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Résumé

Le traitement du cancer par thérapie génique nécessite d’'une part des genes suicides efficaces et,
d’autre part, I'adressage spécifique de ces génes aux cellules cancéreuses. J'ai d'abord caractérisé un
nouveau gene suicide dérivé de la désoxycytidine kinase humaine (dCK) : le M36. Comparé a la dCK, le
M36 permet une meilleure sensibilisation des certaines cellules cancéreuses aux traitements avec
différents chimiothérapeutiques comme la gemcitabine et la cytarabine. Ces résultats sont
particulierement encourageants pour I'élimination des cellules cancéreuses résistantes a ces
traitements du fait d’'un défaut de la dCK. Dans une deuxiéme partie, je me suis intéressée a
I'adressage spécifique des transgénes aux cellules cancéreuses par les vecteurs lentiviraux. J'ai travaillé
a la preuve de concept qu’une enveloppe (Env) VIH modifiée peut permettre un tel ciblage. J'ai généré
une Env qui a fortement diminué son tropisme naturel et qui comporte un motif liant le marqueur

tumoral modeéle HER2.

Mots-clés : Thérapie génique des cancers, gene suicide, enveloppe VIH-1, ciblage spécifique des
cellules cancéreuses

Abstract

Cancer gene therapy requires the use of an effective suicide gene and the specific targeting of cancer
cells. In my PhD work, | have first characterized a new potential suicide gene derived from human
deoxycytidine kinase (dCK): M36. Compared to dCK, M36 improves sensitization of certain cancer cells
to treatment with chemotherapeutic compounds as gemcitabine and AraC. These results are
particularly encouraging for the elimination of cancer cells resistant to the treatment because of a
defect with dCK. In a second part, | have worked at the proof of concept that a modified HIV envelope
can allow specific targeting of cancer cells by lentiviral vectors. During this work, | have generated a
CD4i envelope with a strongly diminished natural tropism and that carries a motif known to bind the
model cell surface cancer marker HER2. This envelope constitutes a good starting material to be
improved by evolution in cell culture to obtain specific targeting of HER2+ cells.

Keywords : Cancer gene therapy, suicide gene, HIV-1 envelope, specific targeting of cancer cells
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Partiel:  La thérapie génique dans le domaine du cancer

| Généralités sur le cancer

1.1 Processus de cancérisation

Le cancer est aujourd’hui la deuxiéme cause de mortalité dans les pays occidentaux aprés les
maladies cardiovasculaires et constitue un enjeu majeur de santé publique’. Le cancer résulte
de l'acquisition de mutations conduisant a une prolifération anormale de la cellule au sein du
tissu sain. Cette accumulation de mutation entraine une dérégulation du cycle cellulaire, ce qui
conduit notamment a une croissance incontrélée des cellules, a la perte d’inhibition de contact
et a la perte de la capacité de différenciation. Une seule cellule transformée est a I'origine de la

masse tumorale (figure 1).

Carcinogene

Cancer in situ Stade métastatique

Figure 1 : Les différents stades de développement du cancer 2,

Si la masse tumorale est initialement clonale, les cellules filles commencent rapidement a
diverger de la cellule initialement mutée. Au début du processus, la divergence entre les
cellules de la masse tumorale est relativement faible et on parle d’hyperplasie. Lorsque la
divergence devient plus grande on parle alors de dysplasie. S’en suit la phase de cancer in
situ, au cours de laquelle la masse continue de croitre tout en restant localisée au niveau du
tissu ou elle a pris naissance. Puis vient la phase de métastase, lorsque certaines cellules de
la masse tumorale se détachent et entrent dans la circulation sanguine, conduisant a des

sites secondaires de cancer dans des tissus plus ou moins éloignés du site primaire. Le
3



processus de développement du cancer est ainsi progressif et complexe. En fonction du tissu

ou se localise le tumeur, les caractéristiques cellulaires peuvent étre différentes. Toutefois,

la plus part des types de cancers posseédent des caractéristiques communes (figure 2).

