Crohajprs qu'il est associé ou non avec
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limmunosuppresseur méthotrexate. L'essai clinigq@RECISE 1 » concernant des patients
atteints de la maladie de Crohn, a montré une araéibn modeste du taux de réponse
comparée au placebo, sans pour autant observeéldeation significative dans les taux de
rémission [320]. Une recommandation de refus datdi@dsation de mise sur le marché
européen fut émise par 'lEMEA (agence européensard@icaments) en mars 2008 pour le
traitement des formes modérées a séveres de ldimdia Crohn avec le certolizumab pegol.
Le médicament obtint son AMM en Amérique (FDA) pdauméme indication en avril 2008.
Des données récentes indiquent que le certolizymagbl en association avec le méthotrexate
est significativement plus efficace que le traitemele référence seul (méthotrexate)
dans le traitement de la PR. Le traitement vienhsiaid’obtenir récemment I'AMM
européenne pour cette derniére indication (le Imobwe 2009). Des essais cliniques sur
l'innocuité au long terme sont toujours en courarpe golimumab et le certolizumab pegol,
étant donné le peu de recul dont on dispose.

Le principal effet secondaire connu pour ces quatdécules anti-TNF, en dehors de
limmunogénicité pouvant géner le traitement, cepand a un effet immunosuppresseur
pouvant provoquer l'infection par des opportunidiastériens, viraux et fongigues. Ainsi, il a
été noté un risque de contracter la tuberculosejeotvéactiver des infections latentes. Ces
médicaments stipulent donc l'existence de ces essgaur leur notice d'emploi et
recommandent une évaluation du risque de tuberuente (le traitement devant étre
reporté apres la trithérapie antituberculeuse ke @zhéant). Notons tout de méme que la
majorité des patients développant ces infectionsnment aussi en paralleéle d’autres
immunosuppresseurs (méthotrexate ou corticosté&pide

D’autres inhibiteurs du TNF seront présentés phis tHans le chapitre sur les récepteurs
solubles du TNF, apres avoir abordé l'aspect infletoire et I'implication du TNF en
particulier dans la pathologie qui nous intéresse.

3.2.Hypothese de pathophysiologie DMD : signalisationia le DGC

Dans le chapitre consacré a DMD jai introduit legothéses de la pathophysiologie que je
qualifierais d’historique, a savoir que la causienpire est la nécrose des fibres musculaires,
et que cela provoque un état inflammatoire chramigontribuant a l'atteinte secondaire du
muscle. Nous allons maintenant voir que tout nfest aussi clair en terme de causalité, et
gu’il existe une hypothése alternative : la siggation cellulaire aberrante. Ainsi, méme si la
premiere conséquence physiopathologique est inolénignt une susceptibilité accrue a la
nécrose, cette susceptibilité varie spatialemenisétes épargnés et hétérogénéité d’atteinte),
temporellement (maladie évolutive), et selon 'egpéméme protéine mutée mais phénotype
différent). Ceci laisse penser que la mort celielast la premiére conséquence mais pas la
cause primaire de la pathologie. En effet, un aemambre de données collectées avant et
pendant le pic initial de nécrose vont contre |biygse structurelle pour ce qui concerne
linitiation de la maladie. Il apparait par exempele lintégrité mécanique du muscle
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dystrophigque est maintenue durant la phase prétgee de la sourisndx[321, 322] ; de
méme l'augmentation du niveau de créatine kinad€) (§&riqgue et 'augmentation de la
perméabilité de la myofibre dystrophique ne s’obser pas avant le pic de nécrose vers 21
jours dans la sourimdx[323]. Actuellement, on ne connait pas le mécaaisasponsable de
linitiation de la pathologie du muscle dystrophiquet on ne sait pas si la fragilité
membranaire est une cause ou une conséquenceadaattdlogie.

Une hypothése alternative pouvant expliquer lateei primaire conséquente a la
déstabilisation du complexe de protéines assoc#&elm dystrophine est celle d'une
signalisation anormale dans le muscle dystrophidubypothése étant que la phase
d’initiation de la maladie est due a une voie dmalisation inflammatoire aberrante. Thomas
Rando propose ainsi que le complexe transmembeapaiitéique associé a la dystrophine
(DGC) organise des protéines de signalisation egqula viabilité cellulaire [324]. Trois
protéines de signalisation sont actuellement cosnpeur interagir avec le DGC : la
calmoduline (CaM), Grb2 (Growth factor receptor-bdprotein 2) et nNOS (vofig. 66 ci-
apres).

laminine ischémie
sarcoglycanes

dystroglycanes - vasodilatation

matrice extra cellulaire 4
sarcolemme -

cytoplasme

sarcospane

PI3K/Akt
l l cGMP
AP-1 NF-kB l

apoptose
NH, mort. .
: noyau cellulaire survie
cellulaire

Figure 66 — Protéines de signalisation cellulairesaociées au DGC.

La calmoduline (CaM) est liée a la dystrophine et aux syntrophif@25], et elle
régulerait cette interaction protéique via uneasoie de la calmoduline kinase Il (CaMKII)
qui phosphoryle la dystrophine et la syntrophine qee inhibe leur liaison [326]. La
calmoduline régule également l'interaction de Iatoyphine et de l'utrophine avec l'actine
[327, 328]. Les activités calmoduline-dépendantsgulant le calcium intracellulaire sont
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réduites dans le muscle dystrophique [329]. En diuta régulation d’interactions protéiques
dans le DGC, la calmoduline pourrait affecter lg&evee signalisation phosphatidylinositide-
3’-kinase/Akt kinase (PI3K/Akt) régulant la surveellulaire [330]. De plus, des kinases
calmoduline-dépendantes participent a la régulatehapoptose [331].

La molécule adaptatricErb2 est associée dirdystroglycan [332] et participe a la
transduction de signal via la voie des réceptedysasine kinases et Ras [333, 334]. La voie
Ras/MAPK (Ras/mitogen activated protein kinasepiseactivée par Grb2 via FAK (focal
adhesion kinase) et la protéine adaptatrice Sesgksevenless), de maniére analogue au cas
du complexe protéiqgue membranaire des intégrinesrgsduit aussi des signaux de survie
cellulaire par cette voie [335-338].

Nous avons vu que I'enzymiNOS est associée au DGC vial-syntrophine [339],
et que son niveau et son activité dans le musdeajyhique sont réduits [340, 341]. Dans le
muscle, le NO active la guanylate cyclase [342],qoe provoque l'augmentation de la
production du second messager GMPc. Le GMPc rédjurses réponses physiologiques
comme la fonction contractile, le métabolisme ducgke et la mobilisation calcique [343].
Le NO régule aussi la vasodilatation adaptativesdien muscle durant l'effort, ainsi la
déficience en NO chez DMD est responsable d’iscegit2, 344]. Cependant, la déficience
en nNOS seule n’est pas suffisante pour induirediadie, car les souris déficientes en nNOS
ne développent pas de dystrophie musculaire [34&], 8 a donc été proposé que la premiére
atteinte ischémique conséquente de la déficiengedNE&S ne conduit a la mort cellulaire que
si un second événement induit la susceptibiliténdiscle a cette atteinte. Cette prédisposition
du muscle a la mort cellulaire serait une consécgieiu stress oxydatif et des dérégulations
de la signalisation de survie cellulaire que nowsna abordés [347].

Enfin il a été montré récemment que le DGC peuulskgles flux ioniques car d1-
syntrophine du DGC intéragit aussi avec TRCP1 jfaumer un canal SAC (stretch-activated
channel). Le DGC stabilise ce canal en plus desetibn de stabilisation du sarcolemme. En
absence de dystrophine ce canal méchano-sensiliérégulé, et ce d’autant plus en réponse
a un stress mécanique. Cette information est sdarge car I'activité SAC est trouvée avant
le pic de nécrose initiant la maladie, et le caftiest un cofacteur régulant de nombreuses
voies de signalisation intracellulaire [348].

3.3.Rationnel des stratégies anti-inflammatoires pour MD

a) Dérégulation de la signalisation de I'inflammationdans le muscle
dystrophique

Les protéines de signalisation associées au DG®I(Gab2 et nNOS) régulent la viabilité
cellulaire et l'inflammation a travers trois factsule transcription : NFAT, AP-1 et N&B.
L'activation de NFAT n’a été évaluée qu’en phasengiomatique, on ne peut donc pas
conclure sur son implication dans l'initiation @derhaladie. Mais I'activité de AP-1 et NéB

- 123 -



Introduction

est augmentée en phase pré-symptomatique rodezde plus I'étirement imposé du muscle
augmente leur activation [348, 349]. NFAT, AP-1Nf-xB sont connus pour activer des
genes de l'inflammation qui sont exprimés en ph@agesymptomatique chez 'homme [242,
350]. Par exemple on trouve une augmentation dgréssion des genes de composants du
complément, du HLA (classe | et 1) et de chimiagravant 'age de 2 ans, mais également
en phase symptomatique entre 5 et 12 ans. Chewits mdxla surexpression de nombreux
genes inflammatoires homologues est aussi retroavéat et aprés la vague initiale de
nécrose [351, 352]. Des expériences utilisant degpa ADN sur des muscles de la souris
mdx montrent que 30 % des génes différentiellementiegs par rapport aux souris saines
concernent l'inflammation [351, 353].
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Figure 67 — Hypothése de la dérégulation des voide survie cellulaire en I'absence de
dystrophine.

NFAT peut étre activé (translocation nucléaire) par phesphatase E#CaM
dépendante (la calcineurine (Cn)) quand le niveagalcium intracellulaire augmente [354,
355], ce qui peut étre une conséquence de l'agtaitgmentée du SAC (stretch-activated
channel). NFAT a un rdle bivalent puisque son atiiwn provoque I'expression d’utrophine
ainsi que I'hypertrophie et la conversion des Bbneusculaires vers le type lent [356, 357], ce
qui est bénéfiqgue pour le muscle dystrophique. Mamluit aussi I'expression de cytokines
et genes de linflammation. Il est actuellementtplésque I'activité de NFAT avant le pic de
nécrose est proche de la normale et favorise larsgscence et I'inflammation. Par la suite
son activation prononcée en phase symptomatique lauggmentation de l'influx calcique
aurait un effet bénéfique [338].
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AP-1 (protéine activatrice 1) est régulé par la vois MAPKs qui est associée au
DGC via Grb2. Dans le muscle dystrophique linflgalcique provoqué par le stress
mécanique de SAC active anormalement les MAPKsvahde la voie (MEK1/2 et ERK1/2)
ce qui active AP-1 [348]. Beaucoup de génes ddldimmation contiennent des sites
consensus de liaison a AP-1 dans leur promoteuci €& notamment le cas pour les
cytokines pro-inflammatoires TNF et IL-1 [358, 3%R]i sont surexprimées chemlx[349].

Le facteur de transcriptioNlF-kB (nuclear factor kappa B) est impligué dans la
réponse inflammatoire [360] et contribue a I'atrigpthu muscle dystrophique [361-363]. Des
travaux indiquent que le DGC régulerait le NB-via la voie PI3K/Akt ou la régulation de la
formation de radicaux libres [324, 364]. L'activatidu NFxB active la transcription de
genes possédant le site consensBsdans leur promoteur tels que des cytokines, des
chimiokines, des molécules d’adhésion et des enzyraduisant des médiateurs secondaires
de linflammation [365]. Une augmentation de I'aetion de NF<B et de I'expression de
cytokines pro-inflammatoires (TNF et IL3)Lest démontrée avant le pic de nécrose oz
[349]. Et on trouve chez les patients DMD par maggiimmunohistologique que 20 a 30 %
des fibres nécrotiques ainsi que toutes les fibreggénération sont positives pour le dB--
[366]. Le stress mécanique augmente l'activité € dans le muscle dystrophique ce qui
augmente [lactivation du NEB en le libérant de son inhibiteurcB. L’utilisation
d’inhibiteurs de canaux calciques indique que cattévation mécanique de NéB est Ca"
indépendante dans le muscle sain [349]. Cependamtagtivation par le calcium serait
possible dans le muscle dystrophique [349, 355).3&insi, dans le muscle dystrophique
linflux calcique via SAC augmenterait le stressydatif et la formation de radicaux libres
(ROS) qui semblent étre la premiere source d’atitimameécanique de NEB [349, 368,
369].

La liaison entre la voie PI3K/Akt et le DGC n'esagpdémontrée mais pourrait avoir lieu
indirectement a travers CaMKIl. Un grand nombrepites indiquent que cette voie est
dérégulée et anormalement activée dads; par exemple Akt (phosphorylé ou pan-Akt) est
élevé des 2 semaines et significativement augn@eAtéemaines ainsi que chez la sommks
adulte [364]. De plus, l'activité Akt est encore @ifiée par le stress mécanique [370]. La
voie NF«B a également un effet bivalent puisqu’elle pgpecaussi a la survie cellulaire via
la voie PI3K/Akt qui active I'expression des prois anti-apoptotiques Bcl-2 et clAP-1 dans
le diaphragme des sounsdxpar exemple [370]. Cependant, I'effet majeur detivation de
NF-xB dans le muscle dystrophique est de promouvaifldimmation et la dégénérescence
des fibres musculaires.

L'absence d'un DGC fonctionnel au sarcolemme chelDD provoquerait donc la
dérégulation des voies de survie cellulaire ettivation aberrante des facteurs de
transcription NFAT, AP-1 et NkB en phase pré-symptomatique (mais aussi apres), de
maniére potentialisée par le stress mécanique ldares de AP-1 et NkB (voir fig. 67). La
conséguence serait une susceptibilité accrue dessfimusculaires a la mort cellulaire,
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parallelement a I'expression de genes de linflationa(cytokines, chimiokines, CMH et
géene de remodelage de la matrice extracellula@el derniers provoquent l'infiltration et
l'activation de cellules immunes qui participeritadteinte cellulaire [371-373] ce qui initie la
pathologie.

b) Traitements anti-inflammatoires actuellement utili®¢s ou en recherche
pré-clinique pour DMD

Nous avons vu en détail que I'inflammation et lpagse immune sont deux facteurs clés de
la pathogénese de DMD contribuant au processusdégé. |l n'est donc pas étonnant que
de nombreux anti-inflammatoires soient évalués pi@iter cette maladie.

Les anti-inflammatoires glucocorticoides commerkdpisone/prednisolone et le deflazacort
sont le principal traitement pharmacologique ayant effet bénéfique chez les garcons
atteints de DMD. Des essais cliniques indiguent cgi¢raitement est d’autant plus efficace
gu’il débute tot. Ces molécules améliorent la fonwesculaire, freinent la progression de la
maladie et repoussent 'age de la perte de la madeh plusieurs années [374-376]. Le
mécanisme par lequel les stéroides agissent resstlpirement défini, ces molécules ayant
une action pleiotropique. Les corticostéroides tlitgur récepteur (GCR=glucocorticoid
receptor) dans le noyau et régulent I'expressioniquée par trans-activation via des
« glucocorticoid response element » (GRE) ou panstrépression en interférant avec
d’autres facteurs de transcription. Par exemplecyekine anti-inflammatoire IL-10 et
l'antagoniste du récepteur de la cytokine pro-inftatoire IL-1 (IL-1Ra) possédent un GRE
dans leur promoteur [377, 378]. Le GCR active éyalat I'expression de l'inhibiteur du NF-
kB : IkB-a [379]. On peut aussi citer 'exemple de trans-e8pion de AP-1 par le GCR activé
[380]. Et il a été montré que le deflazacort augmd'expression géniqgue NFAT-dépendante
dans le muscle dystrophique [381]. Cependant iBatiion a long terme de ces
glucocorticoides chez les patients atteints de DMiDvoque des effets secondaires
importants (particulierement la prednisone) tele da prise de poids, la réduction de la
densité osseuse et une baisse de la tolérance@asg|[382].

D’autres approches inhibant spécifiquement la WhexB ont montré un gain de fonction et
de diametre sur des fibres musculaires isoléesoddasandx avec linhibiteur pyrrolidine
dithiocarbamate [383]. Viser directement les ceBuimmunes infiltrées peut également étre
bénéfique. En effet, une déplétion des cellulesdliite par des anticorps dans des souds
montre une réduction de l'affection musculaire [313e méme effet fut également rapporté
dans une expérience dont ce n'était pas le butiprenen effet durant l'utilisation d’'un
traitement anticorps anti-CD4 dans la souandx— afin d’interférer avec la réaction immune
induite par I'expression du gene rapporteur LadZ a-été noté que les signes histologiques
de la pathologie musculaire étaient plus modér@spanés aux souris non traitées de méme
age [384]. Au niveau fonctionnel, des stabilisadede la membrane des mastocytes comme le
cromoglycate, démontrent dans plusieurs étudesisiép@6 des gains significatifs de la force
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chez la sourisndx[385], mais n’ont pas encore fait 'objet d’essalisiques chez les patients
DMD.

Actuellement, des thérapies ciblées contre deskimgs inflammatoires sont a I'étude chez
mdx Ces traitements sont généralement utilisés daoadre d’autres pathologies chroniques
inflammatoires telles que la polyarthrite rhumagoidinsi Enbrel et Remicade qui sont des
inhibiteurs du TNF ont montré une certaine effitdchezmdx[386, 387]. Miranda Grounds
et coll. ont par exemple montré que l'anticorpsi-aiF cV1q permettait la réduction des
dommages musculaires et du niveau de CK assotiseécice physique chez la sounslx

De plus, I'exercice étant volontaire dans ce prolmcil a été montré une amélioration de la
fonction musculaire et un effet sur le « bien &trdes souris traitées puisqu’elles couraient
davantage [388]. Cette équipe propose ainsi un lmosiElon lequel I'inhibition du TNF
permettrait aux atteintes mineures des membranedildes dystrophiques abimées d'étre
réparées par « patching » plutét que de se nécrdgefait du cumul des dommages
membranaires (voiig. 68 ci-apres).

C) Réponse inflammatoire débouchant sur la nécrose
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Figure 68 — Modéle d'inhibition de la nécrose deslres musculaires par un anti-TNF lors de
l'initiation de la pathologie chez la sourismdx.
A) et B) La fibre dystrophique est plus sensible aux atsimembranaire€) et D) L’hypothese est
que linfiltration inflammatoire (neutrophiles, séton de TNF) contribue a la nécrose des fibres
musculaires ayant subi des dégats initigx.et F) L’inhibition du TNF permettrait aux atteintes
primaires du sarcolemme d’étre réparées par unmiggna impliquant des vésicules « colmatant la
breche », la fibre retrouverait ainsi un état reéahent normal. Adapté de Hodgetts et coll. [387].

Le réle du TNF dans la dystrophie de Duchenne deggmt été exploré en utilisant des

souris transgéniquemdx TNF (-/-). De maniére surprenante les analysewlbgiques ont
montré que l'absence de TNF n'‘améliorait pas lenphde [389]. Cependant, comme
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lindigue Grounds et coll. [386], il est possibleieg 'absence de TNHEn vivo depuis
'embryogenése soit compensée par d’autres cytehine-inflammatoires.

3.4.Récepteur du TNF et dérivés

a) Les récepteurs du TNF

Il existe deux récepteurs de forte affinité du THE 55 kDa et 75 kDa, nommeés
respectivement TNFR-l1 (ou p55) et TNFR-IlI (ou p73%0-392]. Les génes codant ces
récepteurs sont homologues mais sont présents e chromosomes différents. Chez
'homme, le géne du TNFR-I est localisé sur le omsome 12 (en 12p13.2), et le géne du
TNFR-II est sur le chromosome 1 (en 1p36.3-p36l2). TNFR-I comporte 426 acides
aminés, et le TNFR-Il 439 acides aminés. Ce sons ¢eotéines glycosylées
transmembranaires de type Il, dont les domainasa@ttulaires contiennent quatre domaines
riches en cystéine (CRD) bien conserveés. Par coleties domaines intracellulaires sont trés
différents, indiquant des voies de transductiotirtites. Dans ces domaines intracellulaires,
on note la présence d'un domaine de mort pour IERFN nommé ainsi de part son
implication dans I'apoptose induite par le TNF [B98& TNFR-Il ne possede pas ce domaine
de mort, mais une région riche en sérine qui sigstphosphorylations.

Le TNFR-I est ubiquitaire alors que le TNFR-II essentiellement exprimé a la surface des
cellules endothéliales et des cellules du systénmauinitaire [394]. Les deux récepteurs ont
une forte affinité pour le TNF, avec une constatgelissociation & 37°C d'environ 1,916t
4,2.10'"°M pour les TNFR-1 et TNFR-II, respectivement [395¢ TNFR-I est donc plus affin
pour le TNF que le TNFR-II. Les domaines CRD2 ate3 récepteurs sont responsables de
l'interaction en se liant dans les sillons extereasre les sous unités du TNF trimérique
[286]. La liaison d'une molécule de TNF a un seahamére de récepteur sur la cellule cible
n'est pas suffisante pour induire une transductiosignal ; la dimérisation ou la trimérisation
des domaines intracellulaires des récepteurs esssaire [291]. Avant la fixation du ligand,
les récepteurs peuvent s'assembler en complexdsuvidomaine PLAD (pre-ligand-binding
assembly domain) [293]. Les PLAD sont des domainsacellulaires N-terminaux distincts
de la zone d'interaction du TNF ; ils sont cepehagaessaires a la liaison au TNF et a son
efficacité. Les TNFR-I et -Il s’associent préféielblement entre eux en homotriméres, mais
le TNFR-I peut étre trouve sous forme de dimere.

La fixation du TNF sur son récepteur active degsal'apoptose ou bien des voies impliquées
dans l'immunité et l'inflammation [396-398] (vdiy. 69 ci-apres).
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Figure 69 — Voies de signalisation du TNF par lescepteurs TNFR-I et TNFR-II.

La stimulation duTNFR-I peut activer la voie inflammatoire et anti-apojutoé
(MAPK et NF«B), mais aussi la voie apoptique. L’activation diNFR-1 induit le
recrutement de la protéine adaptatrice TRADD (TN#SRociated death domain) [399] et de
FADD (Fas-associated death domain) [400] qui aotiVe voie apoptotique des caspases 8 et
10. Le virus de la vaccine est capable de prot&geellule gu’il infecte de I'apoptose en
inhibant ces caspases. Or il a été rapporté guidlkestimulant ces cellules infectées est tout
de méme capable de les détruire par un processueatese [401]. Le facteur TRADD
recruté peut également interagir avec des facfBlaisFs (TNF receptor associating factors)
initiant la voie anti-apoptotique NEB [400, 402, 403]. Il semble que I'association dJFT
au TNFR-I active I'une ou l'autre des voies de siggation en fonction de la localisation
membranaire du complexe dans des radeaux lipidigLeediaison du TNF au récepteur
TNFR-I induit la séquestration du récepteur dars rdeeaux lipidiqgues ou il active la voie
NFkB, et ou il est clivé par ADAM-17/TACE. L'exclusionle ces radeaux lipidiques
provoque I'endocytose du récepteur et induit laevapoptotique [404, 405]. On peut voir
dans lafigure 69 que l'intermédiaire clé de la signalisation petardtd'activer la voie des
MAPK (JNK) et de NF<B est TRAF2 (TNFR associated factor-2).

Le TNFR-II a principalement une activité anti-apoptotique lgiaoie NF-xB [406]
en recrutant TRAF2. Il a été rapporté dans cersapediules une activité apoptotique médiée
par le TNFR-II, mais elle implique alors un dialegcross-talk) entre le TNFR-I et le TNFR-
11 [407, 408].

Ces deux récepteurs transmembranaires peuverlib@émés sous forme solubén réponse a
certains stimuli, ils sont alors nommés TNFR38kD) et TNFR-IIs(40kD). Ces récepteurs
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solubles ont été détectés vivo dans de nombreux liquides biologiques (sérum,idigu
synovial, fluides cérébro-spinaux et urine) [408§. sont formés par clivage du domaine
extracellulaire a partir des récepteurs transmenalres, par des enzymes protéolytiques
comme la TACE notamment. lls conservent la mémaisffpour le TNF que leur précurseur
transmembranaire. Le role physiologique des réceptsolubles n'est pas entierement
élucidé, mais semble dépendre du ratio TNF/TNFRsété spéculé que la forte libération de
TNFRs en réponse a la stimulation par le TNF saraitmécanisme inhibant le TNF en
entrant en compétition avec le récepteur cellul@eci servirait a localiser la réponse au seul
tissu inflammé, en limitant la réponse systémigliest également possible, en condition
physiologique, quand la concentration de récepeluble est plus faible, qu'il joue le réle de
réservoir du TNF. Le TNF serait alors stabilisé sets propriétés pharmacocinétiques
améliorées du fait d'une dégradation protéolytigtleu d’'une excrétion urinaire réduite
[410].

b) Inhibiteurs biologiques du TNF dérivés des TNFR

En plus des divers anticorps développés par l'imdugpharmaceutique, l'utilisation des
récepteurs solubles en tant qu’inhibiteurs phartogggues du TNF s’est naturellement
imposée. Pour étre efficace en thérapie ces m@gaecabombinantes doivent avoir une demi-
vie conséguente, et elles doivent pouvoir blogulesigurs sous unités du TNF soluble
trimérique afin de créer un environnement stérsuffisant pour empécher la liaison du TNF
a ses récepteurs membranaires. La forme native ménique des récepteurs soluble est donc
inadaptée car elle est peu stainlevivo (moins de deux heures pour le TNFR-Is [411]). De
plus, les formes monomériques bloquent uniquemmeatsous unité du TNF trimérique ce qui
neutralise moyennement l'activité biologique du TNF

T
TNF TNE
4 hTNFR-lIs TNF
\
—_—
IgG1 —
humaine
fragment constant
d’lgG1 humaine

NG —

anticorps protéine recombinante TNFR soluble
(Adalimumab) chimérique recombinant
(Etanercept)

Figure 70 — Différentes classes de molécules liagttneutralisant le TNF.
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Les principales molécules étudiées ou commercedisierivees des TNFR sont (d’aprées la
revue [412]) :

- Etanercept (Enbrel) : protéine recombinante chimérique pradeih cellules CHO,
associant deux portions extracellulaires du récepte type Il du TNF humain
couplées au fragment constant d'une IgG1 humameenfpres AMM approuvées pour
la PR par la FDA en 1998, et en 2000 par lEMEA)

- Lenercept : identiqgue a l'etanercept avec utilisation du TNERdéveloppement
arrété).

- Onercept: protéine recombinante hTNFR-Is (Serono, dévelopod arrété ; sérieux
effets secondaires durant les essais cliniques Ipqusoriasis ; dosage baissé dans les
essais cliniques pour la maladie de Crohn : ine¢ec[413]).

- Dimere PEG: deux fragments de TNFR-Is humain couplés au PEGgEN).

- Monomere PEG: un fragment de hTNFR-Is (complet ou non) couplé&G.

A la différence des anticorps anti-TNF, les récemesolubles sont capables de se lier aux
TNF membranaire et soluble, mais aussi a la lymptioe (TNFg). Ces molécules
présentent des avantages et des inconvénientspioddines fusionnées présentent une
stabilité semblable a une immunoglobuline (de Ferde 5 jours), mais surtout une affinité de
liaison et une capacité a neutraliser le TNF nettgmplus élevée que les TNFRs
monomériques [414]. Ceci conforte I'nypothese sédguelle il faut bloquer plusieurs sous-
unités du TNF trimérique pour empécher son actikitdogique, la transduction du signal
nécessitant la fixation simultanée de plusieursniits.

La comparaison entre la protéine fusionnée TNFRiBs/et un anticorps anti-TNF a été
réaliséein vitro et in vivo, dans un modéle d'infection, mettant en évidenoe activité
biologique au moins dix fois supérieure de la prnatéTNFR-Is/IgG [415]. Les récepteurs
solubles pegylés se sont avérés moins efficacesauefusionnés aux IgG car leur demie vie
est 5 fois moindre (environ 1 jour), leur affinp@ur le TNF est également plus faible, et
certains sont immunogeénes (formation d’anticorpgnaéisants). Globalement, I'étude de ces
différentes molécules montre que les protéinesidier ont une meilleure demi-vie mais sont
plus immunogénes que les fragments recombinantgmarériques. Ainsi, le développement
de I'Onercept, avant son abandon, a montré soabliis¢ (demi-vie terminale estimée a 15
heures), et une non immunogénicité aprés 6 injestjd16, 417]. Les effets secondaires de
'Etanercept sont comparables a ceux décrits @liuavec les anticorps anti-TNF.
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Un des seuls traitements chez 'homme qui ralesugihificativement la progression d’'une
dystrophie de Duchenne (DMD) est l'administratiolund anti-inflammatoire stéroidien
(prednisone ou deflazacort). Une des explicatioassiples de l'effet bénéfigue de ces
composés est le réle de la cytokine pro-inflammatdiNFo dans la pathophysiologie de
DMD. En accord avec cette hypothése, une étude enesné la souris dystrophiguadx
indique qu’'un agent biologique anti-TNF— l'anticorps Remicade au mode d’action
spécifique (contrairement aux corticostéroides)lentit la destruction du muscle.