Activation permanente
des circuits de prolifération
cellulaire

Inactivation
des génes suppresseurs
de tumeur

Activation des capacités
d'invasion et de métastases

Activation
de Fimmortalisation
ot activation des télomérases

. e s s 3
Figure 2 : Les caractéristiques communes aux différents types de cancer ".

Ces caractéristiques ont été définies afin d’avoir une vision plus simplifiée de ce processus

complexe et sont au nombre de 6% :

La prolifération de maniére incontrolée. Un point commun a toutes les cellules

cancéreuses est qu’elles possedent des mutations dans des genes jouant un réle clé
dans la stimulation de la division cellulaire et ces genes font le plus souvent partie de
la famille des proto-oncogénes’. Lorsqu’un proto-oncogéne est muté il est alors
appelé oncogene et les oncogenes présentent une activité accrue comparée aux
génes sauvages. L’expression des oncogénes induit une forte stimulation de la
croissance cellulaire via la production de facteurs de croissance et des récepteurs qui
leur sont associés.

L'échappement aux signaux inhibiteurs de croissance. Dans la trés grande majorité

des cancers, il a également été mis en évidence des mutations dans les génes
suppresseurs de tumeur®. Comme I'indique leur nom, ces génes codent pour des
protéines qui régulent négativement la croissance cellulaire, et les mutations qui leur

sont associées visent principalement a inhiber leur expression.



iii. L'échappement aux signaux de mort cellulaire. L'apoptose est un processus naturel

qui contribue a I'élimination des cellules et qui intervient tout au long du cycle de
développement et de la vie de 'individu. Ce processus intervient également au cours
du développement de la masse tumorale et vise a éliminer les cellules modifiées afin
de prévenir le développement du cancer. Le déréglement du cycle cellulaire en jeu
dans les cellules cancéreuses devrait entrainer une activation de la voie apoptotique
dans celles-ci, mais des mutations affectant les génes impliqués dans le mécanisme
d’apoptose permettent aux cellules cancéreuses d’échapper a ce systéme de
controle>®.

iv.  La prolifération de maniére illimitée. Les cellules saines réalisent normalement un

nombre de division limitée, en partie, du fait de la taille des télomeres qui se
raccourcissent apres chaque division. Les télomeres protéegent les extrémités
chromosomiques et sont dégradés a chaque division cellulaire jusqu’a atteindre une
longueur minimale, ce qui conduit a I'activation de mécanismes de mort cellulaire
programmée. Dans le cas des cellules cancéreuses cependant, I'activité télomérase
est réactivée, ce qui permet de maintenir une longueur suffisante des téloméres
grace a une activité accrue de la télomérase, évitant ainsi I’activation des signaux de
mort cellulaire’.

v. La capacité angiogénique. Comme pour les cellules saines, le développement des

cellules cancéreuses nécessite un apport en nutriments et en oxygene qui est réalisé
a travers les vaisseaux sanguins. Il a été mis en évidence que des le début du
processus de cancérisation, les mécanismes permettant I'angiogenése, a savoir la
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins, sont déja mis en place®.

vi. La formation des métastases. |l semble que la capacité des cellules cancéreuses a

former des métastases est un processus lent et progressif qui se met en place de
maniére précoce dans le développement de la tumeur’. L’analyse de nombreuses
cellules métastatiques indique en effet que dés I'apparition des premiéres cellules
cancéreuses, la masse cancéreuse tend a faire des métastases, étape finale du

développement cancéreux.

1.2 Microenvironnement tumoral

L'acquisition des 6 caractéristiques précédemment citées se fait via l'introduction de

différentes mutations au début du processus de cancérisation. Leur maintien et le
5



développement de la masse tumorale impliquent cependant de nombreux autres facteurs et
types cellulaires a proximité du site développement de la tumeur, ce qui crée un

microenvironnement particulier autour de la tumeur (figure 3).
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Figure 3 : Composition du microenvironnement tumoral '’

Ce microenvironnement est spécifique au tissu ou se situe la tumeur et prend en compte des
éléments tel que les différents types cellulaires présents, les facteurs sécrétés au niveau de
la matrice extracellulaire et l'interaction entre tous ces éléments. Cette notion de
microenvironnement tumoral est particulierement importante pour la mise en place de
stratégies thérapeutiques. En effet, la composition de cet environnement a un impact direct
sur la sensibilité des cellules aux stratégies d’'immunothérapie et de thérapie génique. De
maniére générale, les masses tumorales sont composées, en plus des cellules cancéreuses,

de:

i.  Cellules souches cancéreuses. De telles cellules sont retrouvées dans une grande

variété de cancers'®™. La notion de cellules souches cancéreuses est liée au fait que
certaines cellules de la masse tumorale sont capables de se renouveler et de croitre
de facon a maintenir la masse tumorale comme feraient les cellules souches pour le
maintien d’un organe. Ces cellules ont été caractérisées au début des années 2000 et
sont considérées comme étant a I'origine de la pathologie et du développement de la

tumeur.



ii. Cellules endothéliales associées a la tumeur. Ces cellules font partie de la

composition des vaisseaux sanguins et participent au processus d’angiogenése. Il

semble que les facteurs sécrétés par les cellules endothéliales participent également

au développement de la masse tumorale™**>.

iii.  Péricytes. Ces cellules situées au niveau de la lame basale des endothéliums
participent normalement au maintien de ceux-ci via la sécrétion de divers facteurs.
Dans le cadre de tumeurs, il semblerait que l'interaction entre les péricytes et les
cellules endothéliales soit altérée, déstabilisant I'intégrité de la lame basale et
facilitant ainsi I'évasion des cellules cancéreuses. Les péricytes participent donc au

développement du cancer vers le stade métastatique™.

iv.  Cellules de linflammation et de l'immunité. Leur présence au niveau du

microenvironnement tumoral a été mise en évidence au début des années 90. Il

apparait que dans cet environnement, ces cellules sécrétent des facteurs favorisant

la croissance des cellules et participant également au processus de métastase’’”*2.
L'importance de ces cellules d’un point de vue clinique est notamment étudiée dans
le cas du cancer du colon par exemple.

v. Fibroblastes. Le réle des fibroblastes au niveau du microenvironnement tumoral

n‘est pas totalement élucidé mais il semblerait qu’ils sécretent des facteurs

participant a la composition de la matrice extracellulaire.

Il Traitements classiques des cancers

Les traitements classiques pour le cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la
chimiothérapie. La chirurgie et la radiothérapie sont des traitements locaux, alors que la
chimiothérapie est une méthode systémique du fait du mode d’administration des
composés utilisés. La chirurgie et la radiothérapie présentent certaines limites qui en

revanche ne sont pas présentent dans le cas de la chimiothérapie.

1.1 Chirurgie

La chirurgie est la premiere méthode décrite pour le traitement du cancer. L'utilisation de la
chirurgie pour le traitement des tumeurs est déja reportée dans des papyrus égyptiens
datant de 1700 ans avant Jésus Christ. Les méthodes chirurgicales ont cependant bien
évolué avec notamment I'approfondissement des connaissances sur I'anatomie du corps
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humain ainsi que sur la biologie méme des cancers. Le traitement du cancer par chirurgie
consiste principalement a éliminer tout ou une partie de la masse tumorale avec des
protocoles cliniques bien définis. Aujourd’hui la chirurgie est aussi bien utilisée dans le cadre
d’un traitement curatif que dans le cadre d’un traitement palliatif. Suite a I'ablation de la
masse tumorale, il se peut cependant que certaines cellules cancéreuses ne soient pas
éliminées. Ainsi, pour limiter les risques de récidives ou de métastases, la radiothérapie ou la

chimiothérapie sont classiquement utilisées en complément de la chirurgie.