Au vu de ces résultats encourageants, nous nouses®mroposés d'utiliser une approche de
transfert de genes pour faire produire par le neudgistrophique un récepteur soluble du
TNF-0. Ceci présenterait le double avantage par rappame protéothérapie d’éviter des
injections régulieres et d’avoir en circulation, d@niére constante, une concentration de
protéine transgénique thérapeutique. Nous avons doralué la capacité du muscle
dystrophique a sécréter dans le sang une protémsgeénique chimérigue fusionnant le
récepteur | du TNF et la partie constante d’'unelldGNFR-Is/mIgG1) ; puis nous avons
évalué le potentiel thérapeutique de cette approkée la sourisndx
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1. Transfection du muscle dystrophigue pour la sécrétin de chimeéres du récepteur |
du TNF

1.1.Electrotransfert de plasmides codant la chimére hTRR-Is/mIgG1

a) Etude cinétique chez la sourisndx

Le transgene que nous avons utilisé est le résidté fusion des ADNc du récepteur soluble
| du TNF humain (hTNFR-IS) et du fragment constdhine immunoglobuline murine
(mlgG1) par lintermédiaire d’'un peptide sensibldadhrombine. La protéine transgénique
chimérigue a donc été nommée hTNFR-Is/migG1l. Léaofusu fragment constant d’lgG
permet d’'augmenter la stabilité et la demi-viealenbléculdan vivo. La protéine transgénique
est dimérique du fait de modifications post-tradotelles regroupant les migGl des
monomeres via des ponts disulfurdig.(71). Ainsi la protéine chimérique posséde deux
récepteurs |, ce qui augmente son activité anti-TidF rapport au récepteur soluble en
améliorant son affinité pour le TNF [418].

hTNFR-Is
211 aa

~__ Site de clivage

de la thrombine

s-s—ff — 6aa

mlgG1
277 aa

-/

Figure 71 — Schémas du hTNFR-Is/migG1.
Le migG1 comprend le fragment constant de 'immuologline et la région charniére dimérisant la
molécule via 2 ponts disulfure.

Le lot de plasmide pVAX2-hTNFR-Is/migG1 que nousias produit (exempt d’endotoxines)
a d’abord été test@ vitro. Des cellules MRC5-V2 ont été transfectées tramsinent par le
plasmide pVAX2-hTNFR-Is/migG1 ou un plasmide colgréodant la luciférase (pLuc) et
les milieux conditionnés ont été récoltés. Le desdg hTNFR-I par ELISA montre bien la
présence de la protéine hTNFR-Is/mIigG1 sécrétés kdamilieu des cellules transfectées par
pVAX2-hTNFR-Is/mIgG1 et son absence dans le mitlea cellules transfectées par pLuc.
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Aprés cette vérification nous avons injecté 40 pgthsmide pVAX2-hTNFR-1s/migG1 nu
dans le muscle tibial antérieur gauche (TAG) derisodystrophiquesndx ou de souris
contrble saines C57BL/10ScSn de méme fond généti§d®). La méme expérience a
également été réalisée en injectant 25 pg de pVAKLFR-Is/migG1l et en procédant a
I'électrotransfert du muscle. Les souris ont élguées en sang a JO avant l'injection puis a
J7, J14 et J21, puis elles ont été sacrifiees aefdés muscles tibials antérieurs injectés
(TAG) et controlatéraux (TAD) ont été prélevés.

A)

hTNFR-Is (ng/mg protéine)

mdx ADN nu B10 ADN nu

B)

hTNFR-Is (ng/ml)

mdx ADN nu B10 ADN nu

Figure 72 — Expression de hTNFR-Is/mIgG1 chez lessris mdx transfectées avec le plasmide
pVAX2-hTNFR-Is/migG1.
Des sourisndxet C57BL10%Y agées de 6 a 8 semaines sont électrotransférée2ay g de plasmide
pVAX2-hTNFR-Is/migG1, ou injectées avec 40 pg dasplide seul dans le muscle tibial antérieur
gauche (TAG).A) Dosage du hTNFR-Is/migG1 par ELISA dans les byt TAG prélevées au
sacrifice a J21B) Dosage du hTNFR-Is plasmatique a J7 post injec@raque colonne correspond a
une souris. Abréviations : souris C57BL/10ScS0 Bélectrotransfert : E.T. ; souris 1 : s1.

La figure 72 présente le dosage du hTNFR-I par ELISA dans o&g\yements. L'anticorps
utilisé dans cet ELISA est spécifiqgue du récepteumain, la protéine dosée correspond donc
uniguement au hTNFR-Is/mlgGl sans interférence deepteur murin  endogéene
membranaire (MTNFR-1) ou soluble (MTNFR-1s). Aucux@ression n'a été touvée dans les
TA et le plasma de 2 souris contrdle injectées alte®BS. Chez les souris ayant recu une
injection de plasmide on ne trouve aucune exprasdio transgéne par ELISA dans les
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muscles non injectés TAD (non montré). Par contreatrouve du hTNFR-Is/migG1 dans le
muscle injecté (TAG) de toutes les souris hormiszcha souris 12fig. 72A). Comme
attendu, on constate que I'électrotransfert améliartransfection du muscle. En revanche la
présence de hTNFR-Is/migG1l n'est pas détectée Eengrélévements sanguins hormis
transitoirement a J7ig. 72B). On constate également que les souris 2 et 8 prgsentent
les meilleures expressions musculaires a J21 —esnniveaux de protéine transgénique
sécrétée les plus bas de leur groupe a J7, lamatien étant d'ailleurs nulle dans le sang de
la souris 8.

b) Evaluation des anticorps anti-hnTNFR-Is

La sécrétion transitoire de la protéine hTNFR-Ig/@1l dans le sang alors qu’elle est toujours
exprimée dans le muscle a J21 suggére gu’une répomsune dirigée contre le transgene a
été générée. Nous avons donc analysé la préselyge dhti-hTNFR-Is dans le sang des
souris de I'expérience de figure 72

R R —
c 2 | —e— mdxET. [ A
c mdx ADN nu
o 15 |———BWOET |~/
= - B10 ADN nu
@)
O 0,5+

0 -~ T T T

0 7 14 21
jours post injection

Figure 73 — Analyse des anticorps anti nTNFR-Is/mIG1 du protocole de transfection du
plasmide pVAX2-hTNFR-Is/mIgG1.
Analyse semi-quantitative par ELISA des anticorp BTNFR-Is présents dans les plasmas prélevés
chez les souris du protocole présenté dafiguae 72 (dilution du plasma : 1/270).

La figure 73 montre l'apparition d'lgG anti-hTNFR-Is au cours temps chez toutes les
souris. On observe également que cette réponserhlen@dtendance a étre plus intense chez
les sourisndxcomparé aux souris contrdle B10 (courbes rougesange vs bleues foncé ou
bleues clair).

Cette expérience indique donc que la protéine hT-MHRIgGG1 est immunogéene chez les
souris de fond génétique C57BL/10ScSn (CMH d’hapletH-2b).
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¢) Immunogénicité du squelette plasmidique

Afin de déterminer dans quelle mesure la casséttgbssion participe a linitiation de la
réponse immune contre le transgéne nous avonsduwpri®expérience précédente avec le
plasmide pCOR-hTNFR-Is/migG1. Ce plasmide contietre cassette d’expression dans le
squelette plasmidique pCOR. Les plasmides pC&Rt des miniplasmides de taille réduite
par rapport aux plasmides classiqguement utilisiésir, squelette plasmidique ne contient
aucune séquence immunostimulatrice CpG hypométiglEs. Le plasmide pCOR-hTNFR-
Is/migG1 a une taille inférieure au pVAX2-hTNFRA8GG1. Nous avons donc respecté la
molarité de l'expérience précédente en injectard orasse inférieure de pCOR-hTNFR-
Is/migG1 pour étre parfaitement comparable.

6 =2 A —o— madx E.T.

madx ADN nu Figure 74 — Cinétique de sécrétion du

| —e— B10E.T. Ll hTNFR-Is/mlgG1 chez les souris

B10 ADN nu transfectées avec le plasmide pCOR-
hTNFR-Is/mIgG1.
———————————————————————————— Des sourigndx et C57BL10%Y agées de

6 a 8 semaines sont électrotransférées
avec 20 pg de plasmide pVAX2-hTNFR-
Is/mlgG1, ou injectées avec 32 pg de
plasmide seul dans le muscle tibial
——————————————————————— antérieur gauche (TAG). Des
prélevements sanguins sont effectués a
JO, J3, J7, J14, J18 et J21 post injection.
Le hTNFR-Is/migG1l plasmatique est

\ dosé par ELISA. Abréviations :

=t , »  électrotransfert : E.T. ; C57BL10 : B10.

0 7 14 21
jours post injection

hTNFR-Is (ng/ml)

La figure 74 présente les résultats du dosage plasmatique BE-RrTs chez les souris

injectées avec le plasmide pCOR-hTNFR-Is/migG1l. @endans le cas du plasmide pVAX2
on observe une expression transitoire du hTNFRHKgaD. La réponse immune contre la
protéine transgénique semble donc indépendanteadactere inflammatoire du squelette
plasmidique utilisé.

Les travaux de Carole Bloquel indiquent cependantlglectrotransfert du plasmide pCOR-
hTNFR-Is/mlgG1 conduit & une sécrétion d’au moimadds chez la souris DBA/1 [420]. Ce
qui indique que limmunogénicité du hTNFR-Is/migGarie selon le CMH des souris
(DBA/1 d’haplotype H2-q vs C57BL/10ScSn d’haplotyg2-b).

" Conditional Origin of Replication.
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1.2.Vectorisation du hTNFR-Is dans un AAV

a) Administration intramusculaire

Nous avons défini que la sécrétion transitoirepestcipalement de a une réponse immune
contre le transgéne indépendamment du squeletemplijue. Des lors, plusieurs choix
s’offrent & nous : utiliser un traitement immunogrgsseur, modifier le transgéne, ou encore
exploiter une voie d’administration ou une vectatisn plus tolérogene. L'utilisation
d'immunosuppresseur est exclue dans notre casl gateiférerait avec I'évaluation de la
stratégie anti-inflammatoire chez la souris dystiqpe. De plus, une immunosuppression
transitoire n'est pas envisageable dans le casidiomunogéene sécrété en permanence. Notre
cassette d’expression faisant ~2,3 Kb, nous avons dhoisi dans un premier temps de la
vectoriser dans un AAV. En effet, ce vecteur argpporté comme tolérogéne dans le muscle
[255]. Nous avons donc sous-cloné la cassette ésgpn entre 2 ITR2 dans le vecteur
plasmidique pGG2 afin d’obtenir le pGG2-hTNFR-Is§@IL contenant le génome viral
recombinant de ~3,4 Kb. Ce plasmide est alorssétgiour produire le vecteur pseudotypé
AAV6-hTNFRIs/mIgG1 par la méthode de tritransfentaécrite page 189.

A) 10000
1000
100

hTNFR-Is (pg/ml)

-
o = O

0 7 14 21 28 35 42 49
jours post injection

| ——max 2.10° vg mdx 5.10% vg —e—B10 2.10° vg —=— B10 5.10% vg

B) o5 BEEEES— .

0 7 14 21 28 36 67

jours post injection

Figure 75 — Sécrétion du hTNFR-Is/migG1 et anticorp anti-hTNFR-Is/mlgG1 chez les souris
transduites avec le vecteur AAV6-hTNFR-Is/mIgG1 emntramusculaire.
Des sourigndx et C57BL10Q agées de 3 a 4 mois sont injectées aved ®U®@.16 vg d’AAV6-
hTNFR-Is/migG1 (25 pl dans le TAGA) Dosage par ELISA du hTNFR-Is/migG1 plasmatique sur
les prélevements sanguins effectués chaque serBgiA@alyse semi-quantitative par ELISA des 1gG
anti hTNFR-Is/mlgG1 plasmatiques (dilution 1/90).
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L’administration en IM du vecteur AAV6-hTNFR-Is/mEL chez les souris B10 @bdx
montre un profil de sécrétion amélioré. Contrairen@&ce que nous obtenons en transfection
avec les plasmides pVAX2 et pCOR, il est possiglesécréter de maniére stable le hTNFR-
Is/migG1l chez la souris saine B10 aux deux dosesedeeur AAV testées (voir courbes
bleues de lafig. 75A). La cinétique de sécrétion est plus lente quesdancas de la
vectorisation non virale, et elle atteint un plateg@res J28. Il N’y a pas de réponse anticorps
chez les souris B10, hormis chez la souris présetdalus forte sécrétion, et cela est correlé
a une inflexion dans la courbe de sécrétion ad@iguée par une fleche dandigure 75. En
revanche, aucune sécrétion n'est dosée chez l& sndx injectée avec la dose de 5°A@
d’AAV6-hTNFR-Is/migG1l. Cela peut étre di a une #d@unction inférieure du muscle
dystrophique comparé au muscle sain. A la dose.H& 29 chez la sourisndx on obtient
une sécrétion transitoire disparaissant entre 12128 parallelement a l'apparition d’'une
réponse anticorps (courbes roufigs75Aet B).

Notons enfin que la réponse anticorps débute apresiélai de 2 a 3 semaines aprés
'apparition de hTNFR-Is/migG1 dans le sang. Eteeéponse humorale augmente toujours
2 mois apres l'apparition de l'antigéne dans legs&it7). Cette cinétique plus longue
d’apparition de la protéine transgénique et deélaonse anticorps est liée au temps de
conversion du génome viral en double brin.

En résumé, il est possible de faire sécréter deiamastable le hTNFR-Is/migG1 chez la
souris B10 sans réponse humorale si I'expressiaépasse pas un seuil donné. Cependant la
sécrétion reste transitoire chez la soomix

b) Administration intraveineuse

L’expression d’'un transgéne dans le foie est tgiéne [421]. Or une grande partie de 'AAV
injecté en IV est capté par le foie. Nous avonscdmsté cette voie d’administration avec
notre AAV6 dans le but d’induire une tolérance &isis du hTNFR-Is/migG1l immunogéne
et ainsi permettre une expression stable chezulassodx

La cassette d’expression du vecteur AAV6-hTNFR-Ig1 est sous le contréle du
promoteur CMV. Ce dernier n’est pas le promoteéaligour obtenir une expression dans le
foie dans la mesure ou il subit une inactivatioogpessive.
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Figure 76 — Cinétique de sécrétion du hTNFR-Is/mIg& chez la sourigndx transduite avec le
vecteur AAV6-hTNFR-Is/mIgG1 en intraveineuse.
Des sourisndx{ agées de 10 a 13 semaines sont injectées avet dglh=2) ou 5.1 vg (n=4)
d’AAV6-hTNFR-Is/migG1l en IV (450 pl a la veine cald). Le hTNFR-Is/mlgG1l est dosé par
ELISA sur les prélévements sanguins effectués ahagmaine.

La figure 76 montre que la dose élevée de 5'1d@y injectée en IV conduit & une forte
expression transitoire dont la chute est trop eypidur rendre compte de la seule répression
du promoteur CMV. |l s’agit donc d’'une réponse immaiwcontre le transgéne. En revanche,
I'expression est maintenue jusqu’a J36 dans uneZ2dssuris injectées avec 1't0vg.
Contrairement a lI'administration IM conduisant aeusxpression transitoire chez la souris
mdx 'administration de 1.10 vg de vecteur AAV en IV peut donc permettre larégéon
stable de la protéine. Il serait donc intéressanteproduire cette expérience chez la souris
mdxavec l'injection IV d’'un AAV de sérotype plus effice dans le foie (AAV8), et codant le
hTNFR-Is/migG1 sous le contrdle d'un promoteur #imee du foie. Cependant, nous avons
préféré par la suite baisser 'immunogénicité deptlatéine chimérique TNFR-Is/migG1l
plutét que d’exploiter la tolérance induite parteetoie d’administration vis-a-vis du hTNFR-
Is/migG1l immunogéne.

1.3.Construction et caractérisation d’'une chimére murire

a) Test de l'activité biologique du mTNFR-Is/migG1

Afin de baisser 'immunogénicité de la protéinengg@énique nous avons produit une version
entierement murine du récepteur soluble chimériqReur cela, nous avons remplacé la
séquence du récepteur humain par 'ADNc du récepeluble murin homologue dans la
cassette d’expression du pVAX2-hTNFR-Is/migG1 (yuil87). Le plasmide obtenu nommé
pVAX2-mTNFR-Is/migGl a également été utilisé pour cloreercdssette d’expression du
MTNFR/mIgG1 entre les 2 séquences ITR2 du pGGalasemide pGG2-mTNFR-1s/migG1
sera utilisé pour vectoriser ce nouveau transgans dn AAV.

Avant de tester 'immunogénicité du transgene mTN&RlgGLlin vivo, l'intégrité de la
séquence du transgéne a été vérifiee par séquedaagdes 2 plasmides produits (pVAX2-
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et pGG2-mTNFR-Is/migG1). Puis, une expérience d@sfiection transitoire du pVAX2-
MTNFR-Is/migG1l ou du plasmide contréle pLuc a éalisée sur des cellules MRC5-V2
d’origine humaine afin d’obtenir un milieu condiioé contenant la protéine transgénique. La
concentration de mTNFR-Is présent dans les mildasés par ELISA confirme I'absence de
la protéine d’intérét dans le milieu contréle etpsésence dans le milieu conditionné de la
transfection par pVAX2-mTNFR-Is/migG1. Le milieuratitionnné a été utilisé pour évaluer

l'activité biologique de la protéine transgénigunevitro.

hTNFR-Is rec
60 |—e— hTNFR-Is/mlgG1 {____/

70

= —e— MTNFR-Is/mlgG1
(10
ER LR Y ST
3
Q
o 40+
&
o 30 BT S e
R
20 e N T
10 | ‘ | | ‘
0 1 10 100 1000 10000
TNFR-I (pg)

Figure 77 — Activité biologiqgue du mTNFR-Is/mIigG1 poduit in vitro.
L’activité biologique des variants du récepteuubteé du TNF est évaluée par leur capacité a inhiber
la toxicité induite par le TNF murin sur la lignéellulaire L929 (méthode p208). Cette expérience
compare l'activité biologigue du hTNFR-Is/migG1l e mTNFR-Is/migG1 provenant de milieux
conditionnés de transfections de cellules MRC5-\42 les plasmides pVAX2 correspondants. Un
récepteur soluble hTNFR-Is est utilisé comme cdatidositif. Chaque échantillon est testé en
triplicat.

Le test biologique consiste a mesurer la survikiledle de cellules L929 sensibles au TNF
lors d’'une incubation avec le récepteur chimériquegin mTNFR-1s/migG1 et une quantité
de TNF murin toxique. Léigure 77 présente le résultat de cette expérience. Onatengtie
seules 30 % des cellules sont viables en I'absdace&cepteur soluble inhibant le TNF. La
courbe rouge indique que le MTNFR-Is/migG1l prodauit vitto possede une activité
inhibitrice du TNF dose dépendante, comme lindigamélioration de la survie des cellules
L929.

Le récepteur TNFR-I membranaire murin a la mémmigdf pour le TNF murin ou humain

[422]. Etant donné que le récepteur soluble lingaé clivage de la forme membranaire
conserve la méme affinité pour le TNF, il appaiaitque le mTNFR-Is/migG1 produih
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vitro inhibe pour une raison inconnue le TNF murin moaficacement que le hTNFR-
Is/migG1 produitin vitro. Notons que le hTNFR-Is recombinant est utilisétant que
contrble positif de I'expérience, mais son effit@cinhibitrice ne peut étre directement
comparée aux protéines chimériques. En effet, laceatration massique des récepteurs
chimériques TNFR-Is/migG1l dosée par ELISA est empd en équivalent de monomeére
TNFR-Is recombinant. Or, les récepteurs chimérigpessedent 2 récepteurs, 'ELISA
surestime donc de 2 fois le signal de la protéiaesgéenique par rapport au récepteur soluble
naturel. De plus, il faut prendre en compte la mgs®venant du fragment constant d’lgG1
fusionné a ces 2 récepteurs solubles. Pour rés@menolarité de récepteur on a donc le
facteur de correction suivant : [(masse du TNFRHgG1) / (masse du TNFR-Is)] x 2 = (100
kDa / 25 kDa) x 2 = 8. La quantité de récepteuédmem ELISA dans la protéine transgénique
est donc surestimée d’environ 8 fois par rapponnanomere de récepteur soluble. Une fois
ce facteur de correction appliqué on se rend cocgteme attendu que l'activité du hTNFR-
Is/migG1 est comparable a celle du récepteur morigo@&recombinant (non montré).

b) Electrotransfert du plasmide codant le mTNFR-Is/mlg51

La protéine transgénique MTNFR-Is/migG1l produite vitro étant fonctionnelle, nous
sommes passés a I'évaluation de la transfectigpMAX2-mTNFR-1s/migG1lin vivochez la
souris B101ig. 78 ci-apres).
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Figure 78 — Sécrétion du mTNFR-Is/mIgG1 et anticorp anti mMTNFR-Is chez les souris
C57BL10 électrotransférées avec le plasmide pVAX2-iNFR-Is/mIgG1.
3 souris C57BL10 agées de 12 semaines sont injectées avec 25 plgsieide pVAX2-mTNFR-
Is/migG1 (25 pl dans le TAG), ou avec du PB$Dosage par ELISA du mTNFR-Is plasmatique sur
les prélevements sanguins effectués chaque serBjiAaalyse semi-quantitative par ELISA des 19G
plasmatiques anti mTNFR-Is (dilution 19%).
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Etant donné que nous suivons la sécrétion du mTIFRGG1L avec un anticorps anti-
MTNFR-Is, il ne nous est pas possible de distindagsrotéine transgénique du récepteur
soluble endogene. Le récepteur endogéne a doncdadé chez une souris controle
électrotransférée avec du PBS (sourisfi4) (78A). Le niveau endogéne de récepteur est en
moyenne 3,6 ng/ml chez la souris 4, et il restblstdans les jours suivant I'électrotransfert,
ce qui indique que l'inflammation induite par laopédure ne fait pas varier le mMTNFR-Is
endogene et n'est pas responsable du pic de sécmdservé chez les souris 1 a 3. On
observe donc dans fegure 78A que les muscles électrotransférés avec le plaspvideX2-
MTNFR-Is/migG1l sécretent un niveau important detfines transgéniques durant les
premieres semaines suivant l'injection, puis lar&dmn baisse et reste stable au moins 4
mois. On constate également dandidmre 78B que cette sécrétion s'accompagne d’'une
réponse anticorps contre la protéine transgénig®) ( sans pour autant que lI'on observe une
disparition de la protéine dans le sang comme taoas dlhTNFR-Is/migG1l. Ceci suggére
'absence d’'une réponse immune cellulaire consdilees musculaires transfectées.
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Figure 79 — Sécrétion du mTNFR-Is/mIgG1 et anticorp anti mMTNFR-Is chez les sourisndx
électrotransférées avec le plasmide pVAX2-mTNFR-IgilgG1.
Des sourisndx @ agées de 13 semaines sont injectées dans le TA@I{3avec 25 ou 45 pg de
plasmide pVAX2-mTNFR-Is/mlgG1 (n=3) ou 25 pg degmade non relevant pLuc (n=2)) Dosage
par ELISA du mTNFR-Is plasmatique sur les prélevesiesanguins effectués chaque seméi)e.
Analyse semi-quantitative par ELISA des IgG plasquags anti mTNFR-Is (dilution 1/81%).

L’électrotransfert du plasmide pVAX2-mTNFR-Is/mig@lensuite été effectué chez la souris
mdx La sécrétion de mTNFR-Is a été suivie jusqu’adisrapres I'électrotransferfid. 79A).
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La dose de 25 pg montre un profil de sécrétionlairmiaux B10 durant le premier mois : on
observe un pic de sécrétion suivi d’'une stabilisatthez 2 souris sur 3 injectées (courbes
orangefig. 79A). Au-dela de J35 la concentration plasmatique d&IRR-Is décroit jusqu’a
rejoindre un niveau proche de la concentration gade de récepteur soluble 4 mois aprés
I'électrotransfert. La chute progressive de la &éon observée chez la sounglx peut étre
expliquée par la disparition des fibres musculairassfectées due aux cycles de nécrose et
de régénération successifs du muscle dystrophioins qu’en plus de ce phénomeéne il est
— de maniére générale — normal d’observer uneddisda sécrétion a long terme du fait de
la dégradation ou de linactivation du plasmidesépial, ou encore du fait de la prise de
masse des souris dont le volume sanguin augmente.

Une deuxiéme dose de 45 ug de plasmide a étédttacisférée chez des souriglx Dans ce
cas on observe aussi un pic de sécrétion maisrésgn est perdue dés J21 (courbes rouges
fig. 79A) ; ce phénoméne beaucoup plus rapide correspomdingdt a une réponse immune
cellulaire cytotoxique.

Comme nous avons observé une réponse anticorps leBegouris saines nous avons
également évalué les anticorps contre le mTNFRHszcla sourismdx lors de cette
expérience f{g. 79B). On trouve aussi une réponse anticorps chez laissmdx dont
lintensité suit exactement l'expression de la g transgénique avec 1 semaine de
décalage. La réponse humorale semble tout de mémdqute durant le premier mois chez
les souris électrotransférées avec 45 pg de plasmid

L’électrotransfert de 25 pg de pVAXRBTNFR-1s/migGl dans le TAG permet donc une
sécrétion stable au moins jusqu’a J35, contrairéradiexpression transitoire ne dépassant
pas J7 dans le cas de I'électrotransfert de la ntgraatité de pVAXZATNFR-1s/mIgG1. Les
deux protéines transgéniques possedent des épaopigéniques au moins au niveau du site
de fusion du récepteur | soluble du TNF et du fragihtonstant d’'lgG. Les patients atteints
de polyarthrite rhumatoide traités de maniére dbuen avec une protéine recombinante
chimérigue analogue a notre protéine transgéniqais fvasée sur le récepteur Il du TNF
(Etanercept) produisent dans 6 % des cas une ré@otiiEorps non neutralisante contre le
traitement. La réponse humorale que nous obsergbag la souris sécrétant le TNFR-
Is/migG1l n’est donc pas inattendue. En revanchagihble que le récepteur | du TNF
d’origine humaine est trés immunogéne chez la soualgré une identité de la séquence en
acides aminés de 70 % avec le récepteur solublenpaircela semble provoquer une réponse
immune a médiation cellulaire en plus de la répdnsmorale. De méme, il semble qu’une
réponse cellulaire puisse se développer contredihsles transfectées exprimant le mMTNFR-
Is/migG1 quand des quantités supérieures de plassoidt utilisées. Il s’agit alors bien d'une
amplification de la réponse immunitaire qui est dlievecteur sans relation avec la quantité
d’antigéne. En effet, une des 3 souris injectéex &b g présente une expression stable
apres un fort pic de sécrétion dépassant ceux\wsehez les souris injectées avec 45 ug de
plasmide.
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c) Activité biologiqgue du mTNFR-Is/migG1 produit in vivo et analyse
histologique du muscle transfecté

L’activité biologigue du mTNFR-Is/migG1l sécrété parmuscle dystrophique transfecté a
ensuite été évaluée sur les cellules L929 en atili¢es plasmas collectés dans I'expérience
d’électrotransfert des sournsdx
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Figure 80 — Activité biologiqgue du mTNFR-Is/migG1 pasmatique.
L’activité inhibitrice de la protéine transgéniqu& NFR-Is/mligG1l sécrétée dans le sang des souris
électrotransférées a été testéevitro sur la lignée L929 (expérience defigure 79. A) Schéma
reprenant les caractéristiques des prélévemenggiisasna J7 et J14 du dosage ELISA dédare 79
A. B) Evaluation de l'activité biologique de la protéimI NFR-Is/migG1 présente dans les plasmas
prélevés a J7 et J14. Une dilution sériée des plasest incubée en présence d’'une quantité fixe
toxique de TNF sur les cellules L929. Les courb@sgntées correspondent a la mesure de la survie
cellulaire rapportée a la quantité de mTNFR-Is dodéns chacun des plasmas. Chaque courbe
correspond au plasma d'une souris prélevée a upstelonné. Les courbes vertes correspondent aux
plasmas des 6 souris électrotransférées prélevéks &t les courbes rouges correspondent aux
plasmas des ces méme souris prélevées a J14.