[I.2  Radiothérapie

Le but de la radiothérapie est d’induire la mort cellulaire en causant des dommages au
niveau de I’ADN via I'utilisation de rayons ionisants de forte énergie tel que les rayons X ou
les protons. L'application des radiations peut conduire a des dommages directs sur les brins
d’ADN ou a la formation de radicaux libres qui eux, généreront les dommages. |l existe deux
principales méthodes d’application de la radiothérapie : une application externe, et une
stratégie de radiothérapie interne. Cette derniére stratégie consiste a utiliser des composés
radioactifs qui sont mis en contact direct de la masse tumorale sous forme de billes ou de fil
introduit dans le corps du patient. La radiothérapie impacte directement la réplication
cellulaire et vise principalement les cellules a division rapide. Dans une grande partie des
cas, les cellules cancéreuses ont un métabolisme cellulaire plus rapide que la plus part des
cellules saines, elles seront donc prioritairement touchées par le traitement. Tout comme la
chirurgie, les stratégies de radiothérapie ont considérablement évolués afin d’éliminer au
plus les effets secondaires et d’améliorer [|'efficacité du traitement. Ces évolutions
concernent principalement la nature des rayons utilisés ainsi que le développement

d’appareil de délivrance de ces rayons.

1.3  Chimiothérapie

Le but de la radiothérapie est d’induire la mort cellulaire en causant des dommages au
niveau de I’ADN via I'utilisation de rayons ionisants de forte énergie tel que les rayons X ou
les protons. L'application des radiations peut conduire a des dommages directs sur les brins
d’ADN ou a la formation de radicaux libres qui eux, généreront les dommages. |l existe deux
principales méthodes d’application de la radiothérapie : une application externe, et une
stratégie de radiothérapie interne. Cette derniére stratégie consiste a utiliser des composés

radioactifs qui sont mis en contact direct de la masse tumorale sous forme de billes ou de fil
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introduit dans le corps du patient. La radiothérapie impacte directement la réplication
cellulaire et vise principalement les cellules a division rapide. Dans une grande partie des
cas, les cellules cancéreuses ont un métabolisme cellulaire plus rapide que la plus part des
cellules saines, elles seront donc prioritairement touchées par le traitement. Tout comme la
chirurgie, les stratégies de radiothérapie ont considérablement évolués afin d’éliminer au
plus les effets secondaires et d’améliorer |'efficacité du traitement. Ces évolutions
concernent principalement la nature des rayons utilisés ainsi que le développement

d’appareil de délivrance de ces rayons.

Il Lathérapie génique dans le domaine du cancer

En complément des trois stratégies classiques de traitement du cancer décrites
précédemment, une nouvelle stratégie de traitement des cancers a émergé au cours des
dernieres années: la thérapie génique. Le développement de cancer étant lié a une
accumulation de mutations génétiques, c’est tout naturellement que les chercheurs se sont
intéressés a la thérapie génique dans le cadre du traitement du cancer. La principale limite
de cette stratégie est que les mutations a 'origine du cancer touchent de multiples genes ce
qui rend La correction du défaut difficile dans ces conditions. Dans le cadre du traitement du
cancer, les stratégies de thérapie génique vont donc principalement viser a insérer un géne

permettant de sensibiliser et d’éliminer les cellules cancéreuses de maniére spécifique.

1.1 Généralités sur la thérapie génique

La thérapie génique est une méthode thérapeutique qui utilise des acides nucléiques
recombinant (ADN ou ARN) afin de remplacer ou de réguler des génes pour prévenir ou
traiter les maladies®. La notion de thérapie génique commence 3 émerger au cours des
années 1960. A cette époque, les recherches menées ont permis d’avoir de meilleures
connaissances dans le domaine de la génétigue et notamment sur les mécanismes
d’expression des génes ainsi que sur les défauts génétiques liés au développement de
certaines pathologies. La stratégie de thérapie génique devient également envisageable

grace aux études menées sur les mécanismes de transfert de genes entre les organismes.

En 1928 Frederick Griffith, un biologiste britannique, met pour la premiére fois en évidence
le fait qu’un agent biologique est responsable de la transformation d’une souche sensible de

la bactérie pneumocoque en une souche résistante de la bactérie?®. Cette transformation
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fait intervenir un transfert de matériel génétique, avec une expression stable de celui-ci
permettant I'acquisition de nouveau phénotype pour la bactérie transformée. En 1932-1933
sans avoir de plus amples informations sur le matériel génétique a I'origine de ce transfert
de fonction entre les organismes, le médecin J. Lionel Alloway caractérise la capacité de

2122 Ce n’est qu’en 1944 que Avery et al.

transfert par le principe de la transformation
Démontrent par des études physico-chimiques que I'élément permettant la transformation
bactérienne est un acide désoxyribonucléique : ’ADN*. Commence alors une longue série
d’études sur la caractérisation de ’ADN, support de I'information génétique, ainsi que sur les
mécanismes de transfert de cette information génétique d’un organisme a I'autre. Différents
mécanismes de transfert sont identifiés dans les années qui suivent, et en 1952, est introduit
le terme de « transduction » %*. Ce terme désigne un transfert d’ADN entre deux bactéries
par I'intermédiaire d’un virus. Il est alors admis que les virus pourraient étre des vecteurs
pour le transfert de génes et la notion de thérapie génique commence a émerger. L'idée que
le transfert d’ADN puisse étre une approche thérapeutique pour le traitement de
nombreuses maladies d’origine génétique commence alors a étre acceptée par la
communauté scientifique de I'époque et les virus sont alors étudiés pour leur capacité
naturelle a transférer leur matériel génétique dans les cellules hotes. La premiere étude de
thérapie génique chez 'lhomme a été réalisée en 1973 et avait pour but de palier au déficit
de I'activité arginase des patients en leur inoculant le virus du papillome de Shope. Ce virus
ayant été caractérisé comme induisant une augmentation de l'activité arginase chez le
lapin®. Méme si cette premiére tentative n’a pas été concluante, 'ensemble des études
réalisées par la suite a permis d’aboutir en 1990 au premier essai clinique de thérapie
génique 3 étre officiellement approuvé pour 'homme par la FDA™.

Aujourd’hui, plus de 2400 études cliniques sont en cours dans le domaine de la thérapie
génique. 64,6 % de ces études cliniques sont consacrées aux traitements du cancer®® (figure
4) et différentes stratégies sont explorées. Ici, je ne me focaliserai que sur les deux stratégies

en rapport avec les études que j'ai menées au cours de ce travail de these:

I'immunothérapie et la thérapie génique par transfert de génes.
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Figure 4 : Utilisation de la thérapie génique dans les essaies cliniqueszs.

1.2 Immunothérapie des cancers

L'immunothérapie consiste a rétablir ou a stimuler le systeme immunitaire en vue d’éliminer
les cellules cancéreuses. Les nombreuses mutations a l'origine de la transformation des
cellules engendrent, en plus du déréglement du cycle cellulaire, la génération de nouveaux
antigenes tumoraux qui peuvent étre reconnus par le systéme immunitaire. Ces nouveaux
antigénes peuvent par la suite étre présentés au niveau des molécules du CMH | et induire
une réponse immunitaire contre les cellules modifiées via leur reconnaissance par les
lymphocytes T. Cependant, la présentation des antigenes tumoraux est perturbée au niveau
du microenvironnement tumoral, ce qui conduit a une évasion immunitaire des cellules
cancéreuses via l'installation d’une immunotolérance ou via une immunosuppression au
niveau du site développement de la tumeur?’. L'immunothérapie dans le domaine du cancer
vise donc a restimuler les cellules immunitaires et cela peut se faire de différentes maniéres.
Historiquement, la vaccination est 'une des premieres stratégies d'immunothérapie contre
le cancer a avoir été tentée®®. Dans le domaine du cancer, la stratégie de vaccination
consiste principalement a stimuler la réponse immunitaire par [I'utilisation de virus
oncolytique. Cette stimulation du systéme immunitaire passe notamment par la libération
d’antigénes tumoraux suite a la lyse des cellules par les virus. Plus récemment, les
recherches dans le domaine de I'immunothérapie se sont orientées vers I'utilisation et la