Nous disposons de plasmas contenant la protéinegé&aique avec ou sans anticorps anti-
MTNFR-Is (IgG) comme cela est résumé dans le scliEmafigure 80A Nous avons donc
pu évaluer le potentiel neutralisant des IgG preducontre la protéine transgénique. La
figure 80B montre que le récepteur soluble mTNFR-Is présamisdes échantillons sans
anticorps a J7 est capable d’inhiber 16 a 100 % dexicité induite par le TNF dans le test
biologique (courbes vertes). Cette expérience aeftédduite avec les plasmas prélevés a J7
et J14 des deux souris contrdle transfectées avetagmide non relevant, et il a été constaté
gue le récepteur endogéne inhibe 8 % de la toxiktés les mémes conditions (résultat non
montré). Ainsi la protéine transgénique est biespoassable de la majorité de l'effet anti-
TNF constaté dans leigure 80B. Enfin, les courbes d'inhibition du TNF des plasma
prélevés a J7 sont superposées aux courbes J4di iogigue que les anticorps présents dans
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les échantillons a J14 ne neutralisent pas l'détibiologique de la protéine chimérique
MTNFR-Is/migG1l. Cette expérience montre que le teusdgstrophique produit une protéine
transgénique parfaitement fonctionnelle capablehibier tout ou partie de la toxicité induite
dans le test biologique avec une quantité de mTMARIQGLl de l'ordre de quelques
dizaines de pg. Ce qui est du méme ordre de grargieu I'activité du hTNFR-Is/migG1
dans lafigure 77 ; l'efficacité moindre que nous avions obtenue aleeMTNFR-Is/migG1

dans lafigure 77 pourrait donc étre conséquente a un stress defludar moment de la
production de la protéiria vitro dans les cellules MRC5-V2 transfectées.

Les muscles injectés (TAG) et controlatéraux (TADNt été prélevés 6 mois apres
I'électrotransfert du pVAX2-mTNFR-Is/migG1 afin daettre au point 'immunomarquage
de la protéine transgénique, mais également p@luévl'état histologique des muscles.

La figure 81 présente une analyse morphométrique de l'aire deosé et d'infiltration dans
ces muscles.
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Figure 81 — Infiltration inflammatoire et nécrose dans le muscle tibial antérieur des sourisndx
électrotransférées avec pVAX2-mTNFR-Is/migG1.
L’aire de nécrose et d'infiltration inflammatoireéé mesurée relativement a la surface totale pour
chaque TA sur une coupe transversale de TA colg&e$iPS en utilisant le logiciel ImageJ. Les 8
souris du protocole sont analysées : 2 souris @enélectrotransférées avec pLuc, et 2 groupes de 3
souris électrotransférées avec 25 ou 45 pg de pVdXRIFR-Is/mIgG1.

On constate que l'aire de nécrose et d'infiltraioflammatoire est de I'ordre de 5 % chez les
deux sourigndx contrdle (agées de plus de 9 mois au prélevemBatlplus cet indice est
assez variable dans le TA entre le muscle TAG etoletrolatéral TAD. Comparés aux
contréles, les TAG des souris traitées avec 25u4gsoug de plasmide semblent relativement
épargnés. Au niveau des TAD (effet distant du mTN&RIgG1 sécrété) on constate que le
pourcentage d’'infiltration et de nécrose est basdrux doses de plasmide. Notons que le
TAD de la souris 7 ne présente pas de nécrosaniiltdation, et que cette souris possede le
niveau plasmatigue de protéine transgénique le us parmi les 3 souris injectées avec 45
hg. Méme si ces tendances sont encourageantes, iinpossible de conclure a un effet
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thérapeutique du mTNFR-Is/migG1 sur les musclesstesis de ce protocole test dans la
mesure ou il y a seulement deux souris controle.

Afin de suivre et d’évaluer la transfectionsitu de la protéine chimérique mTNFR-Is/migG1
nous avons procédé a un immunomarquage du mTNFR-Is.

R P o

- 2549 45 g | 25 g pLuc

—~

pVAX2-mTNFR-Is/mlgG1

Figure 82 — Expression du mTNFR-Is dans le muscleydtrophique électrotransféré par pVAX2-
MTNFR-1s/mIgG1.
Immunomarquage du mTNFR-Is sur les coupes histpleg de TAG des sourmmdx du protocole
d’électrotransfert du pVAX2-mTNFR-Is/migG1l. Une sigu contrOle électrotransférée avec le
plasmide non relevant pLuc est présentée a galelaneilleurs marquages obtenus chez les groupes
électrotransférées avec 25 et 45 pg de pVAX2-mTN#RIgG1l sont présentés. Le contour du
muscle est tracé en noir pour délimiter la coupagdversale compléte du TAG. Barre d’échelle : 1 mm
pour les coupes transversales compléetes et 200oumazone agrandie.

Les souris contréle électrotransférées avec lenptis pLuc ne présentent pas de marquage
visible du récepteur | murin du TNF (mTNFR-Is) ateetchelle figure 82). Dans le cas des
souris électrotransférées avec pVAX2-mTNFR-Is/mig@h observe un marquage
cytoplasmique et membranaire des fibres musculanassfectées (voir zone agrandie a
gauche de lafig. 82). Les photographies de coupes transversales ctempfirésentées
correspondent aux TAG présentant la meilleure esgiwa du transgéne dans chaque groupe.
En effet, aucune fibre musculaire transfectée niesiible dans certains TAG, comme cela est
attendu puisque nous avions observé lors du ddsaA que la concentration plasmatique
de mTNFR-Is tend vers le niveau endogene 6 moisaélectrotransfert. Nous observons
donc ici les fibres transfectées n'ayant pas enét¥alétruites lors des processus de nécrose
et régénération du muscle dystrophique.
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d) Expression du TNF et du TNFR-Is chez la sourisndx

. Expression endogene du TNF et de son récepteunslldanuscle :

Les immunomarquages du TNF et du récepteur endogginégalement été réalisés sur les
coupes des muscles controlatéraux (TAD) non inged&s souris contrble électrotransférées
avec pLuc.
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Figure 83 — Expression endogéne du TNF et du réceptr | dans le muscle dystrophique.
Immunomarquage du TNF murin (mTNF) et du réceptelur TNF (nTNFR-Is) dans le muscle TAD
non injecté des sourimdx contrble agées de 9 mois du protocole d’électnsfeat. A), B) et
C) Immunomarquage du TNF murirD) Immunomarquage utilisant un anticorps primaire non
relevant sur une coupe distante de 8 um de la dOlpE) et F) Immunomarquage du récepteur | du
TNF dans le TAD d’'une souris saine B10 et d’'unersomdx respectivement. Les fleches pointent
des cellules marquées. Barre d’échelle : 200 um.
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La figure 83 montre que le TNF est exprimé dans le muscle dsolaris mdx par une
population de petites cellules mononuclées infiliea {ig. 83A), au niveau des cellules
endothéliales des vaisseatig.(83B), ou encore par des fibres musculaires nécrotiqias

de vérifier la spécificité des marquages réalisesjs avons réalisé un immunomarquage
d’'une coupe distante de 8 um en utilisant un arg&@rimaire non relevant (de méme
isotype et produit chez la méme espéece). Il appadans lafigure 83D que les
immunoglobulines de chévre utilisées ont tendanoweguer de maniere non spécifique les
fibres nécrotiques. Nous avons également obsernv@argquage cytoplasmique du TNF dans
des groupes de fibres de petit calibre en régéoérahez la sourisndx (non montré). Ce
profil d’expression du TNF chendxest en accord avec la littérature qui rapporteamatent
une corrélation entre I'expression du TNF et l&érégation [423, 424].

Le marquage du mTNFR-I dans le muscle de la souisa uniquement été trouvé dans de
petites cellules mononuclées infiltrantdig).(83F), aucun marquage n’étant visible dans un
muscle sain de souris B10ig; 83E). Cette observation est en accord avec le cas de
myopathies inflammatoires ou le marquage du TNF&&tl trouvé au niveau des cellules
mononuclées infiltrantes [233]. Kuru et coll. mamtr également un marquage du récepteur |
du TNF au niveau de cellules mononuclées, ainsidgunes de rares fibres musculaires chez
les patients atteints de DMD. Il semble en effee d& récepteur produit par les fibres
musculaires soit essentiellement clivé et solubR3].

. Expression endogéne du TNF et de son récepteuslldaang :

Nous avons également dosé les niveaux de TNF nforiNF) et du récepteur endogéne
(MTNFR-Is) chez des sounsdx et B10 adultes. La cytokine TNF n'a pas pu étrantjfiée
chez la souris B10 omdx car elle circule & un niveau inférieur au seuildd#tection par
ELISA. Cela est parfaitement normal dans une saaise chez qui I'expression de cette
cytokine est généralement absente. En dehors dhatedie chronique la production de cette
cytokine est transitoire, et elle est dosable paSE uniquement peu de temps aprés une
inflammation marquée induite expérimentalement pajection d’'une endotoxine par
exemple [304]. De plus, il a été montré récemmerd certaines cytokines comprenant le
TNF sont complexéem vivo chez l'individu sain a des auto-anticorps proddigsmaniere
ubiquitaire chez I'homme, ce qui empéche leur gtieation par ELISA [316]. Cette
situation pourrait également exister chez la sosaige. Quoi qu’il en soit le niveau de TNF
libre circulant chez la sourmmdxest en dessous du seuil de détection par ELISApatraire

de la situation chez 'lhomme ou il a été montré cmecentration supérieure de cette cytokine
chez les malades DMD [425].
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Figure 84 — Niveau endogéne du récepteur | du TNFhez les sourisndx et B10 adultes.
Dosage ELISA du mTNFR-Is plasmatique chez les samdx et B10 en fonction de I'dge. Chaque
losange bleu correspond a une souris ; un trajfegaorrespond a la moyenne.

L'analyse rétrospective de tous les dosages du rRFNFeffectués sur les prélévements
sanguins des souris contrble de nos protocolgsrésentée dans fayure 84 (prélévements a
JO avant injection de vecteur). Au contraire du TRFiveau de récepteur | du TNF est
dosable par ELISA chez les souris non traitéesnilzeau de récepteur soluble est de 2480 +
371 pg/ml chez la sourmdxde 6 semaines, puis on observe une augmentagjaificative
jusqu’a 7850 + 1413 pg/ml a 1’'age de 10 semaine€d,(®01). Par la suite, le niveau reste
assez stable aux alentours de 7000 pg/ml jusgége lde 6 mois. Nous n'avons pas effectué
de protocole utilisant des souris B10 de 6 semaregggendant nous constatons que le niveau
de mMTNFR-Is est également relativement stable dbezsouris B10 agées de 10 a 15
semaines. En revanche, le niveau endogéne de eécegst plus bas chez les souris B10. En
effet, le niveau de mMTNFR-Is est significativemehis élevé & 10 semaines chez la souris
mdx avec 7850 + 1413 pg/ml (n=27), contre 4948 + 740mp (n=13) chez la souris B10
(p<0,0001).

Il a été constaté une augmentation du niveau deRFINSFsanguin dans la polyarthrite
rhumatoide [409], ou encore dans des myopathismnfatoires [426]. Dans ces maladies le
niveau de récepteur soluble produit est insuffigemtr neutraliser toute l'activité délétére du
TNF, et le niveau de TNFR-Is est corrélé a I'ateidlinique. Nous postulons dans le cas de
la sourismdxque le récepteur soluble | du TNF est égalembaétdi du muscle dystrophique
de maniere compensatoire au fil de la progressotadmaladie, ce qui explique le niveau
plasmatique élevé comparé au niveau basal de laisssaine B10. Le constat de
l'augmentation du mTNFR-Is plasmatique entre 5@&té&maines chez la sounglx pourrait
ainsi étre lié a la progression puis a la stahibsadu niveau de nécrose musculaire durant
cette période.
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1.4.Cinétique de sécrétion et réponse immune contre |[@NFR-Is/migGL1 lors
d’'une injection d’AAV dans le muscle dystrophique

Nous avons vu que I'électrotransfert permet d’oibtene sécrétion de mTNFR-Is/migG1 de
'ordre de 50 ng/ml aprés le pic d’expression, nmaisis he pouvons pas dépasser la dose de
25 pg de plasmide sans générer une réponse immomduisant a la disparition de
'expression. Comme nous l'avons vu avec le cahThNFR-Is/mIgG1, le vecteur AAV est
plus tolérogéne dans le muscle. L’AAV permet égaleind’obtenir une expression plus
importante dans le muscle comparé a une vectansatin virale. Nous avons donc produit
un vecteur AAV6-mTNFR-Is/migG1 (en utilisant le p@&@&TNFR-1s/migG1 construit plus
t6t). L'expression et la réponse immune contre riatgine chimérique entierement murine
(MTNFR-Is/mligG1) ont été évaluées lors d’'une uniapjection en IM de ce vecteur chez la
sourismdx Nous avons également comparé 'AAV6-mTNFR-Is/mlg&u lot de vecteur
AAV6-hTNFR-Is/migG1l de méme sérotype produit plés Enfin, nous avons analysé en
détail la réponse immune contre la protéine immeénagie hTNFR-Is/mIgG1 sécrétée dans
le contexte du muscle dystrophique suite a I'adstiation de 'AAV6.

a) Expression d’un transgéne sécrété non immunogéne

Avant de comparer la transduction et 'immunogééicies AAV6-h- et -m-TNFR-Is/migG1
nous avons transduit le TAG de souris B10nmixdans les mémes conditions avec 2\d
d’AAV6-mSeAP.

Figure 85 — Transduction du muscle
A) - dystrophique par I'’AAV6-mSeAP.
: 7 A) Marquage histochimique de la mSeAP

dans le TAG de souris B10 etdx agées
de 8 & 12 semaines et injectées avec’2.10
vg d’AAV6-mSeAP ; les muscles sont
prélevés 35 jours aprés l'injection. Une
photographie représentative du groupe de
souris mdx et B10 est présentée (n=4).
Barre déchelle: 1 mm. Les fibres
positives sont violettesB) Cinétique de
sécrétion de la mSeAP mesurée chaque
semaine aprés linjection d’AAV6-
MSeAP. Les valeurs sont présentées sous
forme de moyenne + écart type, la courbe
verte correspond aux B10 (n=4), et la
courbe rouge auxmdx (n=4). Les
astérisques (*) indiquent une différence
significative (p<0,05) de la concentration
moyenne de mSeAP entre le groupe de

mdx

O

mSeAP (ng/ml)

0 7 14 21 28 35
jours post injection B10 et le groupe dedx

La figure 85A montre que plus de 70 % du muscle B10 injectéimeple transgene mSeAP.
Dans le cas du muscladx la transduction est inférieure pour une méme dbAAV6
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injectée. Cette difference d'efficacité de trangaurc se retrouve au niveau sanguin: la
sécrétion de mSeAP est significativement plus @el&s J7 chez la souris saine Bfig. (
85B). Notons que la sécrétion augmente toujours caesolris B10 a J35, alors qu’elle se
stabilise chez la sourimdx Ce profil de sécrétion du transgéne non immunegaseAP
servira de base de comparaison pour nos prochakmariences utilisant 'AAV6-TNFR-
Is/migG1.

b) Expression des transgenes TNFR-Is/mIgG1 dans le ntls

Par la suite nous avons injecté des doses crogssaAV6 codant la protéine chimérique
TNFR-1s/mlgG1 humaine ou murine dans le TAG de isdBit0 oumdx

hTNFR-Is MTNFR-Is

B10 mdx B10 mdx

5.108 vg 2.10% vg

2.10° vg

1.10"0 vg

Figure 86 — Expression des TNFR-Is/migG1 dans le msale sain et dystrophique.
Trois doses de vecteur AAV6-hTNFR-Is/mIgG1 ou d’ABYhTNFR-Is/mIigG1l ont été injectées dans le TAG
de souris B10 oundx agées de 8 a 12 semaines (n=3): 2y 5.16 vg et 2.18 vg. Deux groupes
supplémentaires ont été injectés avec .49 : AAV6-hTNFR-Is/migG1 chez les B10 et 'AAV6-nNFR-
Is/mlgG1 chez lesndx (n=3). L’expression est révélée sur les TAG préder J35 par immunomarquage du
hTNFR-1 ou du mTNFR-I. Le contour des muscles eaté en noir pour délimiter la coupe transversale
compléte du TAG. Barre d’échelle : 1 mm.
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La figure 86 présente les profils d’expression obtenus dariAB injecté. On constate au
passage une caractéristique des muscles squedsttiigula sourisdx: ils sont hypertrophiés
comparé a ceux de souris B10 de méme age. Les iommarquages de fagure 86 montrent
gue l'expression du hTNFR-Is dépend de la souchsodes et de la dose injectée. En effet,
aucune expression n'est visible chez les souris ®&ifhdx dans le muscle injecté avec la
dose de 2.10vg d’AAV6-hTNFR-Is/migGl. A la dose de 530vg quelques fibres
musculaires positives apparaissent chez la sod®s Be qui n'est pas le cas chez la souris
mdx Le meilleur profil d’expression est obtenu cheg souris B10 & la dose de 2.1Q
d’AAV6-hTNFR-Is/mlgG1. Etonnamment I'expression gstis faible chez les souris B10
injectées avec la dose supérieure de’? 1§, avec des fibres positives éparses sur la coupe
transversale. Chez les sounigix I'expression de hTNFR-Is est uniquement visibla dose

de 2.18 vg avec seulement quelques fibres musculaireslefagnt marquées. La
comparaison de I'expression obtenue a la dose H® 2g entre le vecteur AAV6-hTNFR-
Is/migGL1 et le vecteur AAV6-mSeAP indique bien ugdponse immune contre la protéine
transgénique chimerique humaine.

Comme pour le vecteur AAV6-hTNFR-1s/migG1, aucungression du mTNFR-Is n’est
visible dans les muscles B10ratixinjectés avec la plus faible dose (£.46). A la dose de
5.1F vg on observe une expression homogéne sur plismeitié de la surface du TAG des
souris B10, alors que seules quelques fibres sositiyes chez les sourisidx Notons
également que la différence d’expression est énemire les doses pourtant proches de®2.10
et 5.1¢ vg d’AAV6-mTNFR-Is/mlgG1 dans le muscle B10, cd guggeére I'existence d’une
dose minimale de vecteur AAV6 nécessaire pour pdsseérimysium et la lame basale
jusqu’aux fibres musculaires. A la dose de 2.4 la quasi-totalité du muscle B10 est
transduite, ce qui est comparable au profil d'espicn de la mSeAP non immunogene,
cependant la transduction du museidx reste moins forte. Dans le cas du museti nous
avons également injecté une dose supérieure d& ¥g.@’AAV6-mTNFR-Is/mIgG1 et nous
observons — comme & la dose de 2xi)— un profil d’expression en « mosaique » avas p
de fibres positives et un marquage plus intenséoméoenfin que la coloration topographique
HPS de coupes histologiques sériées du musdieinjecté par 2.10vg d’AAV6-mTNFR-
Is/migG1 montre que les fibres transduites peu@énat centronuclées ou non ; cependant on
observe que l'aspect en mosaique provient en gnaaurdie d’'une absence de transduction des
paquets de fibres centronuclées de petit calilgreasi une régénération récente (non montré).
Si 'on prend en compte I'ensemble de ces donnéegeut conclure que la différence
d’expression du transgene visible entre un musgdéraphique et un muscle sain est die a la
perte des fibres transduites avec les cycles doseet de régénération. De plus, il semble
gue 'immunogénicité du transgéne hTNFR-Is/migGduise une perte de fibres transduites
supplémentaires probablement lors d’'une réponsaaied cytotoxique.
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c) Cinétique de sécrétion des transgenes TNFR-Is/migGdar le muscle

Suite a l'analyse de I'expression situ, nous avons quantifié par ELISA la sécrétion de
transgéne dans le sang des souris BIdx ainsi que I'éventuelle réponse anticorps contre
la protéine transgénique. Les plasmas collectés lelsesouris injectées avec 'AAV6-mSeAP

ont été utilisés comme controble.
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Figure 87 — Analyse de la sécrétion de hTNFR-Is/m{@1 et de la réponse humorale.
A) et B) Cinétique de sécrétion de hTNFR-Is/migGl dans degsaprés l'injection de doses
croissantes d’AAV6-hTNFR-Is/migG1 dans le TAG ders®B10 @A) oumdx(B) (cf détails danig.
86). Les sourigndxn’ont pas été injectées a la dose 1°18. Les valeurs sont présentées sous forme
de moyenne + écart type (n=3 souris par dose)dbess croissantes de vecteur sont représentées par
les courbes bleues, violettes et rouges, et ledssoantrole injectées avec 'AAV6-mSeAP sont en
orange (voir la légende dans le cadre du @sgt D) Analyse semi-quantitative par ELISA des IgG
anti hTNFR-Is dans le plasma des souris Blfa@trespectivement (dilution 1/2490). Chaque courbe
représente une souris (méme légende g&’est B). Les courbes de la dose ZA@ et de 'AAV6-
mSeAP contrdle sont tracées dans chaque graphigisesont parfois cachées par d’autres courbes de

valeur nulle.

Le graphiqueA de lafigure 87 montre que la sécrétion de hTNFR-Is/mIigG1 estigtarte a

la dose faible de 2.20/g d’AAV6-hTNFR-Is/migG1 chez les souris B10, digse chez les
souris contrdle injectées avec 'AAV6-mSeAP. A lasd de 5.1vg on observe une
sécrétion croissante atteignant en moyenne 346 |pg/d85 sans réponse anticorps. On
retrouve comme vu précédemmefig.( 75 p137) que la dose de 2*10g permet une
sécrétion plus importante dosable des J7 qui att@irmaximum de 9344 pg/ml en moyenne
a J21, puis la concentration décroit parallelen®rdtapparition d’'une réponse anticorps
tardive chez 2 des 3 souris injectées a cette do¥@, la plus grosse dose injectée (1°10
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vg) conduit a une forte sécrétion transitoire digEsant progressivement entre J14 et J28 de
maniere corrélée a l'apparition d'une réponse ampe marquée contre la protéine
transgénique.

Chez la souriandx seule la dose de 21®g permet d’obtenir la sécrétion du transgéne
hTNFR-Is/migG1. Mais cette sécrétion est transitat le maximum atteint reste 30 fois
inférieur au maximum obtenu a la méme dose chezmdesis B10. De plus, la réponse
anticorps est plus forte puisqu’elle a une inténsibmparable a ce qui est obtenu avec une
dose de vecteur 5 fois plus élevée (1°18) chez la souris saine.

En résumé, la sécrétion de la protéine immunogénidiNFR-Is/migG1 dépend de la souche
et de la dose. En effet, il est possible d’obtemie sécrétion intéressante de l'ordre de 300
pg/ml sans aucune réponse humorale chez la s@imis mjectée avec une dose faible (8.10
vg). Cependant, augmenter la dose de vecteur domdémédiablement & une réponse
immune contre la protéine transgénique corrélémen haisse de sécrétion, voire aux plus
hautes doses a sa disparition dans le sang. Cheutésmdx nous n’avons pas obtenu de
sécrétion durable, et la réponse humorale contmafesgeéne est plus forte que chez la souris
saine. Cette derniére observation peut étre exidiquar le contexte inflammatoire du muscle
dystrophique de la sounmdxadulte, chez qui I'on retrouve plus de macrophagsglants et

de cellules dendritiques que dans un muscle sai8|[2

Pour vérifier 'impact de I'injection et du vectesur la réponse contre le transgéne hTNFR-
Is/mlgG1 nous avons injecté un groupe supplémendarsourisndxa la dose de 2.2@g en
traitant les animaux avec un anti-inflammatoirerdvidnjection et jusqu’a 48 heures apres
(voir détail du traitement méthylprednisolone p195s résultats d’expression au niveau du
muscle injecté et dans le sang sont similaires guiea été obtenu sans traitement anti-
inflammatoire (non montré). Ce qui indiqgue que éaanse immune contre le transgéne est
indépendante du trauma de linjection, et qu'ekepsoduit dans les jours suivants quand
'expression de la protéine transgénique augmente.
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Figure 88 — Analyse de la sécrétion de mMTNFR-Is/m@1 et de la réponse humorale.
A) et B) Cinétique de sécrétion de mTNFR-Is/migG1l dans degsapres linjection de doses
croissantes d’AAV6-mTNFR-Is/migG1 dans le TAG deis® B10 A) ou mdx (B) (cf détails dans
fig. 86). Les souris B10 n'ont pas été injectées a la dos@° vg. Les valeurs sont présentées sous
forme de moyenne * écart type (n=3 souris par dose} doses croissantes de vecteur sont
représentées par les courbes bleues, violettesiges, et les souris contrdle injectées avec 'AAV6
mSeAP sont en orange (voir la Iégende dans le chdims)C) et D) Analyse semi-quantitative par
ELISA des IgG anti mTNFR-Is dans le plasma desisdt0 etmdxrespectivement (dilution 1/90).
Chaque courbe représente une souris (méme légeretefget B). Les courbes de la dose 214 et
de 'AAV6-mSeAP contrdle sont tracées dans chagaplgque mais sont parfois cachées par d'autres
courbes égales au niveau endogéne ou de valeer null

La sécrétion a également été analysée par ELISA [Hsesouris injectées avec le vecteur
AAV6-mTNFR-Is/mlgG1 fig. 88A et B). Linjection de 2.18 vg d’AAV6-mTNFR-
Is/mlgG1 ou d’AAV6-mSeAP controle chez les souri¢OBou mdx ne produit pas de
sécrétion de mMTNFR-Is/migG1 dépassant le niveaogamk de récepteur soluble | du TNF,
ce qui est en accord avec I'absence d’expressi®b &ur les immunomarquages des TAG (cf
fig. 86 p151). Aucune sécrétion n’est obtenue non plusdo$e de 5.70vg chez les souris
mdx (fig. 88B), alors que la méme dose donne une sécrétionrtaninen moyenne a 125
ng/ml chez les souris B10id. 88. A. Une expression est observée dans les plasmas des
souris mdx injectées avec 2.10vg, avec une concentration moyenne finale a J336fke
ng/ml. A la méme dose chez les souris B10 nousnobgeune sécrétion plafonnant a 1380
ng/ml, ce qui est 3,8 fois plus élevé que cheolaismdx Notons que dans les graphiquBes

et D de lafigure 88 une des 3 sourimdxinjectées a la dose 2214 été retirée de 'analyse car
une réponse auto-immune importante contre le mTFRété détectée chez cet animal dés
JO. Enfin, la dose de 1.X0vg injectée chez les sourizdxconduit & une sécrétion supérieure
a ce qui est obtenu & la dose de 2\Pjusqu’a J14, puis leurs concentrations plasuas

se rejoignent. Comme nous l'avons vu précedemestt ks transgenes hTNFR-Is/migG1 et
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mSeAP, les concentrations plasmatiques sont infirse chez la sourisndx On note
cependant dans le cas de la protéine mTNFR-Is/mIg@El les sécrétions obtenues sont
supérieures a celles trouvées avec le réceptemnécigiue humain : de plusieurs centaines de
fois chez les B10 a 1200 fois plus élevé chemidzs

Contrairement a ce qui est trouvé avec la protémENFR-Is/migGl, aucune
immunoglobuline n’est produite contre la protéiree fdsion entierement murine aux doses
allant de 2.19a 2.18 vg chez la sourisndx (fig. 88D). Chez les souris B10 des réponses
anticorps trés faibles et essentiellement transgoont été détectées chez 3 des 6 souris
injectées aux doses de 5°1€t 2.18 vg (fig. 88C). De maniére intéressante, une réponse
humorale est détectée chez 2 des 3 sounlisinjectées avec la plus forte dose de 49 ;
mais cette réponse se stabilise ou décroit apeald®s que la concentration plasmatique du
transgéne augmente toujoufig)(88B et D). Notons enfin pour relativiser l'intensité deteet
réponse immune, que le dosage ELISA des IgG aéélisé en diluant les plasmas 2490 fois
dans le cas du hTNFR-Is/IgG1l immunogéne, alorslggi@lasmas des souris injectées avec
'AAV6- mTNFR-Is/migG1l ont seulement été dilués 90 foisrgmuent la réponse humorale
serait confondue avec le bruit de fond de I'ELISA).

Figure 89 — Réponse humorale contre la
capside AAVG6.
Analyse semi-quantitative par ELISA des IgG
anti AAV6 dans les plasmas des soumsx et
B10 injectées par le vecteur AAV6-mTNFR-
Is/mlgG1. Chaque courbe représente une souris.

DO 450 nm

0 7 14 21 28 35

jours post injection

Comme nous trouvons une réponse immune plus marcpiétee la protéine transgénique
chez la sourigndx nous avons Vérifié dans quelle mesure cet eHfeterouve contre le
vecteur. Nous trouvons que la réponse contre léeuedAAV6 est dose dépendante (non
montré). Lafigure 89 indique qu’a une dose donnée la réponse humooaleecle vecteur est
indépendante du contexte pathologique musculagde@bservation est retrouvée par Yuasa
et coll. lors de I'injection d’'un AAV de sérotypedans le muscle de la souris B10 mdx
[384].

En conclusion, le muscle dystrophique est moina bi@nsduit par 'AAV6. Il en résulte une
sécrétion apres thérapie génigue également inférieila protéine transgénique. Le hTNFR-
Is/migG1 est trés immunogéne et conduit systémarigant a une réponse transitoire chez la
sourismdx ou chez la souris B10 a forte dose. Le mTNFR{gB1, en revanche, permet
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une seécrétion stable, son immunogénicité est velaent faible, et elle est rencontrée
uniguement lors de l'injection de hautes doses thsaurismdx Ces résultats sont en accord
avec la littérature montrant que l'expression dh#o-antigene humain sécrété tel que le
facteur de coagulation IX conduit a une réponse umenchez la souris immunocompétente
aprés une injection d’AAV en IM [265].

d) Caractérisation de la réponse immune contre le hTNR-Is/mIgG

Dans le cas de I'injection du vecteur AAV6-hTNFRaggG1, il a été observé une baisse de
la transduction du muscle entre les doses d€ 2t10.18° vg dans le muscle sain. De plus, la
transduction du muscle & la dose de 2\viPest inférieure & ce qui est obtenu avec 'AAV6-
mSeAP. Ces deux points suggérent une réponse imdainature cytotoxique. Pour analyser
cette réponse immune en détail, nous avons évalpéofil de la réponse T helper, et nous
avons réalisé un immunomarquage du CD8 sur lesesohistologiques des muscles injectés
par TAAV6-hTNFR-Is/migG1.
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Figure 90 — Réponse IgG2A et IgG2B contre le hTNFR-
Analyse semi-quantitative par ELISA des IgG2A é6XB anti hTNFR-I dans les plasmas des souris
B10 (A et C) et mdx (B et D) injectées par 'AAV6-hTNFR-Is/migG1l. Les dose®issantes de
vecteur sont représentées par les courbes bleinésttas et rouges, et les souris controle injectée
avec '’'AAV6-mSeAP sont en orange (voir la légendedlle cadre du bas). Les soumidxn’ont pas
été injectées a la dose 1:10g. Chaque courbe représente une souris. Les ewaidbla dose 2.10g
et de 'AAV6-mSeAP contréle sont tracées dans chagraphique mais sont parfois cachées par
d’autres courbes de valeur nulle. Dilution des ipias effectuées dans ces tests : 1/300 pour leblgG2
et 1/30 pour les IgG2a.
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Les sous types de réponses immunes médiées perlligies T helper sont bien caractérisés
chez la souris. Une réponse immune principalemghtlaire de type Thl est caractérisée par
la présence d’anticorps IgG2a, alors qu’une répenseédiation humorale de type Th2 est
caractérisée par la forte présence d’anticorps lef&b.

Pour définir de facon plus précise le profil d’lgig la réponse immune générée chez les
souris injectées avec 'AAV6-hTNFR-Is/migG1, nowmas réalisé deux ELISA en parallele
pour détecter dans les plasmas les anticorps e@dd¢p?a ou IgG2b contre le hTNFR-I.

On retrouve dans ligure 90A et B un profil IgG2b similaire a ce que nous avons nbte
plus t6t en mesurant globalement les IgG dansl&smas. Les plasmas immunoréactifs étant
ceux des souris injectées aux doses®et@.108° vg, avec une réponse plus intense chez la
sourismdx De plus, on observe une réponse lgG2a moinssatda méme profifig. 90C et

D), ce qui suggére bien qu’'une réponse cellulaireérée est a I'ceuvre parallelement a la
réponse humorale, toutes deux participant a laaditspn de la sécrétion.

Une coloration topographique HPS des muscles igeainsi que 'immunomarquage des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ ont ensuite étésén
2.108 vg 2.10° vg

i &

1.10" vg
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B10 |
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Figure 91 — Analyse histologique des muscles injést par 'AAV6-hTNFR-Is/migG1.
A) a C) Coloration HPS des muscles injectés respectiveraeet 2.18 vg (A), 2.160 vg B) et 1.18° vg
d’AAV6-hTNFR-Is/migG1l ). D) a H) Immunomarquage en fluorescence du hTNFR-Is (egejoet de
I'expression de CD8 (en vert). Un marquage nuctéast également effectué au DAPI en bleu sur lepe
Les photographieB) a F) correspondent aux muscles B10 injectés respeativeavec 2.10vg, 2.16 vg et
1.10° vg d’AAV6-hTNFR-Is/mIgG1. Les photographi€) et H) des musclesndxinjectés aux mémes doses
sont présentées directement dessous. Barre d'écHdlD pm.
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La coloration HPS des muscles B10 injectés ave@&VB-mSeAP ou 'AAV6-mTNFR-
Is/migGl n'a révélé aucun événement de nécrosefilttation inflammatoire ou de
centronucléation des fibres musculaires a J35 affgrehtes doses de vecteur. La méme
observation a été faite dans les muscles injectés .18 vg (fig. 91A) ou 5.18 vg
d’AAV6-hTNFR-Is/migG1l (non montré). Dans les phataghiesB et C de lafigure 91 on
constate une infiltration de cellules mononuclégsagir de la dose de 238g d’AAV6-
hTNFR-Is/migG1, et & la dose de 1*40g on observe des fibres centronuclées signant une
nécrose suivie de régénération. Le vecteur AAV6-RRNs/mIgG1 induit donc une réponse
infammatoire dose dépendante. Les colorations MBS musclesndx injectés sont en
revanche moins informatives dans la mesure ot ihgsossible de distinguer l'inflammation
induite par le vecteur du contexte inflammatoirghpbgique (non montre).

Aucune présence de cellule CD8 positive n'est déte@ la dose de 280g d’AAV6-
hTNFR-Is/mIgG1 chez les souris Blfig( 91C). De la méme maniere, aucune cellule CD8
positive n'est trouvée chez les souris B1omikinjectées avec 2.2@g d’AAV6-mSeAP ou
d’AAV6-mTNFR-Is/mlgG1l (non montré). Les photograghE, F et H de lafigure 91
montrent des cellules exprimant le transgene (egapentourées de cellules CD8 positives
(en vert). Le nombre de cellules CD8+ augmente dv@ose de vecteur chez la souris B10
(comparerE et F). Chez la sourisndxon trouve moins de cellules transduites (complrer
marquage rouge ent@/H et D/E). Chez la souris B10, la photograpFidllustre la lyse de
cellules exprimant le hTNFR-Is/mIgG1 par une régotygotoxique corrélée a une infiltration
de cellules CD8+ ; ce qui explique le profil d’eepsion inférieur a la dose de 1:10g
comparé a la dose de 2°4@ vu précédemment chez les souris B10 dafiguse 86 p151.

Il a été rapporté qu’il existe un niveau basal eldutes CD8+ équivalent entre un muscle sain
et le musclandx[263]. Cependant, nous observons une infiltraG@B8+ supérieure chez le
musclemdxexprimant le transgéne immunogéne hTNFR-Is/migGL1.

L’ensemble de ces données démontre une réponséatellcytotoxique conduisant a la perte
de fibres musculaires transduites au cours du tefaps le cas du transgene immunogéne
hTNFR-Is/migG1. Etant donné que des fibres tranedusont toujours visibles a J35 alors
gue la concentration plasmatique de hTNFR-Is/mIgSt nulle, cela signifie que la forte
réponse humorale concomitante est capable d’inloilbeplétement la sécrétion.
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e) Dissémination du vecteur AAV6 aprés une injectionntramusculaire
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Figure 92 — Dissémination du vecteur injecté dang Imuscle dystrophique.
Les génomes viraux présents dans le foie des sBlifisstmdxinjectées en IM avec les AAV6- h et
mTNFR-Is/migG1 ont été dosés par QPCR. Pour la 2d<® vg n=6 souris par groupe, pour la dose
1.10° vg n=3 par groupe. La ligne noire correspond aiil sie détection de la QPCR (sensibilité de
un génome viral pour 25000 noyaux). Les résultatstebt statistique comparant les moyennes
obtenues chez les souris B10 ratx a la méme dose de vecteur sont indiqués au-dessus
I'histogramme.

Les foies des souris injectées par les AAV6- h &INFR-Is/migGl en IM ont été
systématiqguement prélevés au sacrifice a J35 @apsotocole précédent. Cet organe a été
choisi pour sa capacité a capter une grande phrtidAV circulant dans le sang. Ainsi nous
avons analysé par QPCR la présence de génomes diaag le foie afin de déterminer si le
musclemdxinjecté est plus « perméable » au vecteur queukcka sain. On constate dans la
figure 92 que le vecteur passe dans le sang aprés une BMLfevg dans le muscle sain car
nous observons une faible quantité de génomesxvirguroche du seuil de détection (ligne
noire) — dans le foie. La méme dose injectée dansidscle des sourimdx conduit & un
passage supérieur dans le sang comme lindiquedatii¢ significativement supérieure de
génomes viraux dosés dans le foie. Cette tendast@ussi observée entre souris Bléndk

a la dose supérieure de 1"@g injecté en IM. Le muscle dystrophique est dphes

« perméable » au vecteur AAV que le muscle saiml@nomene peut également participer a
la transduction inférieure du muscle dystrophique.
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f) Activité biologique du mTNFR-Is/migG1 produit par e vecteur AAV6

190 Figure 93 — Activité biologique du

MTNFR-1s/mIgG1 produit par
transduction in vitro.

L’activité biologique des variants du
récepteur soluble du TNF est évaluée
par leur capacité a inhiber la toxicité
induite par le TNF murin sur la lignée
cellulaire  L929. Cette expérience
compare lactivité biologique de
milieux conditionnés provenant de la
transfection de cellules MRC5-Via
vitro par différents vecteurs. Les
—*~ hTNFRAs/mlgG1 (pVAX2) mTNFIg-Is/mIgGl provenant de la

WMTNFEASIMIGET (AANG) [ transfection des plasmides pVAX2,
—¢— mTNFR-Is/migG1 (pVAX2) pGG2 ou de la transduction par le
‘ MTNFR-Is/mlgG1 (pGG2) vecteur AAV6 sont comparés au
Fmm—— hTNFR-Is/migG1 provenant de la
transfection du plasmide pVAX2.
Chaque échantillon est testé en

; ‘ ! ! ‘ triplicat.
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Nous avons démontré précédemment la fonctionndéitda protéine transgénique présente
dans les plasmas des sounwdx électrotransférées par le pVAX2-mTNFR-Is/migGLl.
Cependant, nous avions également obtenu un rétbhanant montrant que la protéine
produitein vitro est moins efficace que le hTNFR-Is/mIgG1l. Avantpdsser a I'évaluation
du potentiel thérapeutique du vecteur, nous avomg desté la fonctionnalité de la protéine
transgénique produite a partir du lot d’AAV6 quiaaitilisé. Des cellules MRC5-V2 de
faible passage ont donc été transduites avec 'AAMBNFR-Is/migG1, puis nous avons
évalué la capacité du milieu conditionné récoliéhibiter le TNF.

La figure 93 dissipe tout doute en montrant bien que la pretéiansgénique de ce milieu
conditionné (en orange) est aussi efficace queTHHAR-Is/mIgG1 (en bleu). Les milieux
conditionnés des transfections de pVAX2- et pGGNRR-Is/mIgG1 produits le méme jour
montrent toujours une efficacité inférieure (cowrlverte et rouge), ce qui confirme que le
résultat obtenu plus tét n'était pas di a une eregpérimentale, mais qu’il y a bien eu un
souci lors de la production du mTNFR-Is/mig{alvitro aprés transfection non virale.
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2. Evaluation du potentiel thérapeutique du transfertde géne mTNFR-Is/migG1 chez
la sourismdx

Le travail présenté jusqu’ici valide la possibilii@ faire sécréter la protéine transgénique
MTNFR-Is/migG1l par le muscle de la sounglx accompagnée ou non d'une réponse
immune humorale selon la vectorisation et la ddssis@e. Le potentiel thérapeutique du
transfert du transgene mTNFR-Is/mIgG1 est évalugpres chez la sourmmdx a différents
stades de la maladie.

2.1.Protocole d’électrotransfert

a) Protocole

L’électrotransfert de 25 pg de pVAX2-mTNFR-Is/mig@lmontré la possibilité de faire
sécréter une protéine chimérigue mMTNFR-Is/migGXtionnelle par le muscle de maniere
stable durant au moins 35 jours. Cette sécrétibace®@mpagnée d’une réponse humorale non
neutralisante, et au dela de J35 on observe uneisEence lente du niveau circulant de
MTNFR-Is/migG1l. Nous avons reproduit cette expéaeavec cette fois pour but d’analyser
un éventuel effet thérapeutique local dans le nauisgbcté, ou encore un effet systémique sur
des muscles distants. Rappelons le rationnel ddidation de cet anti-TNF contre la
pathologie dystrophique : le TNF est surexprimé sdéa muscle dystrophique, et cette
cytokine pro-inflammatoire potentialise linfiltian et I'activation de cellules immunes qui
participent a Il'atteinte cellulaire initiant la raalie [371-373]. L’hypothése est donc que
linhibition du TNF permettrait aux atteintes mimes des membranes des fibres
dystrophigques abimées d’'étre réparées par « pgtehpiutdét que de se nécroser du fait du
cumul des dommages membranaires.

sacrifice
etude mécanique in vitro
prélévement muscles

test d’agrippement test d'agrippement
ET. test d'agrippement test d’échappement
T sans exercice " course 2 x par semaine
J-17J0 J7 J14 J21 J28 J35 J42 J49
¢ & é é & é b é
6 sem 8 sem 13 sem

Figure 94 — Protocole d’évaluation fonctionnelle déa sourismdx électrotransférée avec le
plasmide pVAX2-mTNFR-Is/migG1.
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Le protocole d’étude présenté dandidmre 94 consiste en la transfection du TAG de deux
groupes de sourimdxmales. Le premier groupe est électrotransféré aggeg de plasmide
pVAX2-mTNFR-Is/migG1 (35 pul), et sera qualifié plar suite de groupe « traité » (n=14
souris). Le second groupe qualifié de « placebst>également électrotransféré avec un
volume identique de solution physiologique dan§A& (n=9). Les sourisndxsont agées de

6 semaines au moment de I'électrotransfert, et sBeagions le traitement sur une période de
7 semaines, les souris sont donc sacrifiées a tage3 semaines. La littérature rapporte que
le pic de nécrose initial est terminé a 6 semaimegs que par la suite les cycles de nécrose et
de régénération sont encore actifs et diminuengnessivement jusqu’a se stabiliser a un
faible niveau aux alentours de 12 semaines [156&$. dignes cliniques et histologiques sont
alors faibles, de plus le déficit de force est tégeez la sourisndx Nous avons donc soumis
les sourismdxa un protocole de course sur tapis roulant 2 semaapres I'électrotransfert,
alors que le niveau de mTNFR-Is/migG1 sanguin egil&se de stabilisation aprés le pic de
seécrétion. Cette course de 30 minutes a la vitdesE2 metres par minute est imposée aux
souris 2 fois par semaine jusqu’'a la fin du protecet a pour but d’augmenter les signes
cliniques de la pathologie. L’évaluation fonctiotieelu traitement correspond a une mesure
de la force développée lors de trois tests d’agrnpgnts : avant le traitement (J-1), avant le
début du protocole de course et le jour du saerifies animaux. Chaque souris est pesée et
prélevée en sang une fois par semaine afin de srefas niveaux circulants de protéine
transgénique, de créatine kinase musculaire, guesia réponse humorale. Dans la deuxieme
partie du protocole le sang est systématiquemee\a 24 heures aprés la course. La veille
du sacrifice les souris sont injectées avec du leans. Le jour du sacrifice la force
développée par les souris est a nouveau évaluéaurpaest d’agrippement, et un test
d’échappement, puis un dernier prélevement de ssingffectué et des muscles d’intérét sont
prélevés. Les paramétres mécaniques sont évialwdiso sur trois muscles prélevés : TEDL
(Extensor Digitorum Longus), le soléaire et le tiggme. Les muscles injectés (TAG) et
controlatéraux (TAD) ainsi que le gastrocnemiu&DIL, le soléaire, le triceps et le
diaphragme sont congelés pour analyse histologlaasemble des procédures d’évaluation
de la forcen vivo etin vitro est détaillé page 198.

| o~ traité :
~e—placebo| N e

gain de masse (g)

o [\ ST - N < 1] [ N =]
|

7 14 21 28 35 42 49
jours post électrotransfert

Figure 95 — Gain de masse au cours du protocole dauation fonctionnelle.
Moyennes des gains relatifs aux masses mesur@efiraite : n=14 ; placebo : n=9).
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La figure 95 montre que le gain de masse est comparable englipe traité et le groupe
placebo au cours du protocole, ce qui suggéredtnité du traitement.

b) Expression du transgéne et du TNF au cours du protmle

A) 300 RS B ——— - B)
/ : ! == placebo
= 250 = o ; . B =
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Oy 200 ~pe-mmsmemn Sl N =]
= / —— i i3
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Figure 96 — Expression du mTNFR-Is et réponse humate chez les sourisndx
électrotransférées avec le plasmide pVAX2-mTNFR-I1gilgG1.

Chaque courbe correspond a une saudg male du protocole d'évaluation fonctionnel prééefans
la figure 22 A) Cinétique de sécrétion de mMTNFR-Is/mlgG1l dansatgsles souris traitées (en vert)
et placebo (en rougeB) Sécrétion endogéne moyenne de mTNFR-Is chez lgpgrplaceboC)
Analyse semi-quantitative par ELISA des IgG antiM#R-Is dans les plasmas (dilution 1/81D).
Immunomarquage du mTNFR-Is dans les muscles igjettdis photographies de TAG représentatifs
des souris traitées sont classées par niveauxcdétisd de mTNFR-Is/migG1 de + a +++. Le TAG 0
correspond & une souris contréle du groupe pladgdroe d’échelle : 1 mm.
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Dans le groupe des souris traitées on retrouverofil pe sécrétion du mTNFR-Is/migG1
comparable a I'expérience test que nous avionségasur 3 sourimdx En effet, trois sous
groupes se détachent danfidaire 96A:

- 3 souris sur 14 ont un fort pic de sécrétion.

- 3 souris sur 14 ont une sécrétion faible qui rejéenniveau endogéne au cours du
temps.

- La majorité des souris traitées (8/14) a une sécréux alentours de 50 ng/ml. A
noter que la sécrétion baisse entre J21 et J28 deaemonter.

La figure 96B présente les courbes de sécrétion du mTNFR-Isgém#odes souris placebo a
une échelle plus adaptée. On constate une augmentaiogressive de la concentration
plasmatigue de mMTNFR-Is entre I'age de 6 et 13 s®na Cette variation pourrait étre
attribuée a premiere vue au protocole de coursee@ant, nous avons constaté une hausse
similaire au méme age chez des soméx n'ayant pas couru (dfg 84 p151). Ce profil de
sécrétion chez le groupe placebo est donc normal.

L'expression de mTNFR-Is dans le muscle injecté G A été évaluée par immunomarquage
en fin de protocole & J4Y%ig. 96D). Aucune expression n'est visible dans les fibres
musculaires des muscles contréle du groupe pla@bd@ans le groupe traité on trouve une
corrélation entre le niveau de sécrétion et I'egpian dans le TAG (+ a +++). Dans le groupe
traité les fibres transfectées sont réparties ttautde muscle, et comme attendu elle sont bien
plus nombreuses 7 semaines apres l'injection gsieglelques fibres positives que nous
avions vues dans le protocole test plus de 6 nmésd’électrotransfert (dfg. 82 p146).

Enfin, l'analyse des IgG anti mMTNFR-Is dans figure 96C confirme [lapparition
systématique d’'une réponse humorale chez les stwdsoupe traité.

La sécrétion de mTNFR-Is/mIigG1 et la réponse hulearancomitante sont présentées au
cas par cas dansfigure 97 suivante.
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Figure 97 — Détail de la réponse humorale chez 6@ du protocole d’électrotransfert.
Les données de sécrétion de la protéine transggeigia réponse IgG defigure 24 sont présentées
ici individuellement A) Chez une souris du groupe placeBpaF) Chez des souris traitées.

Aucune réponse immune n’est visible chez les sodumisgroupe placebofig. 97A). En
revanche, on voit bien dans nos 5 exempea F) la relation directe entre la sécrétion de la
protéine transgénique en orange et I'apparition seraaine aprés de la réponse anticorps en
bleu. La souridBB est représentative des 3 souris du groupe a $@dettion, chez qui I'on
observe une réponse humorale faible et transitb@&es.sourisC et D font parties du groupe
majoritaire, chez qui on observe une sécrétion mogebaissant avec l'apparition d’'une
réponse immune d’intensité variable, puis remonginse stabilisant avec la baisse des
anticorps a partir de J21. Enfin, les soli®t F correspondent a 2 des 3 souris du groupe
traité ayant une faible sécrétion rejoignant leeaiv du récepteur endogéne parallélement a
une forte réponse immune. L'intensité de la répomseune semble donc d’autant plus faible
gue la sécrétion de protéine transgénique circellast forte, et on observe dans la majorité
des cas une réponse immune qui faiblit et la reé®mtu niveau sanguin de protéine
transgénique. Ces deux points suggeérent l'inductiome tolérance vis-a-vis du mTNFR-
Is/mIgG1 lors de ce protocole.
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Figure 98 — Dosage du mTNFR-Is et du TNF dans le raale injecté et son controlatéral.
Le mTNFR-Is et le TNF ont été dosés par ELISA diesslysats de TAG et de TAD prélevés au
sacrifice a J49A) Valeurs moyennes de mTNFR-Is dans le muscle éteatisféré (TAG) et dans son
controlatéral TADB) Valeurs moyennes de mTNF.

mTNF (pg/mg protéine)

mTNFR-Is (pg/mg protéine)

Le mTNFR-Is et le TNF ont également été dosés #aBAG électrotransféré et dans le
muscle controlatéral TAD servant de contrble. figure 98A montre des niveaux
comparables de mTNFR-Is a J49 dans le TAG et le @ABsouris placebo. Ce niveau basal
correspond certainement a la population de cellolesonuclées infiltrantes que nous avons
vue précédemment par immunomarquage chez la sodisOn trouve comme attendu une
surexpression du mTNFR-Is dans le TAG des souaiéts, du fait de I'expression du
transgene MTNFR-Is/migG1l. Et on observe égalemanhiveau de mMTNFR-Is supérieur
dans le TAD des souris traitées comparé aux splaebo, ce qui signifie que le mMTNFR-
Is/migG1 circulant est capable de pénétrer dansndescles distants du TAG sécréteur.
Cependant, le niveau dosé dans le TAD de la méjdds souris traitées est proche du niveau
endogene, et seules 2 souris sur les 14 traitégsipant a cette moyenne élevée (d’'ou le
grand écart type). Etonnamment le niveau de mTNFHRsé dans le TAD de ces 2 souris en
particulier est bien supérieur a celui trouvé des muscle sécréteur TAG. Cela pourrait
signifier que la demi-vie du transgéne dans leutisgisculaire est supérieure a celle de la
protéine dans le sang.

Au contraire du dosage plasmatique, il est posgielaelétecter le TNF dans le muscle par
ELISA. La figure 98B montre que le TNF est présent en quantité comfmmddns les
muscles tibials antérieurs, que ces muscles exptiowenon le transgéne.

Nous avons montré plus tét que le niveau de TNF darsang des sounisdx en condition
normale est en dessous du seuil de détection pE&BAEIEt il est connu que I'exercice peut
induire une augmentation du TNF circulant chez ndividu sain. Nous nous sommes
demandés si le protocole de course pouvait indaisgcrétion chronique de cette cytokine
chez les sourimndx Un dosage ELISA du TNF a donc été réalisé suplasmas prélevés
avant et apres le protocole de courses chez 3ssplacebo et chez 3 souris traitées. Aucun
TNF n’a été détecté dans les échantillons. Ce mgmife que le niveau de cette cytokine
inflammatoire n'est pas supérieur 24 heures apnescourse sur tapis roulant chez la souris
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mdx Si la sécrétion de TNF est bien induite par larse chez la sourimdx alors cela reste
une réponse précoce de l'inflammation qui est te@émiapres quelques heures.

c) Evaluation fonctionnelle

Les forces globales (4 pattes) et partielles (pait@érieures) ont été suivies sur 2 périodes,
avant et aprés le protocole de course, par conguaraies mesures réalisées a J-1, J14 et J49
lors des tests d’agrippement.

0+ e i
M traité

H placebo| -

20

10 - B

variation de force (mN/g)

force globale (4 pattes) force partielle (pattes avant)

Figure 99 — Variation de la force mesurée lors ddests d’agrippement.
Trois tests d’agrippements mesurant la force dgmtes ou uniqguement des pattes avant ont été
réalisés chez les sournsdxtraitées et placebo a J-1, J14 et J49. Ces mesonesormalisées par la
masse de I'animal au jour donné, puis la variatienforce moyenne est calculé entre différentes
périodes : sur l'intégralité du protocole de J-148, et de J-1 a J14 et de J14 & J49. Un astérfsgu
est indiqué quand la variation moyenne de forcesigsiificativement différente entre le groupe #ait
et le groupe placebo (p<0,05).

Si I'on considére le protocole dans son ensemble {1149) on observe que la force globale
des animaux augmente, alors que la force des attéseures baisséd. 99). Sur la période

de deux semaines sans course suivant I'électréeérand-1 a J14) on ne constate aucune
différence significative entre la force globalegtoupe traité et du groupe placebo. De méme,
le gain de force globale est comparable dans lai€ee période comprenant le protocole de
course sur tapis roulant (entre J14 et J49). Emnche, on observe une différence
significative de la variation de la force d’'agrippent des pattes antérieures entre groupe
traité et placebo durant les 2 premiéres semaidesl{l a J14). En effet, les soumniglx
traitées par I'électrotransfert de pVAX2-mTNFR-1$g@1 ne perdent pas de force des pattes
antérieures sur cette période (en moyenne), aloescigst le cas dans le groupe placebo.
Aucune différence significative n’est par la suittnstatée entre le groupe traité et le groupe
placebo sur la période de J14 a J49. L'effet ptetecdu traitement sur la force des pattes
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antérieures les 2 premiéres semaines est intétasmales muscles impliqués sont distants du
muscle injecté situé dans la patte arriere gauche.

Un test d’échappement (méthode p198) a égaleméntaélisé a J49, mais il n'a pas montré
de différence significative entre la force meswhkez les souris traitées (0,09 + 0,02 N/g) et
celle du groupe placebo (0,10 + 0,01 N/g). Cettesuree de la force globale des souris
confirme les résultats trouvés lors du test d’'gmgipent des 4 pattes.