modification des lymphocytes T.

[11.2.1 Le transfert de lymphocytes T infiltrant
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L'une des premiéres stratégies impliquant les lymphocytes T a étre appliquée est celle
utilisant les lymphocytes infiltrant les tumeurs. En 1986, il a été mis en évidence qu’il est
possible d’extraire les lymphocytes T infiltrés au niveau de la masse tumorale, de les mettre
en expansion in vitro, et que le transfert de la population cellulaire obtenue permet ensuite
une diminution significative de la masse tumorale. Une observation qui a notamment été
faite pour différents types de cancers®>’.

Cette stratégie se base sur le fait que certaines des cellules T ayant été en contact avec les
cellules cancéreuses sont capables de reconnaitre des antigénes tumoraux mais sont
inhibées du fait de I’environnement immunosuppresseur du microenvironnement tumoral.
La stimulation ex vivo permet ainsi de réactiver les cellules afin qu’elles puissent initier la
réponse immunitaire. L'inconvénient de la méthode tient au fait qu’il est difficile d’isoler les
lymphocytes T spécifiques a la tumeur et que I'expansion des cellules est un processus qui
demande du temps. Ainsi, dans le souci d’améliorer ces stratégies de thérapie cellulaire
adoptive, deux axes principaux de recherches ont émergés au cours des derniéres années :

la modification génétique des récepteurs des cellules T (TCR thérapie) et la génération de

récepteur antigéniques chimériques (CAR-T thérapie).

[11.2.2 La TCR thérapie

De facon générale, les lymphocytes T se distinguent des autres cellules du systéme
immunitaire par leurs récepteurs TCR (figure 5). Ces récepteurs sont un complexe de
protéines permettant la reconnaissance de I'antigene présenté par les molécules du CMH,
ainsi que la transduction du signal pour I'activation et la prolifération des cellules. La partie
du TCR responsable de la reconnaissance de I'antigene est un hétérodimere constitué d’une
sous unité a et d’une sous unité B.

La TCR thérapie consiste dans un premier temps a identifier les récepteurs de lymphocytes T
spécifique pour I'antigene tumoral et a les isoler. Apres le clonage des séquences codantes
pour ces récepteurs spécifiques dans un vecteur d’expression, des lymphocytes T naifs sont
transduits et mis en expansion de maniére a générer une population capable de reconnaitre
spécifiquement I'antigéne tumoral®®. Les principales difficultés de cette stratégie sont d’une
part le choix de I'antigene a cibler, et d’autre part I'identification de la séquence des TCR
spécifique a ces antigénes. Concernant le choix de I'antigene, les recherches s’orientent
depuis de nombreuses années vers l'identification de bio-marqueurs tumoraux, qui

permettraient d’orienter spécifiqguement la réponse vers les cellules tumorales. Les
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différents marqueurs identifiés au cours des derniéres années sont pour la plus part des
protéines également exprimées a la surface des cellules saines, ce qui ne permet pas
toujours une discrimination suffisante des cellules saines et des cellules cancéreuses.
Concernant l'identification des séquences de TCR, différents outils ont été développés pour

permettre une identification plus rapide des TCR***

mais le processus demande tout de
méme du temps.