. contraction
secousse tétanos .
excentrique
PON PON pente % de chute
(mN/mm?) A (mN/mm2) | (mN/ms) E ) de force
traité 46,40 £ 24,40 25,84 + 142,15 + 9,33+ 44,00 £ -38,37
10,24 4,58 4,65 19,86 2,33 5,26 11,28
EDL lacebo 43,50 + 25,00 = 28,13 + 133,72 + 7,44 + 44,00 £ -43,32
P 16,14 3,86 5,68 43,34 3,20 5,01 13,74
p-value 0,4849 0,6668 0,1672 0,4018| 0,0348 1,0000 0,2207
traité 10,02 + 49,36 + 66,55 + 71,66 0,81 + 97,00 =
5,70 11,37 19,91 29,73 0,39 18,63
Sol lacebo 9,66 + 46,71 + 59,57 + 67,25 + 0,81 + 97,00 +
P 4,76 9,79 17,30 33,36 0,48 14,22
p-value 0,8447 0,4776 0,2893 0,6752 0,979 1,000
traité 19,97 + 51,08 + 66,46 + 65,23 + 0,90 + 75,38 + -27,51 +
8,80 6,20 18,26 22,89 0,38 10,31 9,77
Dia lacebo 15,97 + 49,11 + 63,11 + 58,15 + 0,58 + 72,89 + -26,85 +
P 5,41 4,14 14,11 18,98 0,23 12,93 17,53
p-value 0,2406 0,4167 0,6490 0,4548| 0,0358 0,6200 0,9125

Tableau 4 — Paramétres mécaniques des muscles.
Les paramétres mécaniques des muscles EDL (Ext@&igdorum Longus), soléaires (Sol) et du
diaphragme (Dia) des souriadx du protocole d’évaluation fonctionnelle de I'ékettansfert du
pVAX2-mTNFR-Is/migG1 ont été évaluém vitro (méthodes p200). Les données présentées
correspondent aux moyennes de muscles gauchesitstdhns le cas de 'EDL et du Sol. La p-value
du test de Student comparant la moyenne du groajié & celle du groupe placebo est indiquée sous
les valeurs correspondantes ; les différencesfiigtives sont surlignées en jaune (p<0,05).

Le jour du sacrifice divers paramétres mécanigueasétd évalué vitro sur les muscles
EDL (Extensor Digitorum Longus), soléaires (Sol),sar le diaphragme. Ces résultats sont
présentés dans kableau 4 Les contractions excentriques sont particuliergnugléteres
pour le muscle dystrophique. La chute de force miésechez les sourisidx du groupe
placebo durant les contractions excentriques ast dopérieure a 20 % (valeur maximale que
peut atteindre un muscle sain de souris B10). Gigpgnaucune amélioration n’est observée
sur ce parameétre dans le groupe de souris traltéda.est attendu car l'inhibiteur du TNF ne
corrige pas l'atteinte membranaire conséquental@sénce de dystrophine. Les valeurs de
force maximale isométrique PO N mesurées lors dsemusse ou d'un tétanos ne sont pas
non plus améliorées par le traitement. Le seulmate significativement amélioré chez le
groupemdx traité est la pente obtenue chez 'EDL et le diapme lors d’'un tétanos. Le
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traitement améliore donc la vitesse de contractien’'EDL et du diaphragme lors d’'une
contraction tétanique.

Une analyse plus précise a également été effeetngeenant en compte uniquement les 3
souris sur 14 ayant les plus fortes sécrétiongsahsgene mTNFR-Is/mlgG1 parmi le groupe
traité. On retrouve chez ces 3 souris une pentegfisgtivement supérieure a celle du groupe
placebo dans le diaphragme et 'EDL lors de la gkation tétanique (non montré). De plus,
la phase de contraction est significativement tédigrs d’une secousse musculaire dans
'EDL de ces 3 souris: TC de 21,60 £ 2,19 vs 25403,86 ms dans le groupe placebo
(p=0,0408). La tension musculaire moyenne que &Ephdagme de ces 3 souris peut
développer lors d’'une stimulation isométrique (sese) est également supérieure : PO N de
26,43 + 6,51 vs 15,97 + 5,41 mN/rhidans le groupe placebo (p=0,0195). En revanche, le
pourcentage de chute de force lors de contracganentriques n’est toujours pas amélioré
chez ces 3 souris.

En conclusion, le temps de réponse de 'EDL etidpldagme est amélioré dans le groupe de
sourismdxtraité, et la fonction musculaire du diaphragmedésutant plus améliorée que le
niveau de mTNFR-Is/migG1 sécrété est important.

d) Evaluation de l'atteinte membranaire et histologiedu muscle dystrophique

L’atteinte membranaire du muscle dystrophique a é@#luée chez les souris traitées et
placebo en dosant la créatine kinase musculainegiete dans le sang, et également au niveau
histologique en évaluant I'entrée du bleu Evansdes fibres musculaires.
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Figure 100 — Créatine kinase plasmatique.
A) Courbes moyennes du groupe traité (n=14) et dwpgrgplacebo (n=9)B) Chaque courbe
correspond & une souris, avec en vert les soaiiéds et en rouge les souris placebo. Le groaté tr
a été divisé et 2 sous groupes de 7 souris enidondt niveau de CK détecté a J14 (fleche). Les
courbes des 3 souris traitées présentant les @itesfsécrétions de mTNFR-Is/mIgG1 sont tracées en
bleu. Toutes les courbes des souris placebo séséprées dans le graphique de droite en rouge.

La créatine kinase (CK) circulante est un indicatée I'état musculaire global, elle rend
compte de la perméabilité de la membrane des filmesculaires dystrophiques. [figure
100A présente le dosage de la CK plasmatique chezolesssau cours du protocole. On
trouve un niveau de base moyen élevé de 5000 ULKdehez la sourimmdxa JO, puis 3 pics
sont observés a J14, J28 et J49. La premiere awgtio@nbrusque a J14 correspond a la
nécrose de fibres musculaires 24 heures aprésdmdeest d’agrippement. Le second pic de
CK a lieu 2 semaines apreés linitiation du protecde course sur tapis roulant. Enfin, on
observe une forte augmentation de la CK circulanid9 dans I'heure suivant la série finale
d’exercices que sont les tests d’agrippement ethdi@gpement. L'intensité des pics de CK 24
heures apres les exercices d’agrippement a J149et(8 une surprise, d’autant qu’aucune
augmentation de cet ordre n’est visible 24 heupgésale premier test d’agrippement a J-1.
Méme si ce test de force constitue en soi un eseeuinysique, nous nous attendions plutét a
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voir une augmentation marquée durant le protocelealirse, mais la course a provoqué une
augmentation de la CK plus progressive et modé&gékon considére le protocole dans son
ensemble, la courbe moyenne du groupe traité (ef) &st superposée a celle du groupe
placebo (en rouge), et aucune différence statstigant significative n’est trouvée aux
différents tempsfig. 100A). Ce qui signifierait que la sécrétion de mTNFRrlgG1l ne
confere pas ici d'avantage sélectif aux fibres rolaes dystrophiques lors d’'une activité
normale ou face a un exercice physique.

Cependant lanalyse détaillée du groupe traité mooh profil intéressant a J14 chez la
moitié des souris. En effet, on constate dansdehjgue de gauche defigure 1008 que la
moitié des souris du groupe traité ne présente dmsgmentation de CK apres le test
d’agrippement a J14 (fleche). Parmi ce sous groapegtrouve les 3 souris ayant les plus
forts niveaux de sécrétion du transgene (courbesieb). Ce constat est d'autant plus
intéressant que ces 3 souris présentent un prisfdi@érent, avec un pic a J7, puis un niveau
pathologique normal de CK durant toute la suitgpohtocole, sans que I'exercice de course
sur tapis n’induise d’augmentation. Le pic a J7iea ldurant la phase du protocole sans
exercice physique impose, il pourrait donc corresipe a une activité spontanée accrue chez
ces souris. Il n'est pas non plus exclu que ceapi@ reflete une réponse cytotoxique contre
les fibres transfectées du TAG.

Le profil de ce sous groupe de souris traitéegiffortement de I'autre moitié du groupe de
souris traitées (graphique du milieu), ainsi quetalges les souris placebo (graphique de
droite), chez qui la CK augmente fortement a Jbir (fleches), puis durant le protocole de
course. Le traitement protége donc une partie desssde la nécrose induite dans le muscle
dystrophique lors de I'exercice physique.
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Figure 101 — Perméabilité du diaphragme au bleu Eves.
A) Ce graphique présente l'indice de perméabilitedidgphragme des souris du protocole. Les trois
groupes de sécrétion sont présentés en absciesea @. 0 correspondant aux souris placebo, & 1 a
correspondant aux groupes ayant une sécrétion deFRIs/mIgGl faible, moyenne et forte
respectivement. L’indice de perméabilité a étérdgfar analyse morphométrique du nombre de fibres
positives pour le bleu Evans par unité de surfaceidphragme ; cet indice est sans grandeur et est
présenté en % relativement au diaphragme le ptesafixé a 100 % (le diaphragme présentant le
plus grand nombre de fibres positives par unitéutéace)B) et C) Photographies de microscopie en
fluorescence révélant le bleu Evans en rouge demealipes transversales de diaphragmes faiblement
et fortement perméables. Le contour du diaphragihdéimité en blanc.

L’état général des muscles et l'atteinte membranaimt également été évalués au niveau
histologique par coloration HPS et par révélatiom ld fluorescence du bleu Evans
respectivement. En effet, les souris ont recu ojeetion de bleu Evans la veille du sacrifice.
Cette molécule se lie a I'albumine dans le sanglletpénetre dans les fibres musculaires
dont la membrane est perméable. En microscopiacaeficence il est possible de I'exciter
pour produire une fluorescence rouge permettanisimliser les fibres musculaires abimées
ou nécrosées. Suite aux résultats d'évaluationtifomeelle in vitro nous avons décidé
d’analyser la fluorescence du bleu Evans dansaleghdagme de toutes les souris du protocole.
Une analyse morphométrique comptant le nombreldedfipositives pour le bleu Evans par
unité de surface du diaphragme a donc été réglséeclasser les difféerents diaphragmes par
indice de permeéabilitdi¢. 101). Dans lafigure 101Aon constate une grande variabilité de la
permeéabilité des diaphragmeslx vis-a-vis du bleu Evans. La majorité des diaphregates
souris traitées (8/14) posséde un indice de perilitéahférieur a 20 %, alors que seules 2
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souris placebo sur 9 sont sous ce seuil. Cependantlyse statistique de la
perméabilité moyenne n'a pas réveélé de différengeifgcative entre le groupe traité et le
groupe placebo (43 + 30 % vs 30 + 32 % dans leggaraité ; p=0,1794).

De plus, il ne semble pas y avoir de corrélatiotreeta perméabilité de la membrane des
fibores musculaires du diaphragme au bleu Evans atileau de sécrétion du mTNFR-
Is/migGL1 (voir abscisse dey. 101A). Lafigure 101Bet C présente deux cas rencontrés : les
diaphragmes les moins perméables au bleu Evanquetdques fibres positives éparség.(
101B), alors que l'on trouve des fibres positives g par paquets dans les diaphragmes
les plus atteintsfig. 1010. L'analyse de coupes sériées colorées par HPSmmenque la
majorité des fibres positives perméables au bleanEwnt un caractére nécrotique (non
montre).

Divers muscles ont été évalués en plus du diaplgagmies muscles de la patte
postérieure (tibials antérieurs, Gastrocnémius, Binsi que le triceps de la patte antérieure.
La coloration HPS et la fluorescence du bleu Evamisrévélé une tres forte hétérogénéité
d’atteinte au sein du groupe traité et du groupegilo. Ces fortes variations d'un muscle
squelettique a l'autre et d'un groupe a l'autremt’@as permis de conclure au niveau
histologique.

En conclusion, nous avons montré le potentiel geutique de I'électrotransfert du plasmide
pVAX2-mTNFR-Is/migG1 chez la sourmmdxadulte a travers I'amélioration fonctionnelle de
lactivité de certains muscles comprenant le diagphme. En revanche, la sécrétion de
MTNFR-Is/migG1l dans le sang des souris ne permetdf@anéliorer la qualité des fibres
musculaires. En effet, le muscle reste aussi stibt&aux contractions excentriques, ce qui
indigue comme attendu que la stratégie anti-TNFcowrige pas l'atteinte membranaire.
Cependant, des tendances positives sont obsertiéeslas souris traitées au niveau de la
perméabilité membranaire. De fait, la sécrétionndENFR-Is/migG1l ne diminue pas le
niveau pathologique de créatine kinase (CK) darsaitey, mais elle empéche 'augmentation
de la concentration de CK circulante induite loexdrcices physiques, particulierement dans
le cas ou il y a production élevée de mTNR-Is/mig&les observations renforcent
'hypothése selon laquelle les anti-TNF favorisdmtréparation membranaire des fibres
atteintes au détriment de la nécrose.

2.2.Protocole utilisant TAAV6-mTNFR-1s/migG1

a) Pic de nécrose de la sourismdx

Au-dela d'un effet bénéfique en phase symptomatidquserait intéressant de voir si la
thérapie génique anti-TNF peut améliorer le phémotglystrophique en intervenant avant
'apparition des signes cliniques. En effet, nousres abordé dans I'introduction le fait que le
TNF pourrait étre impliqué dans linitiation de pathologie dystrophique. Miranda Grounds
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et coll. ont par exemple montré la possibilité d&diorer légerement le profil histologique du
muscle des sourimdx en administrant diverses protéothérapies anti BM&nt le pic de
nécrose (Remicade, Etanercept, anticorps anti-T886-388].

L'’AAV6-mTNFR-Is/migG1 est tout indiqué pour cett@moche chez la sourimdx avant
l'initiation du pic de nécrose. En effet, les étedes dont nous disposons pour effectuer
I'électrotransfert ne sont pas adaptées aux menmdeda souris de moins de 15 grammes.
Alors que le vecteur AAV6 peut étre administré & d®uris nouveaux-nés par simple
injection intramusculaire. De plus, nous avons m®nohez la souri;mdxadulte que 'AAV6-
MTNFR-Is/migG1l permet une expression plus élevémilRFR-Is/migGl dans le sang que
I'électrotransfert.

Miranda Grounds constate l'initiation du pic de mée dans le muscle tibial antérieur de la
souris mdx précisément a 19 jours [386]. Et Hofman et caitliquent que la majorité du
muscle semble subir au moins un cycle de nécrdse 2ret 3 semaines post partum [156].
Certaines variations existant d’une colomeéxa l'autre, nous avons tout d’abord vérifié la
cinétique d’apparition du pic initial de nécrosezhes sourisndxde notre colonie. Pour cela
nous avons effectué divers prélevements de sang adgeunes souriidx ou B10 non
sevrées agées de 16 a 29 jours. Un groupe de sadxia également été sacrifié a ces ages
pour vérifier le profil histologique du TA par coé&dion HPS.

16 000

= 12000

=

< 8000
4000

0

age des souris (jours)

Figure 102 — Créatine kinase plasmatique chez lesynes sourigndx.
Chaque courbe correspond au dosage de la créatmgekdans le sang d’'une souris prélevée a l'age
de 18, 22, 26 et 29 jours. Les courbes bleuesdemsourisndxmales (bleu foncé) ou femelles (bleu
clair). Les courbes orange correspondent & dessd810 femelles.

La figure 102 présente le dosage de la créatine kinase (CKjnpldgue chez ces souris. Le
niveau de CK circulant est trés élevé chez lesgswsouriandx entre les ages de 18 et 26
jours (en bleu) comparé aux souris B10 (en orarnigels le niveau de CK baisse chez les
sourismdxaprés 26 jours, et on atteint a 29 jours une auraion proche de celle observée
chez les sourimmdxadultes (de I'ordre de 4 a 5000 U/L). Ces donmsdes en accord avec la
littérature rapportant 'augmentation du niveaucdéatine kinase de 10 fois entre 14 et 21
jours [323].
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18 jours 21 jours 25 jour 28 jours

Figure 103 — Coloration HPS du muscle tibial antégur chez les jeunes sourigidx.

La coloration HPS des tibials antérieurs (TA) préechez les sounmdxentre 18 et 28 jours
montre 'apparition progressive des signes histiglegs de la pathologie. A 'age de 18 jours
le TA est encore épargné. Entre 18 et 21 jourgtaase a commencé, des groupes de fibres
nécrosées sont infiltrés de monocytes et des éw@msrde phagocytose ont lieu. A 25 jours
la nécrose fait place a la régénération et on gbsge nombreux myoblastes, ainsi que les
premieres fibres centronuclées de petit calibréinEa 28 jours des événements de nécrose et
de régénération sont toujours en cours et on obs@gevnombreux territoires composés de
fibres musculaires centronuclées attestant desiéégidons précédentes.

La CK circulante et le profil histologique du TA mtoent donc bien que le pic de nécrose a
lieu dans notre coloniendx au cours de la '#*® semaine, avec les premiers signes
histologiques apparaissant vers 21 jours.

b) Traitement AAV6-mTNFR-Is/migG1 précédant le pic denécrose de la

souris mdx
naissance —> AAV6 (n=16) 5 5 6
N ——— PBS (n=15) 5 3 3
_ injection N N N N
.\ P4
age (jours) 0 3 7 18 21 25 28
s N

sacrifices (TAG + TAD)

Figure 104 — Protocole d’évaluation de I'injectiorintramusculaire ’AAV6-mTNFR-Is/migG1
chez des sourisndx nouveaux-nés.

Nous avons donc lancé un protocole visant & évdlapparition des signes histologiques
chez la sourisndx injectée avec 'AAV6-mTNFR-Is/migG1. Ce protocqleesenté dans la
figure 104 consiste en linjection de 3 pl d’AAV6-mTNFR-Is/gB1 (2,4.18 vg) dans le
TAG de sourigndxentre 3 et 7 jours post partum. Chaque portéeodessest divisée en 2
groupes injectés soit avec 'AAV6, soit pour lesis® contrdle avec 3 pl de PBS. Puis les
souris sont prélevées en sang a I'age de 18 jetits)e seconde fois le jour du sacrifice pour

- 176 -



Résultats

évaluer le niveau de sécrétion du mTNFR-Is/migGh. ddoupe contrdle de 5 souris est
sacrifié & 18 jours, et trois groupes comparantisdraitées (AAV6) et placebo (PBS) sont
sacrifiés a 21, 25 et 28 jours. Le TAG et le TADtssystématiguement prélevés au sacrifice
pour analyse histologique. Ce protocole mélangesdasismdx males et femelles car il est
impossible d’identifier le sexe du souriceau au reotde I'injection entre 3 et 7 jours.

A)

1000 -
800
600
400
200

0

MTNFR-Is (ng/ml)

B)

21 jours 25 jours 28 jours

Figure 105 — Expression du mTNFR-Is aprés une injéion intramusculaire d’AAV6-mTNFR-
Is/migG1 chez des sourisndx nouveaux-nés.
A) Cinétique de sécrétion du mTNFR-Is dans le sargy steirismdx injectées avec 2,4.10/g
d’AAV6-mTNFR-Is/mIigG1 dans le TAG a I'age de 3 dours. La courbe contrdle rouge correspond
aux sourismdx injectées avec le méme volume de PBS (3B))Immunomarquage du mTNFR-Is
dans les TAG injectés avec '’AAV6. Barre d’échelle mm.

L’expression du transgene obtenue chez I'ensengsdesdurisndxnouveaux-neés injectées est
indiquée dans léigure 105 (se référer aux chiffres au-dessus des jours ddfisa dans la
figure 104 pour connaitre le nombre de souris par groupeedl.dgu cours du protocole la
concentration de mMTNFR-Is/mIgG1 plasmatique augendfig. 105A), et dépasse méme le
plateau de sécrétion atteint chez les saudgadultes lors de l'injection IM de la dose proche
de 2.18 vg. Les anticorps contre la protéine transgénitjoat pas été analysés car aucune
réponse humorale n'avait été détectée a la dos@.H# vg chez les adultes. De plus,
'avantage d’injecter les souris aussi jeunes astlgur systéme immunitaire est immature.
Au niveau du muscle TAG injecté on constate unéefexpression du transgéne, et durant
cette premiére semaine de nécrose on n'observeeppsrte notable de fibres transduitfg. (
105B).
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Figure 106 — Aire pathologique dans le muscle dysiphique des souris nouveaux-nés du
protocole d'injection de 'AAV6-mTNFR-Is/migG1.

L’'analyse histologique des muscles injectés (TAt)amtrolatéraux (TAD) confirme chez le
groupe contrble sacrifié a 18 jours I'absence daose a cet age. L'analyse morphométrique
détaillée des signes cliniques entre 21 et 28 jelast averée difficile. Il a été constaté que
linfiltration inflammatoire est moindre dans le Tdes souris traitées (non montré). Mais il a
été impossible de mesurer indépendamment les a&esotiques, les aires d'infiltration
inflammatoire et de régénération au cours de lgnession pathologique dans le TA car les 3
phénoménes se chevauchent souvent. L'aire corrdappra I'ensemble de ces signes
histologiqgues que nous avons nommée ici « aire op@giue » a donc été mesurée
relativement a la surface compléete de la coupestesale de TA (méthode p214) ; le résultat
est présenté dansfigure 106 Aucune différence significative n'a été obsereétre le TAG
injecté avec du PBS et celui injecté avec 'AAV6-NHAR-IS/mIgG1l. De méme aucune
différence n’est visible dans le TAD controlatéizh manipulation des souris nouveaux-nés
est délicate, de plus la variabilité d'atteinte glénTA durant le pic de nécrose est grande. En
'absence de tendances positives chez les soaitgds, il a été décidé de ne pas poursuivre
ce protocole en incorporant de nouvelles sourigrétenpour compléter les groupes agés de
25 et 28 jours comme cela était initialement prévu.
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Le TNF est surexprimé chez les patients atteint$ad#ystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) [423]. Cette cytokine pro-inflammatoire potetise l'infiltration et I'activation de
cellules immunes qui participent a l'atteinte cklice initiant la maladie [371-373]. Des
protéothérapies anti-TNF telles que l'injection uligre d’Etanercept, un récepteur soluble
recombinant du TNF, permettent de réduire l'ateeimhusculaire chez la sourismdx
dystrophique [387]. Ce type de traitement ne cerpgs la fragilité du sarcolemme induite
par 'absence de dystrophine, mais il pourraitroia la progression de la faiblesse et de la
dégénération des muscles, et ainsi ameéliorer l#téude vie des patients en l'attente d'un
traitement curatif.

Nous avons évalué la capacité du muscle dystrophigeécréter dans le sang une protéine
transgénique chimérique fusionnant le récepteur TNF et la partie constante d’'une IgG1
(TNFR-1s/migG1) ; puis nous avons évalué le po&ntiérapeutique de cette approche chez
la sourismdx

Pathophysiologie relative au TNF chez la sourishdx :

Le TNF circulant dans le sang de la soundxn’est pas dosable par ELISA. En revanche, |l
est possible de mesurer le taux des récepteunslarits du TNF. Au cours de notre étude
nous avons montré que la concentration de récepteumdogene du TNF (MTNFR-Is)
augmente dans le sang des sommikk entre les ages de 6 et 10 semaines de 2,5 ng/tl a
ng/ml. Par la suite le niveau de mMTNFR-Is se seb@utour de 7 ng/ml jusqu’a 'age de 6
mois. De plus, le niveau de mTNFR-Is circulantsghificativement plus élevé chez la souris
dystrophiguendxadulte (10 semaines) comparé a la souris saing B&hg/ml vs 5 ng/ml).
Nous postulons donc dans le cas de la sondisque le récepteur soluble | du TNF est libéré
du muscle dystrophique de maniére compensatoifé de la progression de la maladie, ce
qui explique le niveau plasmatique élevé comparéieeau basal trouvé chez la souris saine
B10.

Expression de la protéine transgénigue hTNFR-Is/mIG1 par le muscle dystrophique :

L'électrotransfert du plasmide pVAX2-hTNFR-Is/migGiermet d’obtenir I'expression du
transgéne hTNFR-Is/migG1 dans le muscle sain (5&&0) et dans le muscle dystrophique
(sourismdy. Cependant, la présence de la protéine hTNFRIidS i sécrétée dans le sang
est transitoire et disparait entre 1 et 2 semaameés la transfection. En effet, la protéine
transgéniqgue hTNFR-Is/migG1l est immunogéne chez desris de fond génétique
C57BL/10ScSn (CMH d’haplotype H-2b), et la disparitde la protéine dans le sang est
corrélée a l'apparition d’'une réponse anticorps.
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Nous avons donc tenté de réduire la réponse imnnchete contre le transgene hTNFR-
Is/mligG1 en transfectant le muscle des souris &/ptasmide pCOR-hTNFR-Is/migG1 dont
le squelette plasmidique ne contient aucune séguemmunostimulatrice CpG
hypométhylée. Cependant, aucune ameélioration réacénstatée, ce qui indique que la
réponse immune contre le transgéne est indépendarntaractére inflammatoire du squelette
plasmidique utilisé.

Par la suite nous avons vectorisé la cassette sgipn du hTNFR-Is/migG1l dans un
vecteur AAV6-hTNFR-Is/migG1l. L’injection intramuseure de ce vecteur a permis
d’obtenir une sécrétion stable du hTNFR-Is/migG1I'dadre de 350 pg/ml chez les souris
saines, sans réponse immune humorale contre kegkaa. Ceci est possible quand le muscle
est faiblement transduit en utilisant une dose etgeur de 5.10vg, mais au-dela de cette
dose on observe une réponse immune humorale camdudsla disparition de la protéine
transgénique dans le sang. Nous avons égalemeantoetle muscle dystrophique est moins
bien transduit comparé au muscle des souris sab®®plus, la réponse immune contre le
transgene est plus intense chez la somdx comparé aux souris B10, et la sécrétion de
hTNFR-Is/mIgG1 est systématiquement transitoirezdaesourismdx Cette observation peut
étre expliquée par le contexte inflammatoire ducateudystrophique de la soursdxadulte,
chez qui I'on retrouve plus de cellules présertasrid’antigenes que dans un muscle sain
(macrophages résidants et cellules dendritiqués3][Enfin, I'analyse détaillée de la réponse
immune contre le hTNFR-Is/migG1 a montré une répaidlulaire cytotoxique s’installant
parallelement a la réponse humorale et participdatdestruction des fibres transduites.

Expression de la protéine transgéniqgue mTNFR-Is/mIG1 par le muscle dystrophique :

L'expression du transgéne hTNFR-Is/migG1l n’est dpas une approche envisageable pour
tester le potentiel thérapeutique d’'une thérapmquee anti-TNF chez la sounmdx Afin de
baisser 'immunogénicité de la protéine transgéaigaus avons produit une version murine
du récepteur soluble chimérique: MTNFR-Is/migGlexpression de cette protéine
chimérique murine chez la sourigdxs’est avérée peu immunogene. En effet, il estipless
d’obtenir une sécrétion stable du mMTNFR-Is/migGhsdke sang de la sounsdx suite a la
transfection du muscle dystrophique par électrafeah du plasmide pVAX2-mTNFR-
Is/migG1 ou par injection de 'AAV6-mTNFR-Is/mIigG1l. se produit toujours une réponse
humorale contre la protéine mTNFR-Is/mIgG1 lorsl'ééectrotransfert ou avec les fortes
doses de vecteur AAV. Mais cette réponse anticegbsrelativement plus faible que celle
rencontrée contre la protéine hTNFR-Is/migG1. Netégalement dans le cas de la protéine
MTNFR-Is/migG1l que les sécrétions obtenues peudeat jusqu’a 1200 fois plus élevées
chez les sourismdxcomparé a la sécrétion du récepteur chimériqueahuguite a I'injection
d’'une méme dose de vecteur AAV.

L’activité biologique du mTNFR-Is/migG1 présent dda sang des souris transfectées a été
testéein vitro pour sa capacité a inhiber la toxicité induite leaf NF sur la lignée cellulaire
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L929. Il apparait que la protéine chimérigue mungmeduitein vivo est fonctionnelle et
possede une activité comparable au hTNFR-Is/migi&l.hTNFR-Is/migG1l étant notre
molécule de référence dans la mesure ou il a preawéefficacité dans un modéle murin
d’arthrite induite [420] et dans un modéle d’'uvéitez le rat [427].

De plus l'analyse de l'activité biologique anti-TNRns des échantillons prélevés avant et
apres l'apparition des anticorps (IgG) contre lat@ine transgénique indigue que ces IgG ne
sont pas neutralisantes.

Potentiel thérapeutique du transfert du transgéne MNFR-Is/mlgG1l chez la souris
mdx a différents stades de la maladie :

Le protocole d’électrotransfert de 25 pg de plagmf AX2-mTNFR-Is/mIgG1l permet une
sécrétion stable du transgéne durant le protocélatliation chez la majorité des sourislx
injectées a 'age de 6 semaines. Il existe uneaicertvariabilité dans lintensité du pic de
sécrétion, mais la sécrétion se stabilise par ite swx alentours de 50 ng/ml hormis chez 3
souris sur 14 chez qui la sécrétion de mTNFR-IsBilgejoint le niveau de récepteur
MTNFR-Is endogéne en fin de protocole. Le dosagelg® contre le mTNFR-Is confirme
lapparition systématique d’'une réponse humoralezckes souris traitées. Notons que
lintensité de la réponse immune est d'autant phible que la sécrétion de protéine
transgénique circulante est forte, et que I'on plsalans la majorité des cas que cette
réponse IgG faiblit parallélement a une remontéeideau sanguin de protéine transgénique.
Ces deux points suggerent l'induction d’une toléeawis-a-vis du mTNFR-Is/mIigG1 lors de
ce protocole.

D’un point de vue fonctionnel, aucune différencgndicative entre la force globale des
souris du groupe traité et du groupe placebo né& téduvée lors des différents tests
d’agrippement et lors du test d’échappement eddiprotocole. En revanche, il a été constaté
gue les sourisndxtraitées ne perdent pas de force au niveau desspattérieures durant les
2 premiére semaines précédant le protocole dee&surdapis, au contraire des soungxdu
groupe placebo. Cet effet protecteur du traiteneshtintéressant car les muscles impliqués
sont distants du muscle injecté situé dans la pati&re gauche.

Lors de I'évaluation de la forcm vitro sur muscle isolé les paramétres mécanigues des
muscles EDL et du diaphragme soumis a des comrsctexcentriques particulierement
délétéres pour le muscle dystrophique ont été réesétucune amélioration n’est observée
sur ces parametres chez les souris traitées, astjattendu dans la mesure ou l'inhibiteur du
TNF ne corrige pas l'atteinte membranaire conséguenl’absence de dystrophine. Les
valeurs de force maximale isométrique mesuréegdlare secousse ou d'un tétanos chez ces
muscles ainsi que dans le soléaire ne sont pasplusnaméliorées par le traitement. En
revanche, il a été constaté que la pente de coioimade 'EDL et du diaphragme est
supérieure chez les sounmixtraitées lors d’'un tétanos.
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En prenant en compte uniquement les 3 souris suayaft les plus fortes sécrétions du
transgéne MTNFR-Is/migG1l dans le groupe traité bsexve également une phase de
contraction significativement réduite lors d’'une®asse musculaire dans 'EDL comparé aux
souris placebo. De plus, la tension musculaire mogegue le diaphragme de ces 3 souris
peut développer lors d’'une stimulation isométriqeecousse) est également supérieure. Il
semble donc que la fonction musculaire du diapheagst d’autant plus améliorée que le
niveau de mTNFR-Is/mlgG1 sécrété est important.

L’atteinte membranaire du muscle dystrophique a é@#luée chez les souris traitées et
placebo en dosant la créatine kinase musculaire) (@kKarguée dans le sang. Aucune
différence significative n’a été observée lors dsabe de CK au cours du protocole entre le
groupe traité et le groupe placebo. Cependant¢iEabservé une tendance intéressante chez
la moitié des souris du groupe traité 2 semainessafinitiation du protocole, c’est-a-dire
durant la période ou nous avons constaté un eftgegeur du traitement sur la force des
pattes antérieures. En effet, aucun pic de relargagCK n’est observé a 2 semaines chez ces
souris aprés I'exercice d'agrippement, contrairen@eoe qui est observé chez I'autre moitié
du groupe traité et chez toutes les souris pladébst également intéressant de noter que les
3 souris ayant la plus forte sécrétion de transgkams le sang font partie de ce sous groupe
de souris traitées, et que I'on ne retrouve pas ploa d’augmentation du niveau de CK
circulante chez ces 3 souris lors du protocoleadgse sur tapis roulant. 1l semble donc que le
traitement protége une partie des souris de leosédnduite dans le muscle dystrophique lors
d’exercices physiques. Ces observations renfortieyppothése selon laquelle les anti-TNF
favorisent la réparation du sarcolemme des fibtemindes au détriment de la nécrose en
inhibant la réponse inflammatoire.

La sécrétion de mTNFR-Is/migG1l dans le sang desissmdx possede donc un potentiel
thérapeutique en phase symptomatique. Cependarg,mavons pas constaté d’amélioration
du profil histologigue du muscle de la soumglx injectée en IM avec 'AAV6-mTNFR-
Is/migG1 durant l'initiation du pic de nécrose, grél les nombreuses pistes impliquant le
TNF dans l'initiation de la pathologie dystrophique

Comparaison de notre étude a la littérature évaluaindes anti-TNF chez la sourisndx :

En ce qui concerne I'étude de la foinevivo nos résultats sont en accord avec la littérature.
En effet, une étude de Messina et coll. montreameélioration de 24 % de la force des pattes
antérieures lors d’'une stratégie pharmacologiquhithition du NFxB avec la pyrrolidine
dithiocarbamate (PDTC) entre les ages de 5 et hinises [362]. Les auteurs observent
également par western blot la baisse de la quat@ifENF présent dans le muscle. Dans notre
cas, nous montrons que la stratégie du réceptéulegpermet également d’obtenir un gain
fonctionnel dans les pattes antérieures en inhilbibactivité biologiqgue du TNF en aval de
sa synthése, une méme quantité de TNF étant atmablk par ELISA dans les muscles
traités ou distants. Une autre étude de Piernoletnoontre qu’un traitement par l'inhibiteur
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de TNF Etanercept durant 4 semaines a partir de KBa 5 semaines empéche 60 % de la
perte de la force des pattes antérieures induiteipgrotocole de course similaire au nétre
[424]. Or, nous n'observons pas de différence eatraux traités et non traités sur ce
paramétre lors de notre protocole de course. llpesisible que le niveau de transgéne
MTNFR-Is/migG1l sécrété lors du protocole d’élecansfert soit encore inférieur a la
guantité optimale présente dans le sang lors deroédothérapies. A ce titre I'injection du
vecteur AAV6-mTNFR-Is/migG1l en intramusculaire paitr se révéler utile puisqu’elle
permet une sécrétion finale du trangéne au mofagsBupérieure.

Concernant le relargage de CK dans le sang dess@iounds et coll. montrent aussi une
forte baisse du taux circulant de CK induit paretfort physique volontaire de 48 heures dans
une roue chez des souris de 6 a 7 semaines suite anique injection d’Etanercept 24
heures avant I'exercice [387]. De méme, la CK leajasqu’au niveau des souris n'ayant pas
couru quand des soumsdx inclues dans un protocole d’exercice volontaiu€@) entre les
ages de 4 et 12 semaines sont traitées avec womnstianti-TNF avant le pic de nécrose
[388]. Notons également qu’'a l'occasion de ce d@grprotocole aucun bénéfice n'a été
observé en HPS en terme de pourcentage de fibcessées dans le muscle quadriceps entre
souris traitées et non traitées du protocole derseowolontaire. Notre protocole
d’électrotransfert ajoute donc une donnée : noustronos que la baisse de la perméabilité
membranaire avec un traitement anti-TNF peut éitermie sur une période d’exercice de
plusieurs semaines chez les souris traitées agamtllis fort niveaux d’expression, et ceci en
intervenant en phase symptomatique (traitemerdgelde 6 semaines apres initiation du pic
de nécrose).

Nos résultats sur la perméabilité membranaire pasage de CK peuvent paraitre
contradictoires avec l'absence de différence estngris traitées et non traitées lors de la
révélation du bleu Evans dans les muscles en fiprdmcole. Le fait qu’aucune différence
morphologique ne soit visible en bleu Evans ou lesr colorations HPS alors que nous
observons une protection contre le relargage den@iit par I'exercice pourrait signifier que
la membrane d’un certain nombre de fibres perméadalebleu Evans ou d’aspect nécrotique
serait finalement réparée. Nous dosons la CK 24elseaprés la course, cette hypothése cadre
donc bien avec le temps de la réparation membearpir est identique entre les fibres
musculaires saines ou dystrophiques, et qui comenelés 12 heures et est terminée 24
heures aprés les dommages [428, 429]. Notonsalladllque le niveau de CK circulant final
n'est pas amélioré chez les souris traitées cdetlaier prélevement de sang est effectué 24
heures aprés une course sur tapis, mais aussiuggaligaines de minutes seulement apres les
exercices physiques du test d’agrippement et difmdmment. L'’hypothése concernant la
réparation membranaire favorisée par le traiteramtit TNF pourrait ainsi étre veérifiée en
prélevant les muscles plus de 2 jours apres leigteemercice afin de visualiser uniquement
les fibres parties en nécrose, les fibres répaétast alors majoritairement redevenues
négatives pour le bleu Evans [430].

Grounds et coll. notent un délai dans 'apparitienla nécrose et de la régénération entre 21
et 28 jours lors du traitement des soumdx avant et pendant le pic de nécrose avec l'anti-

- 183 -



Conclusion et discussion

TNF Remicade [386]. Nous ne retrouvons pas cesiaragbns morphologiqgues malgré
I'utilisation de I'AAV, ce qui pourrait signifier ge le seuil thérapeutique d’expression de
notre transgéene est supérieur durant la vaguealmide nécrose et pourrait nécessiter de
multiples injections.

Enfin, notons que nous montrons pour la premieig dme amélioration de la fonction du
diaphragme avec un anti-TNF, ce qui est encouragdmms la mesure ou ce muscle vital
reproduit correctement la pathologie humaine chesolurismdx Une étude a montré que le
traitement anti-TNF Enbrel induit la baisse desaiv d’ARNmM du TGH1 et du collagéne
de type | dans le diaphragme de somidxde 6 semaines [431]. L'effet que nous observons
pourrait donc étre lié a I'implication du TNF ddadibrose de ce muscle.

Avantages de I'approche de thérapie génigue anti-TIN:

L’administration de corticostéroides comme la Pigmme et le Deflazacort est actuellement
le seul traitement ayant montré une efficacité dasznfants atteints de DMD en ralentissant
la progression de la pathologie [376]. Cependantdeanisme par lequel les corticostéroides
agissent chez DMD n’est pas clairement défini,mae&cules ayant un spectre large d’action.
Les protéothérapies anti-TNF, et maintenant laajhiér génique anti-TNF, ont montré leur
potentiel thérapeutique chez le modéldxen limitant I'action a l'inhibition d’'une cytokine
précise.

Contrairement aux protéothérapies, la thérapiequénine nécessite pas une ré-administration
réguliere. D’'un point de vue pharmacocinétique oaffranchit également des fortes
variations sanguines de la concentration en pretéwrapeutique en sécrétant un niveau
stable et constant de protéine transgénique.

Enfin concernant le potentiel thérapeutique desEME pour DMD, rappelons que la souris
mdxn’est pas un modéle parfait. En effet, la somikprésente parmi ses atteintes primaires
une hypertrophie, tout comme les garcons attemt®MD, mais contrairement a eux elle ne
subit pas une atteinte secondaire atrophique. AQMNE est impliqué dans le catabolisme
protéique musculaire médié par la voie ubiquitinetgasome [432], un point qui pourrait
participer a I'atrophie musculaire chez les patgeDMD. Ainsi le potentiel protecteur des
anti-TNF contre I'atrophie musculaire ne peut éasté chez la sourisidx mais pourrait
I'étre chez le chien GRMD par exemple qui modétism cette atteinte.

Impact de la réponse anticorps contre la protéineransgénigue :

Dans les cas ou la protéine thérapeutique esttéécilé réponse anticorps contre la protéine
transgénique peut limiter I'efficacité du traiterheldne disparition de la protéine dans le sang
a par exemple été constatée suite a la transduttionuscle par des vecteurs AAV codant le
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facteur de coagulation IX (FIX) pour traiter 'hépfulie B [265] ou encore avecaok-
antitrypsine [266].

Nous avons rencontré ce type de réponse dans lducamnsgene d’origine partiellement
humain hTNFR-Is/migG1l exprimé chez la souris. Déngas de la protéine chimérique
murine mTNFR-Is/migG1 nous avons constaté une €pogG beaucoup moins prononcée.
De fait, on observe de légéres décroissances dustnguin de protéine transgénique lors du
protocole d'électrotransfert, et la sécrétion consge a linjection d’AAV6-mTNFR-
Is/mlgG1l ne provoque une réponse immune qu’aux foliies doses de vecteur. De plus, la
réponse IgG ne neutralise pas l'activité du mTNBRalgG1l sécréte, et on retrouve la
protéine dans des muscles distants du TAG tramsfdanfin, les bénéfices fonctionnels
trouvés lors du protocole d’électrotransfert coneet également des muscles distants du
TAG injecté tels que le diaphragme ou les pattdérimures, ce qui suggere bien que la
réponse immune n’affecte pas l'efficacité systémidqu traitement.

Le muscle dystrophique en tant qu’organe exocrineégréteur de protéine transgénique :

Le muscle est un tissu accessible et permissifansfiert de géne par vectorisation virale ou
non virale. Cet organe essentiellement post-mitetigermet I'expression a long terme de
protéines transgéniques biologiquement activesigugont normalement pas synthétisées par
ce tissu, tel que le facteur de coagulation IX [26265], l'al-antitrypsine [266],
I'érythropoietine [278] et linterleukine 10 [43334]. De plus, la grande vascularisation du
muscle permet un transport efficace pour la sémnéte la protéine transgénique dans le sang.
Néanmoins, le transfert de gene dans le muscleapysgue est plus difficile que dans le
muscle sain du fait du contexte inflammatoire etpilocessus constant de nécrose et de
régénération. L'injection locale limite la disséwriion du vecteur, mais d’'un point de vue
réglementaire cet argument ne peut étre reprisrafit plu vecteur AAV dans le cas de
'administration intramusculaire, d’autant plus pd&I muscle dystrophique qui est davantage
« perméable » a ce vecteur.

Au cours de nos travaux nous avons montré que lscleudystrophique est capable de
sécréter la protéine transgénique faiblement immgane MTNFR-Is/mIgG1, et que celle-ci
est biologiquement active et confere un gain famctel aux muscles de la soursdx
Cependant ce transgene ne conférant aucun avasdkegsif direct aux fibores musculaires, on
observe a long terme (plusieurs mois) la perte nessive des fibres transfectées/transduites
avec les cycles de nécrose et de régénération.

Intérét des thérapies géniques combinées :

L'évaluation a long terme du potentiel thérapeuwtigiu mTNFR-Is/migG1 chez la sounsix
pourrait donc nécessiter une réadministration. blternative serait également d’administrer
en parallele un second traitement conférant untagansélectif aux fibres transduites. Cela
pourrait étre obtenu par différentes approchegddaiue : une thérapie génique permettant
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l'expression de dystrophine, de mini- ou micro-dyghine [202] ; la surexpression
d’'utrophine par approche pharmacologique [435, 486]par thérapie génique [437] ; une
approche antisens pour réaliser du saut d’exonieeaum de 'ARN pré-messager de la
dystrophine en administrant des oligonucléotidesm@AV [438] ; ou encore l'utilisation de
molécules comme le PTC124® permettant d’effectuerlad translectufeles codons stop
prématurés [439].

Abmayr et coll. ont par exemple montré que le nivddARNmM du transgéne et le niveau de
génomes viraux décroit dans le muscle de la sonds injectée par 'AAV6-mIGF-1, a
moins de co-administrer un second AAV6 codant uneradystrophine permettant la
stabilisation du cycle de nécrose/régénératiorfidess musculaires [202].

Notons que les thérapies géniques utilisant les- minmicro-dystrophines permettent une
correction substantielle du sarcolemme visible imaau morphologique (protection contre la
perméabilité au bleu Evans) et une normalisatiornpbénotype (centronucléation réduite)
chez les sourimdxtraitées de maniére précoce. Mais les propriétagactiles du muscle —
notamment lors de I'exercice excentrique — ne pastcomplétement restaurées [208].

En plus de la possibilité d’étude a long terme,approches combinées pourraient également
additionner les bénéfices thérapeutiques. Ainsipdroche basée sur la co-administration
d’AAV6 codant I'IGF-1 et une microdystrophine curauks avantages de chaque approche
individuelle en conférant au muscle une protectmontre les dommages induits par
contraction excentrique, et également un gain desenenusculaire et de force [202].

" Le codon stop n’est pas lu comme tel et le praseds traduction continue, la traduction de I’ARKst donc
ininterrompue et se fait au-dela du codon stop
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1. Biologie moléculaire

1.1.Plasmides et clonages

Les plasmides pVAX2-hTNFR-Is/migG1l et pCOR-hTNFRHgG1 (obtenus du Dr Pascal
Bigey, ENSCP Paris) ont été créés par sous-clodagénsert codant la protéine de fusion
associant le récepteur soluble de type | du TNFdimnau fragment constant de I'lgG1l
murine (hTNFR-Is/migG1l) dans les plasmides pCOR\&AX2 [440]. L'insert codant le
hTNFR-Is/migG1 a été obtenu par clonage et fusies ADNc du hTNFR-Is et du migG1
par PCR a travers le site de fusion de I'hnexapemihsible a la thrombine selon la méthode
décrite par Peppel et coll. [418]. Le plasmide vifeOR est un vecteur de clonage de la
société Aventis-Gencell. Le pVAX2 est un vecteurcitenage issu du vecteur commercial
pVAX1 (Invitrogen), dans lequel le promoteur a ggénplacé par celui du plasmide pCRIV
(Clontech).

Le géne du TNFR-Is murin (MTNFR-Is) a été cloné mmsuit : les ARN totaux ont été
extraits du cerveau de souris C57BI6 en utilisaninEthode Trizol (Gibco BRL). Puis une
réaction de transcription inverse a été réalisée denzyme Superscript 1l (InVitrogen) et
'amorce suivante : 5-TTAGGCAGTACCTGAGTCCTGGG (léassur la séquence Genbank
X57796 du récepteur murin TNFR1). Le produit agtlifié par une réaction PCR standard
(Accuzyme enzyme, Abcys) en utilisant les amorcewastes contenant les sites de
restriction des enzymes BspEl et BamH1 : amorce namo5 -
CGCTCCGGAGCCACCATGGGTCTCCCCACCGTGCCTG et amorcd 8xal CAGGAT
CCACGCGGAACCAGGGCAGTACCTGAGTCCTGGGGGTT. Le prodd#CR a ensuite
été sous-cloné dans pVAX2-hTNFR-Is/migGl a la place hTNFR-Is en utilisant les
enzymes BspEl et BamH1.

Les inserts hTNFR-Is/migG1l et mTNFR-Is/migGl oné éixcisés par des enzymes de
restriction depuis les plasmides pVAX2 correspotslai clonés dans le plasmide pGG2,
entre les ITR2 et en aval du promoteur CMV, poéectes plasmides AAV pGG2-hTNFR-
Is/mIgG1 et pGG2-mTNFR-Is/migG1.

L’ensemble des plasmides que nous venons de d@odsede le signal de polyadénylation
du SV40. Une fois construits, ces plasmides onteétérélés par digestion enzymatique puis
validés par un séquencage réalisé par le serviG@edéthon selon la méthode de Sanger.

- 187 -



Matériels et méthodes

L’ensemble des plasmides produits ou utilisés éstiddans léableau 5ci-apres :

plasmide taille (pb) | promoteur géene d'intérét utilisation

pVAX2-hTNFR-Is/migG1 4272 CMmV hTNFR-Is/migG1
pPpCOR-hTNFR-Is/migG1 3406 CMV hTNFR-Is/migG1l |transfert de géne
pVAX2-mTNFR-Is/migG1 4214 CMV MTNFR-Is/migG1
pSUB(ITR)LacZ 8435 Cmv LacZ (ITR2)
pGG2-mSeap 6375 CmvV mSeAP (ITR2)
pGG2-MCK-mSeAP 7573 MCK mSeAP (ITR2)
pGG2-Luc 7279 CMV luciférase (ITR2)
pGG2-hTNFR-Is/migG1 6804 Cmv hTNFR-Is/migG1 (ITR2)
pGG2-mTNFR-Is/migG1 6776 Cmv MTNFR-Is/mlgG1 (ITR2 .
pLTRCO2 7026 rep2etcap sérotype 1 broductlon ARV
pRepCap4 7142 rep2etcap sérotype 2
pAAVS 7425 rep2etcap sérotype 5
pLTRCOG6 7030 rep2etcap sérotype 6
pAAV2-9 7327 rep2etcap sérotype 9
pXX6 18727 génes adénoviraux helper

exon 362 de la titine
pGG2-Titin 5605 CmvV (mex5) titrage QPCR

et ITR2

Tableau 5 — Plasmides.

Les plasmides ont été produits par transformattocutture de bactéries chimiocompétentes
One Shot E. Coli TOP 10 (Invitrogen) et purified'ade du kit Midi-Prep (Qiagen). Les

plasmides destinés a linjectiom vivo ont tous été purifies en condition exempte
d’endotoxine a l'aide du kit « EndoFree Plasmid Ké&g » (Qiagen) en utilisant le protocole

du fournisseur.

1.2. Quantification de génomes viraux dans les organegapPCR en temps réel

Les organes a analyser (~25 mg) étaient broyés dwesysteme FastPrep-24 (MP
Biomedicals) dans 800 pl de tampon « Nuclei Lysikit®on » (Promega). 100 ul étaient
congelés a -20°C pour un dosage ultérieur de laARSet les 700 ul de lysats restant étaient
utilisés pour une extraction d’ADN génomique adaidu kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) selon le protocole duroisseur. La concentration totale d'ADN
obtenu était déterminée par mesure de l'absorb@m2&® nm a l'aide du spectrophotometre
Nanodrop ND-8000 (Nanodrop Technologies). L'’ADN ggrique extrait est alors utilisé
comme matrice lors d’'une réaction de PCR quantéatia PCR quantitative (QPCR) était
réalisée en utilisant des sondes de chimie Tagmaaneplifiant sur chaque échantillon
d’ADN génomique un amplicon du promoteur CMV pogétatminer le nombre de génomes
viraux, et un amplicon du géne de la titine pournmaliser le titrage par le nombre de
génomes diploides.
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Le tableau 6suivant présente les sondes Tagman et amorcisgesil:

séquence

amorce amont|5-CATCAATGGGCGTGGATAGC-3'
CMV |amorce aval |5-GGAGTTGTTACGACATTTTGGAAA-3
sonde Tagman 5-ATTTCCAAGTCTCCACCC-3’

amorce amont|5-AAAACGAGCAGTGACGTGAGC-3
Titin |amorce aval |5-TTCAGTCATGCTGCTAGCGC-3’
sonde Tagman 5-TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC-3

Tableau 6 — Sondes et amorces de QPCR

La reaction de PCR était réalisée sur 70 ng d’AENagmique dilués dans du milieu QPCR
ROX Mix (Thermo Fischer scientific), avec 0,1 uMstnde Tagman, et 0,2 uM des amorces
(amont et aval) dans un volume final de 18 pl. IGRPétait réalisée sur un thermocycleur
7900 HT (Applied Biosystem) en utilisant les comdis suivantes : une phase d’activation de
la Tag ADN polymérase a 95°C durant 15 minutesjisule 40 cycles comprenant une étape
de dénaturation de 15 secondes a 95°C et une élomgke 1 minute a 60°C. Chaque plaque
96 puits de QPCR comprenait une gamme du plasnéaelard pGG2-Titin dilué en série,
contenant la séquence du promoteur CMV et I'exoh @6 gene de la titine. Les réactions
étaient réalisées en duplicat sur chaque échamtiib le résultat était exprimé en copies de
génomes viraux par génome diploide (vg/noyau).

Le statut sanitaire des animaux de I'animalerie Ginéthon et du fournisseur Charles
Rivers est « Exempt d’Organisme Pathogéne Spéeifiques souris sont donc seronégatives
pour le cytomégalovirus (CMV). L'amplification p&CR du promoteur CMV permet ainsi
de suivre uniquement l'infection expérimentale deteur AAV sans faux positifs.

2. Production et purification des vecteurs AAV

2.1.Production des vecteurs

La production des vecteurs AAV est réalisée parsfiection transitoire de cellules HEK-293
(ATCC : CRL-1573) avec les plasmides suivants :

- le plasmide pXX6 permettant 'apport en trans gestéines adénovirales nécessaires a la
réplication de 'AAV. La production est donc réaksdans un systéeme exempt d’adénovirus.

- le plasmide vecteur contenant la cassette déhtencadrée d’'ITR (Internal terminal repeat)
de serotype 2 (par exemple pGG2).

- et un des plasmides helper suivants: pLT-RC(Repfap4, pAAVS5, pLT-RCO6 ou
pAAV2-9 codant respectivement pour les protéinetadeapside AAV de sérotype 1, 2, 5, 6
et 9.
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Hormis I'AAV2, les autres vecteurs sont donc psdydés du fait de I'encapsidation d’'un
génome viral recombinant dérivé du sérotype 2 dares capside du sérotype voulu. Les
vecteurs AAV pseudotypés 2/1, 2/5, 2/6 ou 2/9 depan la suite nommés AAV1, AAVS5,
AAV6 et AAV9, respectivement.

La transfection est effectuée en boites de culdeel75 crh La culture cellulaire est
effectuée dans un incubateur thermostaté a 37°€ da@ atmosphére saturée en humidité
contenant 5 % de CQet toute la procédure décrite ci-aprés est ragpoad une boite de
culture.

Des complexes transfectants sont générés dandfiahtle NaCl 150 mM par incubation a
température ambiante durant 20 minutes de 28,12t pplyéthyléneimine branchée (PEI 25
kDa; Sigma) avec 50 pg de mélange des 3 plasmidestsl précédemment selon les
proportions suivantes : 25 pg de pXX6, 12,5 ug ldsmide helper et 12,5 pug de plasmide
vecteur.

Les cellules sont cultivées dans le milieu suivadbMEM 4,5 g/l de glucose, Glutamax-1 1
mM, sérum de veau foetal (SVF) 10 %, pyruvate dgiusp 1 mM, penicilline 50 U/ml,
streptomycine 50 pg/ml. Les cellules sont ensenmen@é5.10 par boite 3 jours avant la
transfection. Le milieu de transfection déposé Ilesr cellules est un milieu de culture
appauvri en sérum (1% SVF) contenant™9de complexes transfectants (v/v) ; 14 ml sont
distribués par boite. Apres 6 h d’incubation duiemnilde transfection sur les cellules le taux
de glucose du milieu est baissé a 2,5 g/l et l@eatnation de SVF est montée a 5 % par ajout
de 12 ml de milieu & 1 g/l glucose et 10 % de SHFhwite. Les cellules sont alors cultivées
dans ces conditions durant 72 h, au-dela desqualEsssont récoltées par grattage, culottées
par centrifugation & 700 g durant 10 minutes eigesndues dans 1 ml de tampon de lyse
(Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, Mg€l mM, CaCi 1 mM). Cette suspension est lysée par 4
cycles de congélation/décongélation afin de libéleervecteur qui est essentiellement
cytoplasmique.

2.2.Purification des vecteurs AAV

Le lysat brut obtenu est centrifugé a 1500 g pen@iaminutes a 4°C pour séparer les débris
cellulaires (culot) du surnageant contenant le exgct Celui-ci est traité par 25 U/ml de
benzonase durant 30 minutes a 37°C afin de didge€seacides nucléiques contaminants, puis
le lysat est centrifugé & 10 000 g pendant 20 rami@t 4°C afin de culotter les débris
cellulaires restants. Le vecteur présent dans feageant est alors précipité par ajout d’'un
volume équivalent de sulfate d’'ammonium saturé&lfeoll M et pH 7, et incubé une heure sur
glace avant de procéder a une centrifugation d@002g pendant 30 minutes a 4°C. Le culot
d’AAV est resuspendu dans du PBS contenant descalogim et magnésium (Cad,9 M

et MgCh 0,5 M).
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Les AAV sont alors purifiés par une premiere ulkratcifugation engradient discontinu de
chlorure de césiunfCsCl), etun réfractometre est utilisé pour collecter lestioms ayant une
densité comprise entre 1,368 et 1,376. Weeonde ultracentrifugation isopycnique des
fractions sélectionnées est alors réalisée en 3€H. aliquots des différentes fractions de
gradient récoltées sont traités a la soNd®H/EDTA (0,4N/10mM) 5 minutes a 95°C ce qui
libere les génomes viraux des capsides gomnblot est alors réalisé avec une sonde froide
spécifigue du génome viral afin de sélectionnerfiastions les plus riches en vectefig.(
107).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 =0 11 42
& €
t“g’e 13 14 @
10
9
= 8
tube ® o0 : L
B
tube ® & & o
c
@ <« contréle positif (100 ng plasmide) \l/

Figure 107 — Dot blot.
14 fractions sont récoltées dans les tubes A, B @ti une tri-transfection de 120 boites) a l'aide
d’'une aiguille insérée a la base du tube. La sonaleguée par la phosphatase alcaline (kit AlkPhos,
Amersham) permet une révélation chimioluminesceluet I'intensité est déterminée pour chaque

BN

fraction du dot blot a l'aide d'un scanner StormO8@Molecular Dynamics) et du logiciel
ImageQuantTL. Seules les fractions ayant une iittepsau tiers de l'intensité maximale trouvée dans
chaque tube sont sélectionnées (ici 10 fractions5@@ pl encadrées). Les tubes A, B et C
correspondant ici tous a une production d’AAV2-CNM\EeAP, les fractions les plus riches en vecteur
seront donc dialysées ensemble (5 ml).

La purification est finalisée par une dialyse destions les plus riches en vecteur contre du
PBS contenant du €aet Mg dans une cassette possédant umembrane a limite
d’exclusion de 10 kDa4(bains successifs de 2 heueesin bain de 12 heures).

La production de vecteur AAV est titrée par PCRmjiiative en temps réétlécrit ci-apres)

et la concentration obtenue est exprimée en génuingas< par millilitre (vg/ml).

On obtient au final environ 3 ml de vecteur AAV pdd0 boites transfectées. Les titres
obtenus varient en fonction de la taille du génorimal encapsidé et du sérotype de la
capside.
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Voici un tableau résumant les titres moyens de tesidots de vecteur AAV produits pour
cette these :

Vecteur titre moyen (vg/ml)
AAV1-CMV-mSeAP 1,57.16°
AAV1-CMV-Luc 1,60.10%
AAV2-CMV-mSeAP 6,20.10"
AAV2-MCK-mSeAP 3,00.1¢
AAV2-CMV-LacZ 4,54.10"
AAV2-CMV-Luc 5,00.10"
AAV5-CMV-mSeAP 2,00.18"
AAV6-CMV-mSeAP 1,79.18
AAV6-CMV-Luc 2,36.10"
AAV6-hTNFR-Is/migG1 1,00.18
AAV6-mTNFR-Is/migG1 8,11.10"
AAV9-CMV-mSeAP 9,82.1¢
AAV9-CMV-Luc 8,37.1d"

Tableau 7 — Titre des vecteurs AAV.

2.3.Titrage de la production de vecteur AAV

Les génomes viraux sont extraits sur 5 pl de lalypeton de vecteur AAV a l'aide du kit
« High Pure Viral Nucleic Acid » (Roche) selon efocole du fournisseur (destruction des
capsides a l'aide de protéinase K apres une émmigdstion des ADN contaminants par la
DNAsel, et purification finale sur colonne de stljc Les génomes viraux purifiés sont alors
dilués en série (en duplicat) et soumis a une idrace PCR quantitative utilisant la sonde
Tagman et les amorces CMV selon le protocole d@gcéicédemment p189. Une gamme de
plasmide pGG2-Titin interne a la plaque PCR et dseirau méme protocole PCR est utilisée
pour titrer la production AAV e génomes viraux par millilitre (vg/ml).

Dans le cas de la production d’AAV2-MCK-mSeAP, IRCR a été effectuée dans les mémes
conditions, a I'exception d'une température d’élatimmn de 54°C, en utilisant la sonde de
chimie Tagman-MGB et les amorces suivantes spéeifigie I''TR2 :

amorce amont| 5-CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG-3
ITR2 |amorce aval |5-GTAGATAAGTAGCATGGC-3’
sonde 5-TAGTTAATGATTAACCC-3’
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3. Expérimentation animale

3.1.Souris

Les souris Balb/C proviennent du fournisseur Clsafvers, et aucune expérimentation
n'était effectuée avant une période d’acclimatatiinimale d’'une semaine a I'animalerie de
Généthon. Les souradx(C57BL/10ScSBmMD™/J) et B10 (C57BL/10ScSn/J) proviennent
des colonies entretenues a Généthon. Toutes les swavenant de Charles Rivers ou de
Généthon sont élevées dans des conditions exemptesthogenes spécifigues (ou EOPS
pour Exempte d’'Organismes Pathogénes Spécifiquetsilles ont accés a volonté a la
nourriture et & 'eau. Les souris B10 sont sevéé@semaines, et les soumsixa 4 semaines.
Toutes les expériences ont été réalisées en coidoavec les régles européennes d’éthique
concernant l'utilisation des animaux pour la recherexpérimentale.

3.2.Anesthésie

Les souris sevrées étaient anesthésiées avantechigection intramusculaire et avant chaque
prélevement de sang par une injection intrapérdafené’'un mélange de Kétamine a 100
mg/kg et de Xylazine a 1 mg/kg (0,1 ml/10 g).

3.3.Injections

- Intramusculaire :

Un prélevement de sang controle (JO) est effeatudassouris anesthésiée avant I'injection.
Puis l'injection intramusculaire est réalisée sianimal anesthésié longitudinalement au
niveau du muscle tibial antérieur gauche (TAG) damsolume final de 25 a 35 pl (AAV ou
plasmide) selon le protocole en utilisant une sgrinhamilton équipée d’une aiguille de 27G
(27 mm). Dans le cas des souris nouveaux-nés apmlavement sanguin n’est effectué
avant l'injection. L'injection d’'un volume de 3 |[d’AAV est effectuée dans le TAG du
souriceau vigile a l'aide d’une seringue hamiltan 1D ul graduée chaque 0,1ul et équipée
d’'une aiguille de 30G (10 mm).

- Sous-cutanée :

La souris vigile est plaguée contre une surfacagkaec une manceuvre de contention qui
'immobilise tout en pincant la peau de la nuquéreepouce et index (cété dorsal). Une
seringue a insuline (29G) est utilisée pour injed&d pl de vecteur AAV au niveau du pli de
peau formé au niveau du cou. Le volume de liguijecté dans le tissu conjonctif, qui forme
une bulle sous le derme, est résorbé aprés 15 esimar le drainage lymphatique. 35 jours
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apres linjection les souris sont sacrifiées pardesage anesthésique (trois fois la dose
utilisée pour l'anesthésie), et un carré de tissmprenant la peau, I'hypoderme et le
panniculus carnosus est prélevé au niveau du paiméction, puis roulé pour son inclusion
histologique dans la gomme et sa congélation dassdpentane refroidi a I'azote liquide.

- Intraveineuse :

Le prélevement de sang contréle (« JO ») est é&kliveille des expériences impliquant une
injection intraveineuse (1V). Le jour de linjectioles souris sont placées sous une lampe
chauffante avec accés a la boisson, puis elles@acées dans un cylindre de contention et
l'injection est réalisée dans la veine caudaleaidd d'une seringue a insuline (29G). Le
vecteur AAV injecté en IV est dilué dans un volufinal de 450 pl de PBSontenant du Ca

et Mg®". Dans le cas des expériences utilisant un adjuuantolume d’adjuvant de 200 pl est
injecté dans la veine caudale 3 a 5 minutes aeavedteur AAV a la veine caudale (ou aprées
un délai plus long lors de I'étude de I'impact @sfacteur).

3.4.Aduvant et produits injectés

La liste des produits injectés lors des protocagpérimentaux ainsi que leur modalité
d’utilisation est décrite ci-aprés par ordre alpdtadue (hors vecteurs et anesthésiques) :

- Acide polyinosinigue (pl) :

Référence :Sigma P4154Solution meére : dissout a 3,33 pug/ul dans de I'eau pour injection
(stérile et sans endotoxined)tilisation : dilué dans une solution de glucose 5 % final et
administré par voie IV caudale dans un volume d&|20

- Bleu Evans :

Référence : Sigma E2129Solution mere : 10 pg/pl en NaCl 150 mMUtilisation : La
veille du sacrifice les souris sont injectées awveovolume de 100 pl/10g d’'une dilution au
1/26™ de la solution mére en intrapéritonéale (soit Bkigga l'aide d’une seringue de 1 ml
équipée d’'une aiguille de 27G.

- EDTA .

Référence :Sigma E7889Solution mere : solution de sel disodique a 0,5 Mtilisation :

en nous basant sur la littérature, la dose d’EDAédfixée a 40 mg/kg soit 800 mg pour une
souris de 20 g. Le protocole d’injection consiste l'enjection IV de 100 ul/l20g d'une
solution de 20 mM (8 mg/ml). L'injection rapide EA pouvant causer une hypocalcémie
aigué, la tétanie voire méme une arythmie cardiaquals avons donc procédé a une
perfusion lente sur 10 minutes avec un pousseegexirMais cela a été abandonné en raison
de la lourdeur de la procédure, et en raison dffet gritant systématique et de la mort d’'une
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des 3 souris test. Le protocole finalement adogtd’iejection IV caudale lente a la main de
cette méme dose diluée au tiers dans une solugidsa| physiologique. Cela correspondait
donc a linjection de 300 pl par souris d’'une solutde 7 mM d’EDTA, qui est toujours
[égerement irritante mais parfaitement toléréedeami-vie d’élimination de I'EDTA injecté
en IV étant de 20 a 60 minutes, le vecteur AAVtétgecté 30 minutes apres I'administration
d’EDTA.

- Facteur de venin de cobra :
Référence :Quidel A600.Solution meére :91 U/ml dans PBSUtilisation : quantité de CVF
voulue diluée dans du PBS pour un volume final @@ |2 et injecté en intrapéritonéale.

- Méthylprednisolone :

Référence : Solu-médrol (Pfizer). Solution meére : 20 pg/ul. Utilisation : préparée
extemporanément dans une solution de glucose hjéetibn en IV a la veine caudale de 10
ul/g d’'une solution a 200 pg/ml (soit 2 mg/kg) 4res avant injection de I'AAV, puis 24 et
48 heures apres.

- Poly-L-arginine (pR) :
Référence :Sigma P4663Solution mére : dissout a 10 pg/ul dans de I'eau pour injection
(stérile et sans endotoxinebltilisation : cf. acide polyinosinique.

- Poly-I-lysine (pK) :
Référence :Sigma P0879, P6516, P7890, P2636lution mére : dissout a 25 pug/ul dans de
'eau pour injection (stérile et sans endotoxinekilisation : cf. acide polyinosinique.

- Sulfate de dextran :

Référence :Sigma 31395 (500 KDajolution mére : dissout dans de I'eau pour injection a
2 pg/ul. Utilisation : utilisé en co-administration IM a 10 pg/ml avecvécteur AAV dans
une solution de glucose 5 % (dose la plus efficaestatén vivo par Yeung et coll. avec le
vecteur HSV [93]). Administration IV : cf. acide lgomosinique.

- Warfarine :

Référence : Sigma A2250.Utilisation : préparation extemporanée a 665 pg/ml dans de
I'huile d’arachide (Sigma P2144), et injection sa@usanée de 200 ul (soit 133 pg) a J-3 et J-
1 avant I'injection IV du vecteur AAV.
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3.5.Electrotransfert in vivo

: électropulsateur
électrode

Figure 108 — Schéma de I'électrotransfert.

Les souris sont endormies (anesthésiées), puisrélavement de sang JO est effectué au
sinus. La patte postérieure est ensuite raséevaaundu muscle injecté (TAG) a l'aide d’'une
tondeuse. Un volume de 3B de plasmide en solution de NaCl 150 mM est aiojacté
longitudinalement dans le TAG a l'aide d’'une sed@damilton (27G). La patte injectée est
ensuite recouverte par un gel de conduction (MIS@2S, Comepa Solutions) et, dans la
minute suivant I'injection, des impulsions électigg unipolaires carrées sont délivrées par un
électropulsateur ECM 830 (BTX) a l'aide de deuxcHledes plates en acier inoxydable
placées de chaque cété de la patte (champ élezfperpendiculaire aux faisceaux de fibres).
Une vis en téflon permet d’ajuster I'écart entie ddectrodes par rapport a la taille de la patte
de l'animal, et lintensité du champ électrique lapEe est calculée en fonction de
'écartement des électrodes afin d’obtenir une waleffective de 200 V/cm. Tous les
électrotransferts sont effectués en délivrant &uisipns d’'une durée de 20 ms, a la fréquence
de 2 Hz, et d’'une intensité effective de 200 V/A@&8]. Ces conditions permettent d’obtenir
un taux élevé d’expression du transgene tout enmisant les dommages tissulaires. En
effet, le voltage optimal pour transfecter le masgin est, entre nos mains, de 250V/cm dans
le TAG, mais nous avons jugé que cela n'est padicajpe au muscle dystrophique, cette
condition potentialisant notamment la réponse imgun

L’injection d’ADN nu a été réalisée de la méme néamique le protocole décrit ci-dessus
mais sans I'électrotransfert.

3.6.Shunt hépatique

Le shunt hépatique est une procédure chirurgicaile ¢té effectuée par le personnel habilité
du service « bioexpérimentation » du laboratoir@ébgon. Les souris sont injectées avec un
analogue morphinique en sous-cutanée au niveawuwTemgesic®, Buprénorphine 0,075
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mg/kg) puis immédiatement anesthésiées a lisaflei@analgésique agit environ 20 minutes
aprés injection). Le ventre est alors rasé et &g, avant de procéder a la laparotomie a
l'aide d’'un scalpel. Le foie et les intestins spartiellement exteriorisés afin d’accéder a la
veine et a l'artere hépatique accolées au canairbil L’ensemble est alors clampé a l'aide
d’'une pince. L'intraveineuse de 450 pl de solutienvecteur AAV (en PBSontenant C& et
Mg?") est alors immédiatement réalisée au sinus aveceringue a insuline (29G). Le shunt
du foie est maintenu durant 15 minutes avant dkemlée clamp ; durant toute la procédure la
souris est sous une lampe chauffante et les viscaret régulierement hydratés avec une
solution physiologique chauffée a 37°C. Les viss&ent ensuite réintroduits dans la cavité
abdominale, et la paroi musculaire et la peau ators suturées respectivement avec du fil
résorbable et du fil non résorbable. La suturenestoyée a la betadine puis la souris est
laissée sur plaque chauffante le temps du réveilot&r que I'on ajoute un antibiotique dans
l'eau de boisson pendant la semaine qui suit l'a@n (Marbocyl ®, Marbofloxacine 4
mg/kg/jour).

Figure 109 — Shunt hépatique.
Ces photographies présentent la mise au point oéthode de shunt hépatique. A gauche, on voit un
lobe du foie correctement irrigué et les intestnant la pose du clamp. A droite, on constate une
décoloration du foie et une stase du sang dansestins conséquente a l'arrét de la circulation
portale 15 minutes apres la pose du clamp.

3.7.Mise a jelin

Les souris sont privées de nourriture (mais elleseovent I'acces a I'eau de boisson) la veille
jusqu’aux injections intraveineuses qui ont lieuldmdemain matin. La perte de masse
moyenne chez les souris Balb/c agées de 9 senaings 18 heures de jeline est de 11 %.
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3.8.Sacrifices et prélevements

a) Prélevement de sang

Le sang est prélevé au sinus rétro-orbitaire adé'ad’'un capillaire hépariné sur la souris

anesthésiée. Le plasma est collecté aprés une étagentrifugation de 15 minutes a 3000 g
et 4°C, puis conservé a -20°C en attendant 'aealpsins le cas des protocoles impliquant un
prélevement chaque semaine, une alternance eisegeahtre le prélevement au sinus droit et
le préléevement au sinus gauche des souris.

b) Prélevement et préparation des organes

Toutes les souris étaient sacrifiées par élongatemvicale sauf en cas d'injection sous-
cutanée. Les prélevements ont été recueillis imatédient apres le sacrifice. Si les
prélevements sont destinés a une analyse biochémiguau dosage par QPCR, ils sont
directement congelés dans de l'azote liquide dassubes eppendorf 1,5 ml individuels, puis
conservés a -80°C en attendant d’étre analyséss Barcas ou une analyse histologique est
prévue, les prélevements sont montés sur des bosicthe liege surplombés de gomme
tragacanth (Sigma), puis congelés dans de lis@pentefroidi a I'azote liquide. Une fois les
tissus congelés, les prélevements sont placés’@ é®vue d’une coupe au cryostat.

3.9. Evaluation fonctionnelle

a) Etude in vivo

- Test d’échappement :

A) L’animal est placé dans un tube de 30 cm de I&#gqueue est reliée a un capteur de
force. En réponse a un pincement de I'extrémitéadpueue, la souris tente de s'échapper et
tire sur le capteur. Cette opération est recomnend@tervalles réguliers avec au minimum
10 mesures sur un temps maximal de 3 minutes. ingspics de plus grande amplitude,
guantifiant la force globale développée par I'adimant moyennés et normalisés par rapport
au poids de chaque souris. Le test d’échappemepeuieétre réalisé qu’'une seule fois (les
souris comprennent et ne réagissent pas de la rfa&goe au pincement de la queue), il est
donc effectué en fin de protocole d’évaluation fmmnelle.
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Figure 110 — Test échappéent.
A) Dispositif expérimentaB) La souris, placée dans le tube, est reliée aweeage force.

- Test d'agrippement :

Une autre méthode permettant I'évaluation de laefomusculaire des souris est le test
d'agrippement. Ces mesures sont répétables et eftattuées a divers moment clés des
protocoles d’évaluation. L'animal est placé sur grédle reliée a un capteur de force.
L’'opérateur exerce une tension sur la souris cqagrippe et tire alors sur le capteur. La force
développée est normalisée par rapport au poidsadénil et peut illustrer soit la force

globale (quand les 4 pattes sont sur la grillef) ladbrce des seules pattes avant.

A)

Figure 111 — Test d’agrippement.
Ce test évalue la résistance de I'animal a laitnach) Force globaleB) Force des pattes antérieures.
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b) Etude in vitro

La propriété contractile du muscle de la sourdxa également été évaluéenwitro » sur
muscles isolés en mesurant différents parametregl®stimulations électriques. Ces mesures
de mécanique musculaire ont été réalisées surussles EDL (Extensor Digitorum Longus),
sur le soléaire (Sol), ainsi que sur le diaphragbiedividualisation des tendons a chaque
extrémité de 'EDL et du Sol permet un isolemenmptet et sans lésion du muscle.
L’enregistrement du diaphragme est effectué surharele isolée du muscle prélevée a la
localisation présentée dandilgure 112 ci-apres.

cage thoracique

(face ventrale)

L !

Figure 112 — Bande isolée du diaphragme pour évaltian fonctionnelle in vitro.
Cette photographie montre la découpe de la bandeiaggragme aux extrémités de laquelle des
anneaux sont attachés pour réaliser les mesutesgion musculaire dans le dispositif expérimental.

La stimulation nerveuse de ces muscles est agliichent reproduite par une stimulation

électrique. Celle-ci agit sur les terminaisons reses motrices du muscle et sur les fibres
musculaires directement. La contraction muscula#sulte de raccourcissements des
myofibrilles qui composent les fibres. Le raccosseiment de la fibre se répercute sur la
matrice extracellulaire jusqu'aux tendons. De pldss forces externes s’exergant sur le
muscle contribuent au changement ou non de sa éang®n distingue ainsi trois types de

contractions : (i) contraction isométrique qui seduit quand le muscle engendre une tension
sans changer de longueur, (i) une contractionorEqtie produite quand le muscle se

raccourcit et déplace une charge, (iii) une cotibacexcentriqgue produite quand la charge
externe exercée sur le muscle est supérieure @&nkioh musculaire, ce qui provoque

l'allongement du muscle au cours de la périodetiVa€ contractile.
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Figure 113 — Dispositif expérimental de mesure dgsopriétés mécaniques du muscle isolé.
A) Dispositif expérimental. Le dispositif expérimentamprend un stimulateur électrique, un capteur
de force, un capteur de déplacement (ou pot vipramt circuit d’asservissement permettant de
maintenir la longueur du muscle constante lors aletimulation, une pompe permettant de faire
circuler une solution physiologique oxygénée a tnajre constante et un dispositif
d’enregistrementB) Le muscle est placé dans la cuve et relié au gaptforce et au pot vibrant. Il
est stimulé électriquement & l'aide d’électrodéséss le long de la cuve, parallelement au muscle.

Le dispositif expérimental du laboratoire Généthpammet d’étudier différents parametres
musculaires. Il permet non seulement de réalisercdetractions isométriques mais aussi de
faire subir au muscle un allongement ou un raceesement lors de sa stimulation. Nous
avons réalisé trois types de contractiomyitro et mesuré différents parametres décrits ci-
apres :
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- La secousse
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Figure 114 — Secousse musculaire.

Le nombre de fibres musculaires paralléles et thametre déterminent la force maximale
gue le muscle peut développer. Cette force est mdessuite a I'application d’'un stimulus
électrigue unigue qui produit une « secousse maseub. Lafigure 114 présente les 2
phases de la secousse : la phase de contractionpéiase de relaxation. La secousse est
caractérisée par la durée de sa phase de contrd€@), son amplitude maximale développée
(PO) et par son temps de relachement nécessaireoptanir une chute de tension de 50 %
(T50). Différentes secousses musculaires sont teffes pour déterminer la longueur
optimale Lo. La longueur optimale (Lo) est la loegupour laquelle le muscle développe la
plus grande force lors d'une contraction isométrigien I'absence de toute contrainte
externe). Ce parametre important, mesuré pour ehaquscle testé, nous permettra de
normaliser les forces mesurées. Lo doit égalemeatcénnue pour effectuer des contractions
excentrigues comme nous le verrons plus loin.

Les parameétres TC et T50 sont donnés en millisexonida force PO (exprimée en milli-
Newton) est traduite en tension PO N (force noméalipar unité de surface exprimée en
mN/mm?2) en prenant en compte différents paramélmesiuscle (longueur de fibres, densité
et poids du muscle) selon la formule suivante :

PO N = (PO x Ax 1,06 xLo)/masse du muscle

Ou A est un facteur sans échelle correspondanibadmeur des fibres dans un muscle donné.
La littérature indique que A est égal a 0,48 pdubL et a 0,68 pour un Sol. Le diaphragme
n'étant pas décrit, son facteur A est arbitrairetnfixé a 1. Le facteur 1,06 correspond a la
densité du muscle en mg/mnet Lo est la longueur optimale du muscle.
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Figure 115 — Myogramme des testis vitro sur muscle isolé.

- Le tétanos :

Pour obtenir un tétanos la fréquence des stimulatédectriques est augmentée ce qui permet
d’aboutir & une sommation et une fusion des seesu&t la fréquence est assez grande, le
plateau est rectiligne et le tétanos est dit paifai fusionné). Le myogramme obtenu
présente alors une allure de plateau comme onl@eoir dans Idigure 115 Chaque muscle
est stimulé a sa longueur optimale. Tout commedassse, le tétanos est caractérisé par son
amplitude maximale développée (P0) et son tempsl@ehement nécessaire pour obtenir une
chute de force de 50 % (T50). PO sera traduit esida (PO N), et la pente de contraction sera
également mesurée (en mN/ms).

- Contraction excentrique:

Les contractions excentriques se retrouvent erat®tu physiologique par exemple dans le
cas de la descente d'un escalier ou le muscleéaetdt étiré par un groupe de muscles
antagonistes également activés mais développarfotcesupérieure.

In vitro, la contraction excentrique est reproduite enigppht un étirement de 10 % de sa
longueur optimale Lo sur un muscle en contractlemmuscle est soumis a 5 contractions
excentrigues successives espacées de 3 minutes.peluit une chute progressive de la
force isométrique (avant étirement) qui peut éwantifiée en exprimant sa chute relative
entre la premiere (F1) et la cinquieme (F5) conivacexcentrique (voifig. 115. Cette
mesure n'est pas effectuée sur le muscle soléksemuscles lents étant insensibles a
I'exercice excentrique. La chute de force peut étveervée dans un muscle rapide comme
'EDL, elle est< a 20 % dans le cas du muscle sain de la souriBIG5@ScSn. Le muscle
dystrophique est particulierement sensible a I'eikerexcentrique : on observe une chute de
force supérieure chez la soumsdx qui est directement corrélée a la déficience de la
membrane musculaire.
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4. Dosages et mesure d'activité biologique

4.1.Dosage de la mSeAP

L’activité enzymatique de la mSeAP dans un plasammilieu conditionné ou un lysat
tissulaire est quantifiee par une réaction chinmohescente. Les échantillons sont dilués
dans letampon de dilution (a partir de ¥ pour un plasma déterminé de maeigngrique),
puis les phosphatases alcalines endogénes sotivésscpar une incubation a 65°C pendant
5 minutes pour un plasma ou pendant 30 minutes poumilieu conditionné ou un lysat
tissulaire. L'activité de la mSeAP thermorésistaast alors quantifi€e sur un luminometre
(Perkin Elmer, Victor 1420 Multilabel counter) en plaque blanche 96 (&0 pl de la
dilution de I'échantillon) aprés I'ajout diampon réactionnel (50 ul) et du substrat CSPD
(50 ul, kit Phosphalight, Applied Biosystems). lancentration des échantillons est exprimée
en ng/ml a l'aide d’'une gamme étalon de phospha#&sdine placentale humaine purifiée
(kit Phosphalight).

Les lysats tissulaires étaient préparés commetd&i®B, puis 1,7 pl de coktail inhibiteur de
protéase (Complete Mini, Roche) étaient ajoutésipfirul de lysat. Le dosage de la mSeAP
tissulaire était réalisé, puis normalisé par unadesprotéigue de chaque échantillon en
utilisant le kit NanoOrange (Invitrogen).

Tampons :
- Tampon de dilution : Tris-HCI 0,05 M ; NaCl 150 mM ; pH 7,4.

- Tampon réactionnel: diéthanolamine 2M ; MggPR mM ; L-homoarginine 20 mM.

4.2.Titration des anticorps neutralisant le vecteur AAV

La veille de la titration, des plaques de cultuee 48 puits sont ensemencées avec“5.10
cellules Hela par puits et cultivées a 37°C et BQ durant 24 heures. Le jour du test les
échantillons de plasma sont décomplémentés a 5&fft@nd 30 minutes. Les plasmas
décomplémentés sont alors dilués 10 fois, puisidn série avant d’étre incubés 1 heure a
37°C avec un volume équivalent de vecteur AAV-Lucsdrotype testé dilué dans du DMEM
supplémenté de 10 % de SVF ; soit une dilutionldinBes plasmas allant de 1/20 a 1/12800.
Ces milieux contenant 5.10g/cellule sont alors ajoutés dans un milieu déucelfrais sur
les cellules Hela (DMEM, 10 % SVF) et incubés a@ét 5 % de C® Chaque condition est
réalisée en duplicat. Aprés 48 heures les celsdes lavées au PBS puis elles sont lysées et
lactivité luciférase est déterminée selon le peote décrit plus loin. L’activité luciférase
obtenue (exprimée en RLU/10sec/mg protéine) edisé@di pour calculer le pourcentage
d’inhibition de transduction de chaque plasma redatent a l'efficacité de transduction
maximale correspondant a 'AAV-Luc incubé avec ®SPLe titre en anticorps neutralisant
est défini comme étant l'inverse de la dilution ophiibe 50 % de la transduction maximale.
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4.3.Dosage de l'activité luciférase

Le dosage est basé sur une réaction enzymatiqgugochiminescente de la luciférase avec
son substrat conduisant a une émission de photongst] proportionnelle a l'activité de
'enzyme. Les lysats cellulaires sont préparéssmirant le milieu dans les plagques 48 puits
de 'expérience de transduction, puis en lavantédsiles au PBS. 150 ul dempon de lyse
sont alors ajoutés dans chaque puits, et la plagogelée a -80°C jusqu’a analyse. Le jour du
dosage la plaque est décongelée et les cellulesendhérentes sont grattées. Le dosage est
réalisé dans une plaque 96 puits blanche opaqueldguelle sont déposés un aliquot de 10
ul de chaque lysat cellulaire préalablement cemgéfdurant 3 minutes a 4°C et 15 000 g afin
de sédimenter les débris cellulaires. L'activitéiferase est mesurée par un luminometre
(VICTOR? 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer life sciencesaitant de maniére
automatisée et séquentielle chaque puits en ajobanul detampon essaioptimisant la
réaction enzymatique, puis 50 pl de substrat diecttly luciférase (luciférine). La mesure de
'émission de photons (RLU) se fait sur 10 secondles mesures sont normalisées par un
dosage protéiqgue de chaque échantillon par la méthde Bradford et exprimées en
RLU/10sec/mg protéine.

Tampons :
- Tampon d’essai: 25 mM Tris-phosphate, 8 mM Mgl mM DTT (dithiothreitol), 1 mM

EDTA, 15 % Glycérol, et 2 mM d’ATP ajouté extempaéaent le jour du test.
- Tampon de lyse: tampon d’essai sans ATP supplémenté de détefgitmh X-100 a 1 %.

4.4.Mesure d’activité du complément

Il s’agit d’un test hémolytigue mesurant indirecesrhl’activité du complément présent dans
le plasma testé a travers sa capacité a formecataplexes d’attaque membranaire sur des
globules rouges sensibilisés, le relargage d’héommigé est alors mesuré par
spectrophotométrie.

Dans un premier temps, des globules rouges de meusont lavés 3 fois par des
centrifugations de 5 minutes a 1000 g et 4°C sside resuspension du culot de globules
rouges dans 3 volumes de solution de Alsever (Sigtdae solution de 1.fOglobules
rouges/ml est alors préparée en resuspendantoleslgs rouges dans ¢ampon HBS suite a
une nouvelle centrifugation de 5 minutes & 1000 4f€. Cette solution meére est sensibilisée
par une hémolysine (antisérum contre hématie detanpsigma S 1389) a 1/50 durant 30
minutes & température ambiante. Parallélemenpldssnas & tester sont dilués au178lans
dutampon HBS puis dilués en série au demi jusqu’a 1/5180Jn contrdle négatiftémpon
HBS seul) et un contréle positif de lyse sont égaldnmaparés (20 pl deampon HBS
contenant 1 % triton X-100). Les dilutions des pias et les contrdles sont déposés par 20 pl
dans une plague 96 puits a fond rond, puis 200G glabules rouges sensibilisés sont ajoutés
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dans chaque puits et le mélange est incubé 1 lBe8réC sous agitation de 100 rpm. Apres
cette incubation les globules rouges et les débeulaires sont sédimentés par une
centrifugation de 10 minutes a 2000g. Les surndgeabtenus sont transférés dans une
nouvelle plague a fond plat qui est lue au spebtivapmeétre Discovery HT-R (Bio-TEK) a

415 nm (hémoglobine) et & 750 nm (bruit de fon@).densité optique mesurée (DO 750 nm
soustraite a la DO 415 nm) est proportionnelle@étivité en complément des plasmas testés.

- Tampon HBS (Hepes-buffered saline) : Hepes 20 mM, NaCl 150,mdClL 0,5 mM,
CaC} 0,15 mM (pH 7,3 ajusté au NaOH).

4.5.Mesure du temps de coagulation

Le temps de coagulation est mesuré par le testuittk Qui explore la voie dite extrinséque
de la coagulation puisqu’elle est initiée par urctdar tissulaire (thromboplastine). Cette voie
fait intervenir les facteurs de coagulation VII, X/ et la prothrombine comme cela est résumé
dans ldfigure 116ci-apres.

facteur tissulaire + FVII

l Caz+

facteur tissulaire + FVlla

l

ca%

prothrombine » thrombine
FVa + PL + Ca?*

fibrinogéne » fibrine

Figure 116 — Voie extrinséque de coagulation.
La thromboplastine ajoutée au plasma (citraté pidlater une grande partie du calcium) se lie au
facteur VII. Le complexe ainsi formé va activer fecteur X en facteur Xa. Le FXa est capable
d’activer le facteur VIl en FVlla (rétro-contréleogitif), et il active la prothrombine en thrombine.
L'activation de la prothrombine se fait par l'imbédiaire d'un complexe, appelé prothrombinase,
comprenant le FXa, les phospholipides (PL), duieaic ainsi que le cofacteur FV sans activité
enzymatique. La thrombine générée transforme tenblgene en fibrine.

Le temps de Quick est le temps de coagulation & 3i7Gn plasma citraté en présence de
calcium et de la thromboplastine qui est un mélateyéacteur tissulaire et de phospholipides.
Le prélevemant de sang est réalisé au sinus aveapiliaire sec dans un tube contenant un
volume de solution de citrate de sodium a 3,8 %r [@ouwlumes de sang. Les plasmas sont
préparés en centrifugeant 5 minutes a 3000 g aéexrnpe ambiante le sang citraté prélévé
chez les souris traitées ou non par la warfarieetelst est alors réalisé sur 100 pl de plasma a
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37°C en ajoutant 200 pl d'une solution de Ga&l 10 mM contenant 175 pg de
thromboplastine (Sigma 44213). Le temps de Quitldégerminé a I'ceil nu en observant le
temps de formation du caillot de fibrine.

4.6.Production de milieux conditionnés h et mMTNFR-Is/my§G1 par transfection

Les cellules MRC5-V2 sont ensemencées la veillesdare plaque de culture de 6 ss de
maniere a avoir des cellules adhérentes a uneueowti de I'ordre de 70 a 90 % pour la
transfection du lendemain. Le jour de la transfactes complexes transfectants sont préparés
en incubant durant 20 minutes 12 ug de plasmide 48qul de polyéthyleneimine branchée a
10 mM en amine (PEI 25 kDa; Sigma) dans un volumal file 800 pl de NaCl 150 mM a
température ambiante. Le milieu de transfectioalfde 4 ml est préparé en ajoutant 3,2 ml
de milieu DMEM sans sérum sur les 800 ul de congdetransfectants. La transfection
transitoire est effectuée par ajout de 4 ml deemilie transfection par puits sur les cellules
préalablement rincées avec du PBS. Aprés une itiombale 3 heures, le milieu de
transfection est remplacé par 4 ml de milieu deucel complet (DMEM 10 % SVF,
penicilline 50 U/ml, streptomycine 50 pug/ml). Apr86 heures d’incubation a 37°C, les
milieux conditionnés sont récoltés et conservé8AC en attendant I'analyse (ELISA pour
détecter le transgene, ou évaluation d’activitdoigiojue de la protéine transgénique, décrits
ci-apres).

4.7.Dosage par ELISA du hTNFR-Is, mMTNFR-Is et mTNF

Les dosages du hTNFR-Is, du mTNFR-Is et du TNF marit été effectués sur différents
échantillons : des milieux conditionnés obtenustparsfection transitoira vitro, des lysats
de muscles, du plasma. Le dosage est effectué lp@AEEnzyme Linked-Immuno-Sorbent
Assay), a l'aide des kits DuoSet correspondants{F&/stems DY225, DY425 et DY410),
selon les recommandations du fabricant. La conatotr des échantillons est déterminée par
mesure de l'absorbance a 450 nm (systeme HRP/TMB)rsspectrophotométre Discovery
HT-R (Bio-TEK) a l'aide d'une gamme étalon inteenehaque plaque 96 puits réalisée avec
la protéine recombinante correspondante. Les corat&ms massiques de TNFR-Is/migG1l
sont exprimées en équivalent de monomere TNFRetsmbinant.

Dans le cas du dosage ELISA sur des lysats tissa)des organes (25 mg) étaient broyés a
l'aide du systéme FastPrep-24 (MP Biomedicals) dansolume de 500 ul de tampon de
lyse (Tris base 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, dritX100 0,1 %). Puis le dosage
ELISA était réalisé et le résultat était normal@ur chaque échantillon par un dosage
protéigue réalisé selon la méthode de Bradford.
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4.8.Evaluation de I'activité biologique de la protéineTNFR-Is/migG1

L’activité biologique des TNFR-Is/migG1l contenusngales milieux conditionnés de
transfectionn vitro ou dans le plasma des souris est évaluée paibitiom de la lyse induite
par le TNF sur les cellules sensibles L929. Ceitébition est évaluée par détermination de la
viabilité des cellules L929 grace a un dosage MO&s cellules L929 sont des cellules de
tissu conjonctif de souris de morphologie fibrobtasee (ECACC 85011425). Elles sont
cultivées a 37°C dans une étuve a 5 % de, @ans un milieu DMEM contenant les
antibiotiques pénicilline (50 U/ml) et streptom34/ei(50 pa/ml) ainsi que 10 % de SVF.

La veille du test 10 de milieu contenant 4.1@ellules L929 est ensemencé dans chaque
puits de plaques de culture 96 puits. Le jour dti fess échantillons (ou encore du TNFR-Is
recombinant humain ; R&D Systems) sont dilués pan2érie dans un volume final de 100
ul de milieu de culture en présence de 200 pg/miINIE recombinant murin (R&D Systems)
et de 4ug/mL d’actinomycine D. L’actinomycine D est un iblieur de la transcription qui
empéche la synthése protéique et notamment cellprdédines anti-apoptotiques induites par
la voie NF«B, ce qui potentialise la cytotoxicité du TNF. Usner6le positif correspondant a
du milieu sans TNF contenantug/mL d’actinomycine D est également préparé. Ldgeum
obtenus sont incubés sur les cellules L929 penti@iteures a 37°C avant de réaliser le test
MTT.

Le test MTT est un dosage colorimétrique reposantlad capacité des déshydrogénases
mitochondriales des cellules viables a réduirelals tétrazolium (MTT) en formazan bleu.

Le milieu de chaque puits est remplacé par 1l0@e milieu de culture sans SVF contenant
500 pg/ml de MTT. La plague est ensuite incubéeutds a 37°C, puis le milieu est aspiré et
les cristaux de formazan formés sont dissouts enart@émps que les cellules par I'ajout de
100 ul de DMSO dans chaque puits. Finalement l'dd@aswe est lue a 570 nm sur un
spectrophotomeétre Discovery HT-R (Bio-TEK). Le poamtage de survie est calculé
relativement aux cellules contrble incubées aveamilieu sans TNF contenant gig/mL
d’actinomycine D (100 % de survie). La concentmatien protéine transgénique des
échantillons de milieu conditionné ou de plasmaceshu avant de réaliser le test (dosage par
ELISA), ce qui permet d’exprimer la survie celluien fonction de la quantité de TNFR-
Is/migGL1 incubée sur les cellules L929.

4.9.Analyse d'lIgG par ELISA

L’analyse semi-quantitative ddgG plasmatiques anti mMTNFR-Is ou anti hTNFR-Is est
réalisée par un ELISA en sandwich. La protéinecdpture hTNFR-Is recombinant ou
MTNFR-Is recombinant (R&D Systems, 636-R1/CF et-BRA5CF) est fixée au fond de la
plaque de dosage (R&D Systems, DY990) par une at@ub d'une nuit & température
ambiante, a la concentration de 200 ng/mL dansul@@ PBS. La plaque est alors lavée avec
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du PBS-tween (tween20 0,05 %), puis le blocageéadisé pendant 2 heures avec 300 pl de
PBS contenant 1 % d’albumine de sérum bovin (ASB)quits. Les échantillons sont ensuite
déposés en dilutions successives (200 ul final danBBS 1 % ASB), et incubés durant 2
heures. Un anticorps secondaire de mouton antidgGouris (Amersham biosciences, NA
931) couplé a la Horse Radish Peroxidase (HRPjlest incubé deux heures a 1/5000. Aprés
lavage, I'ajout du substrat de la peroxydase, | Mtraméhylbenzidine), permet l'obtention
d'une réaction colorée proportionnelle a la quantiigG présente dans I'échantillon. La
réaction est stoppée au bout de 20 minutes pat djacide sulfurique 2N, puis la plaque est
lue & 450 nm sur un spectrophotometre DiscoveryRHBio-TEK).

Le TNFR-Is/migG1l murin étant moins immunogene udTNFR-Is/mIgG1, les plasmas
sont dilués a 1/90 contre 1/2490 pour ce dernier.

Les plasmas collectés chaque semaine chez unes smni tous analysés sur une méme
plague, et tous les plasmas d’un méme protocole amalysés parallélement le méme jour.
Un plasma est considéré immunoréactif si l'absaanobtenue apres le traitement est
supérieure ou égale a deux fois I'absorbance obtavant traitement a JO (bruit de fond). Les
plasmas immunoréactifs correspondent bien a unens&phumorale contre les transgéenes
TNFR-Is/mlgG1 car aucune présence d’anticorpshamiFR-1s n’est détectée chez les souris
contrbles ; de plus, toute souris présentant uteisumunité contre son mTNFR-Is endogéne
a JO est éliminée des analyses.

L’analyse semi-quantitative desus classes d’'lgG 2a et 2ainsi que deggG anti AAV6

est réalisée selon le méme protocole a I'excemt@npoints suivants :

- pour l'analyse dekyG2a et 2bles anticorps secondaires suivants sont utiligggicorps de
chevre anti IgG2a ou IgG2b (SouthernBiotech, 1083:01090-05) utilisés au 1/4000. Les
plasmas sont dilués au 1/30 pour les IgG2a et300Jgour les IgG2b.

- pour lanalyse detyG contre I'AAV6 : 2.10 vg d’AAV6-Luc sont adsorbés au fond de
chaque puits dans du tampon carbonate a 0,1 M (pHuBe nuit a 4°C dans une plague 96
puits Maxisorp (Nunc, 442404). La dilution des phas est de 1/36°

4.10.Dosage de la créatine kinase plasmatique

La créatine kinase musculaire (CK) est une enzyrmeipalement trouvée dans le muscle, le
coeur et le cerveau. La CK libérée dans le sangsapné atteinte membranaire des fibres
musculaires peut étre dosée en mesurant son acaivilymatique. La créatine kinase catalyse
le transfert d’'un radical phosphoryl de la créagphesphate (substrat) vers le coenzyme ADP
selon la réaction réversible suivante :

H*

2+
Mg créatine

créatine-phosphate
ADP ATP
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L’activité de la CK est mesurée par spectrophotoméin suivant la formation de NADPH a
340 nm lors d’'une réaction couplée. Cette réaaimymatique couplée exploite les enzymes
hexokinase (HK) et glucose-6-phosphate deshydregénéG-6-PDH). L’hexokinase
phosphoryle du D-glucose en D-glucose-6-phosphateitisant I'ATP produit lors de la*f
réaction, puis la glucose-6-phosphate deshydrogémagde le D-glucose-6-phosphate avec
une réduction concomitante de NAD& NADPH.

Chaque échantillon de plasma dosé est dilué al™/dlans letampon A, puis 15 pl sont
déposés en plague 96 puits (perméable aux UV).éhation enzymatique est initiée par
lajout de 200 pl degampon B. L'apparition de NADPH est mesurée a 340 nm su un
cinétique de 10 minutes (1 mesure par puits paseddndes) avec un spectrophotométre
Discovery HT-R (Bio-TEK) thermostaté a 37°C. Laegise initiale est mesurée pour chaque
échantillon en calculant la pente de la phaseostadire linéaire des courbes réactionnelles.
La concentration de CK de I'échantillon est mesugé&ce a une courbe étalon de CK
(créatine kinase musculaire de lapin, Sigma C3&xpyimant la vitesse initiale en fonction
de la concentration. Les résultats sont expriméd/en une unité de créatine kinase transfert
1 mmole par minute de phosphate de la phosphooeéagrs 'ADP a 30°C et pH 7,4. Les
échantillons donnant une vitesse initiale en deldgerda phase linéaire de la gamme sont
dosés a nouveau a une dilution de 17160

Tampons (kit CK-NAC, RANDOX) :

- Tampon A : tampon imidazole 0,10 M pH 6,7 ; glucose 20 mMg-acetatel0 mM ;
EDTA 2 mM.

- Tampon B (enzymes, coenzymes et substrats) : ADP 2 mM ; AViBM ; diadenosine
pentaphosphate 10 uM ; NADP 2 mM ; BK2,5 U/ml ; G-6-PDH> 1,5 U/ml ; N-acétyl-L-
cystéine 20 mM (réactivateur enzymatique de lator@&inase) ; créatine phosphate 30 mM.

5. Histologie

5.1.Préparation des échantillons

A Tlaide d'un cryostat (Leica CM3050, possédant useceinte a -20°C) des coupes
transversales de 8 um d’épaisseur sont réaliséelessunuscles précédemment congelés et
montés sur bouchon. Puis les coupes sont étalédanse et conservées a -80° en attendant
lanalyse.

5.2.Coloration HPS

L’Hématoxyline-Phloxine-Safran (HPS) est une cdiora histopathologique de routine
mettant en évidence les différentes structureauléises et cellulaires. L'hématoxyline
(colorant basique) colore les acides nucléiqueblen noir tandis que la phloxine (colorant
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acide) colore en rouge plus ou moins intense le®ptasmes et certaines structures
extracellulaires, qui sont dits « éosinophiles wfif; le safran colore les fibres conjonctives
(collagéne) en jaune-orangé.

Un premier bain de 3 minutes est effectué dansridiéxyline de Harris (Sigma), puis les
lames sont lavées a I'eau puis plongées rapiderdans une solution d’alcool chlorhydrique
a 0,2 % (v/v) pour éliminer I'excédent de colorakpres un nouveau lavage a l'eau, les tissus
sont bleuis dans I'eau de Scott (solution a 3,5@/Micarbonate de sodium et 20 g/l de sulfate
de magnésium) pendant 1 minute avant d'étre de emuvincés a l'eau et colorés a la
phloxine 1 % (Sigma) pendant 30 secondes. Aprésagm a l'eau, les coupes sont
déshydratées a I'éthanol 70° pendant 1 minute, niuiges dans I'éthanol absolu. Les tissus
sont ensuite colorés au safran 1 % (v/v dans deali®| absolu) pendant 3 minutes et rincés a
I'éthanol absolu. Finalement, les lames sont ma@ngde milieuEukitt (Fluka) aprés 2 bains
d’Histosol de 2 minutes.

5.3.Marquages histo-enzymatiques

a) Révélation de la mSeAP

La révélation histo-enzymatique de la mSeAP estisém sur coupes histologiques
décongelées puis fixées avec un solution de gldégmgde 0,5 % (v/v) durant 10 minutes.
Les coupes sont alors lavées 2 fois au PBS et Hesphatase alcalines endogenes sont
inactivées par un bain de PBS chauffé a 65°C di@mhinutes. La révélation de la mSeAP
(en violet) est alors effectuée par une incubatiome nuit dans une chambre humide & 37°C
a laide d’un solution contenant 0,165 mg/ml der&rbo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP,
Promega), 0,33 mg/ml de nitroblue tetrazolium (NBfomega), 100 mM de Tris-HCI (pH
9,5), 100 mM de NaCl et 50 mM de MgCLes lames sont alors contre-colorées avec du
rouge a noyau (1,2,3,5,6-tetrahydro-6-phenylimig2Zeb)thiozole a 1 mM ; levamisole ;
Sigma) par un traitement de 1 minute. Les lames famalement plongées 4 minutes dans du
butanol, déshydratées par des bains d’alcool @wlsssuivis d’'un bain de xyléne, puis
montées a 'Eukitt (Fluka).

b) Révélation de lap-galactosidase

Aprés décongélation, les coupes transversales foagrgs pendant 10 minutes dans une
solution de glutaraldéhyde 0,5 % (v/v) avant d'@éneées 3 minutes dans du PBS puis dans
une solution de MgGIL mM. La révélation de Ig-galactosidase (en bleu) est ensuite réalisée
en incubant les coupes dans une solution de X-Gahg/ml (5-bromo-4-chloro-3-indoly3-
D-galactopyranoside), &e(CNy 5 mM, KsFe(CN)} 5 mM, et MgCi 1 mM dans du PBS
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pendant 5 heures a 37°C. Les lames sont enfingéndéux fois dans du PBS avant d'étre
contre-colorées au rouge a noyau et montées aittggkuka).

5.4. Immunomarquages

a) TNFR-Is et CD8

Les immunomarquages du mMTNFR-Is et du hTNFR-Is ofté réalisés par
immunohistochimie en utilisant la révélation HRPMBAou encore par immunofluorescence
lors d’un co-marquage avec le CD8. Dans le cas dugunage immunoenzymatique des
TNFR-Is révélés par la HRP (horse raddish peroxgjddes coupes ont été décongelées,
réhydratées avec du PBS, puis les peroxydases emelogont été inactivées par une
incubation de 20 minutes avec de I'eau oxygénaeddil Aprés 2 lavages au PBS, les sites
non spécifiques sont bloqués par une incubatioB0dminutes avec du PBS contenant 10 %
de sérum de lapin. Les anticorps primaires suivantsensuite été incubés 2 heures sur les
lames : anticorps polyclonal de chévre anti-TNFRwsain ou murin a 1,5 pg/ml (AF225 et
AF425, R&D Systems). Aprés un lavage au PBS urcaris secondaire polyclonal de lapin
anti-lgG de chevre couplé a la HRP a été ajoutedréna 2,5 pg/miR 0449 DAKO).
Finalement, aprés de nouveaux lavages au PBSpiaglexes immuns couplés a la HRP sont
révélés avec le substrat diaminobenzidine (DAB K, et les lames sont déshydratées et
montées a l'eukitt (Fluka).

Dans le cas des immunomarquages en fluorescenC®8wet du TNFR-Is humain, le méme
anticorps primaire que celui décrit ci-dessus @bsé pour hTNFR-Is, mais on ajoute sur les
coupes un anticorps primaire de rat anti @GD8 5 pg/ml (clone CT-CD8a ; Caltag
Laboratories). Les anticorps secondaires suivamis ensuite utilisés : anticorps polyclonal
d’ane anti-lgG de chevre couplé a I'AlexaFluor-5842 pg/ml A-11058, Invitrogen
molecular probes) et un anticorps polyclonal denlamti-lgG de rat biotinylé utilisé a 3,85
ng/ml (P0467,DAKO) avec de la streptavidine conjuguée a I'Aleei-488 a 5 pg/mi-
11223, Invitrogen molecular probes). Du sérum de souris witisé au 1/50™ lors de
lincubation de l'anticorps de lapin anti-rat biogié afin d’éviter une cross-réactivité au
niveau des IgG murines présentes dans le musdielpgique dystrophique. Enfin, les lames
sont montées en milieu Fluoromount G (0100-20, I$=mt BiotechVector) contenant du
DAPI pour marquer les noyaux.

b) Myosine lente

L'immunomarquage de la myosine lente a été réai@éimmunohistochimie en utilisant la
révélation HRP/DAB selon le protocole décrit plasihpour les TNFR-Is avec les exceptions
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suivantes : le blocage est réalisé avec 10 % damrsde souris, I'anticorps primaire utilisé est
un anticorps monoclonal de souris anti-myosineeldnimaine reconnaissant également la
myosine lente de souris (clone NOQ7.5.4D, Sigmajl¥é au 1/1008" dans du PBS une
nuit a 4°C. L'anticorps secondaire est un anticalpshévre anti IgG de souris couplé a la
HRP (EnVision K4001, Dako) incubé 30 minutes suafae.

5.5.0bservation du bleu Evans

Les coupes de muscle sont séchées puis fixéescétdi@ refroidi a -20°C pendant 10
minutes avant d'étre rincées au PBS. Les lames sensuite montées au
Vectashield/Fluoromount (Vector) puis scellées aweeernis incolore.

6. Acquisition et analyse d’'images de microscopie

a) Acquisition

Les photographies des colorations HPS et marquadgda mSeAPp-galactosidase, et des
TNFR-Is (HRP) ont été prises en transmission ald’ad’un microscope Nikon ECLIPSE
E600 équipé d'une caméra Sony 3CCD DSP et d'untefplane motorisée. Le logiciel
Cartograph (Microvision) permet de reéaliser destpiaphies de coupes transversales
completes de muscles en assemblant automatiquedesntchamps de microscopie non
chevauchants pris avec un objectif 4X.

Les photographies de microscopie en fluorescenadandt le bleu Evans sur coupes entieres
ont été obtenues en utilisant un microscope adkmance inversé LEICA DM IRBE équipé
d’'une platine motorisée et d’'une caméra couleun& langueur d’onde d’excitation de 633
nm avec un objectif 10X. Le logiciel Cartograph ¢kdivision) a été utilisé pour prendre les
photographies.

Les photographies de champs microscopiques desuageg multiples en fluorescence du
hTNFR-Is, du CD8 et du DAPI ont été prises aveanicroscope inversé Zeiss Axiophot2
couplé & une caméra 3CCD couleur HAMAMATSU a l'adlan objectif 20X. Les filtres
d’excitation de la rhodamine, du FITC et un filtds&% ont été utilisés pour acquérir 3 images
de fluorescence émises respectivement par le hTINFReuge), le CD8 (vert) et le
DAPI (bleu) ; ces 3 photographies au format RVB {&§®-Vert-Bleu) ont été assemblées par
la suite a 'aide du logiciel Adobe Photoshop 7.0.

- 213 -



Matériels et méthodes

b) Analyses morphométriques

Les analyses morphométriques ont été réaliséedesirimages de coupes transversales
completes en utilisant le logiciel ImageJ 1.41o0H{NILa premiéere étape consiste a délimiter
les contours du muscle a l'aide d’'un stylet et d't@blette graphique Wacom afin de mesurer
I'aire totale de la coupe transversale (donnéecgnbne de pixels). Puis les mesures des aires
d’intérét (cas HPS) ou le comptage des fibres pesitpour le bleu Evans étaient réalisés.
Finalement, chaque aire d'intérét est rapportéa sutface totale de la coupe transversale
correspondante afin d’exprimer l'aire en pourceatdg la surface de la coupe. Dans le cas de
'analyse morphométrique des colorations HPS lessal’intérét ont été définies comme :

- l'aire d'infiltration et de nécrose

- ou l'aire pathologique correspondant a l'airénfiltration et de nécrose additionnée des
aires de régénération.

L'infiltration est définie comme étant l'aire detbres adjacentes a plus de 2 monocytes
présents dans la zone interstitielle.

Le fibres considérées comme nécrotigues sont sgdlines gonflées et rondes, soit
fragmentées et ayant un contour indistinct, soit@irs de phagocytose, ou encore calcifiées.
La régénération est caractérisée par la centroatimfé de fibres de calibre normal
(immature), ou de myotubes centronuclées basopidgeetit diamétre en fin de régénération.
Les groupes de myoblastes n'ayant pas encore fusi¢distingués des monocytes par leur
cytoplasme légérement plus abondant et basoplilaf) é&galement intégrés dans l'aire de
régénération.

Le décompte des fibres positives pour le bleu Esanfait aisément car méme si l'intensité
de fluorescence est variable d’'une fibre a l'aules, seules autres structures fluorescentes
dans le rouge sont des vaisseaux sanguins ougarfares léger marquage interstitiel.

Le comptage des fibre positives pour le bleu Evarservi a classer les muscles selon un
« indice de perméabilité » défini comme étant lenbe de fibres positives pour le bleu
Evans par unité de surface. Cet indice est sansdgua et est présenté en pourcentage
relativement au muscle le plus atteint du protofigea 100 %.

7. Statistiques

L'analyse statistigue de comparaison des moyennedéaréalisée a l'aide du logiciel

GraphPad Instat.

Un test de normalité a été effectué pour évaludisiibution des populations testées selon la
méthode de Kologorov et Smirnov. En cas de digtinbunon Gaussienne un test non
paramétrigue Mann-Whithney a été réalisé. En casdidiibution Gaussienne un test

paramétrique est réalisé : le test T de StudenhsDa cas ou les écarts-types des 2
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populations étaient significativement différentss(é par la méthode de Bartlett), un test T
modifié de Welch a été appliqué.

L’ensemble des tests a été réalisé selon une hgpothilatérale, aucun a priori n’étant fixé
guant au sens d'une différence entre les moyeraggrientation ou baisse du niveau de
mSeAP plasmatique dosé lors de transduction AAYrésence d’un traitement adjuvant par
exemple). Les résultats sont présentés sous foemmayenne + écart type, et le seuil de
signification choisi est de p=5 %.
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La thérapie génique de myopathies telles que laalylsie musculaire de Duchenne nécessite
une approche systémique afin de traiter I'enserdbléa musculature. Le vecteur AAV est
actuellement le plus efficace pour transduire lescteu Nous montrons que la biodistribution
du vecteur AAV administré par voie veineuse peut énodifiée en utilisant diverses
stratégies adjuvantes chez la souris saine. Lain&ion de polymeéres permet ainsi
d’améliorer la transduction des muscles par learrcBAV, ou encore de baisser la réponse
immune neutralisante induite par linjection inteenveuse du vecteur. Nous abordons
également I'impact de facteurs modulateurs exogénesndogenes — tels que la procédure
d’administration ou certains facteurs sanguinsrHastransduction systémique de 'AAV.

Dans une seconde approche, nous avons évalué risfemade génes dans le muscle
dystrophique afin de sécréter dans la circulatiamggine une protéine transgénique
fusionnant le récepteur soluble | du TMRvec le fragment constant d’'une immunoglobuline
(TNFR-Is/migG1). La comparaison des cinétiques @&étion obtenu aprés le transfert de
gene dans le muscle de souris saines ou de sgusti®phiquesndxindigue que le contexte
inflammatoire du muscle dystrophique favorise uéponse immune contre le transgéne.
Nous montrons que l'expression et la sécrétion dianant murin peu immunogéne du
TNFR-Is/mlgG1 améliore la fonction musculaire deséaurismdx sans toutefois conférer un
avantage sélectif aux fibores musculaires dystrapsqui continuent leur cycle de nécrose et

de régénération.
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