Les premiers essais cliniques réalisés avec cette technique semblent encourageants méme
s’il reste encore a améliorer certains aspects du systéme. Cela est notamment le cas en ce
qui concerne l'efficacité de I'approche du fait de la présence de nombreux facteurs
suppresseurs au niveau du site de la tumeur et de la persistance des cellules modifiées chez
le patient®®. La biosécurité de I'approche doit également étre améliorée car des cas de
réactions croisées ont été mis en évidence lors de certains essais cliniques, allant méme

jusqu’a la perte du patient®”,

[11.2.3 Lathérapie CAR-T

Une autre stratégie d’'immunothérapie impliquant une modification des lymphocytes T est
celle utilisant les cellules CAR-T. Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T prélevés chez le
patient et modifiés afin d’exprimer des récepteurs chimériques. En 1987, des chercheurs
japonais ont démontré qu’il était possible de générer des cellules T exprimant des
récepteurs chimériques, dont I'une des sous unités est substituée par une chaine issue d’'un
anticorps®. Ces études sont a la base de la stratégie de thérapie CAR-T. Ainsi, les récepteurs
exprimés a la surface des cellules CAR-T sont composés d’'un domaine extra cellulaire
constitué d’un fragment de chaine variable lui méme dérivé d’un anticorps, fusionné a un

domaine transmembranaire et a un ou plusieurs domaines intracellulaires®>*°

(figure 5). Le
domaine extracellulaire permet la reconnaissance d’antigenes sans besoin d’une
présentation par les molécules du CMH I, comme cela est le cas pour les TCR classiques. Le
fait de s’affranchir de la présentation de I'antigéne permet d’une part de ne pas étre limité
par les différences de fond génétique entre le donneur et le receveur, et d’autre part de
reconnaitre des molécules de natures diverses (protéines, carbohydrates glycolipides)®,

permettant ainsi de cibler une plus grande diversité de marqueurs tumoraux. Les domaines

intracellulaires des CAR-T permettent quant a eux la transmission du signal suite a la
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reconnaissance de l'antigéne, conduisant ainsi a [lactivation, au maintien, et a la

prolifération des cellules CAR-T.

Récepteur classique des

lymphocytes T Récepteur des cellules TCR Récepteur des cellules CAR-T

10 Ve
I I 1 ‘ $‘VH scFv
vV, 1
£ & 3 & I |
Domaines de
r 5 y 5 co-stimulation
& ¢ ¢¢

Figure 5 : Représentation des récepteurs utilisés en immunothérapie.

L'utilisation des cellules CAR-T a permis une meilleure prise en charge du traitement des

#1743 ot est actuellement en essai pour le traitement de tumeurs

lymphomes et des leucémies
solides. Dans le cadre des tumeurs solides, la grande majorité des marqueurs utilisés pour le
ciblage des cellules sont des protéines naturellement exprimées au niveau de différents

tissus sains et qui dans le cas des cancers sont tres fortement surexprimées.

Les stratégies de thérapie basées sur la modification et le transfert de lymphocytes T
semblent prometteuses mais des progrés doivent encore étre fait notamment en ce qui
concerne la biosécurité de ces approches. Comme indiqué précédemment, les marqueurs
utilisés pour le traitement des tumeurs solides par les CAR-T sont principalement des
protéines également exprimées a la surface de cellules saines. Méme si I'expression des
marqueurs tumoraux est faible dans les cellules saines, elle est tout de méme suffisante
pour que les tissus sains soient également ciblé par les CAR-T, induisant des effets

44-46

secondaires séveres allant jusqu’a la perte du patient . Il faudrait donc augmenter la

spécificité de reconnaissances des cellules cancéreuses. Pour ce faire, une stratégie
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envisagée est de modifier les récepteurs afin que les cellules T soient activées non pas par
une seule molécule tumorale mais par deux*’*.

En attendant la mise en place et I'évaluation clinique de telles stratégies, la méthode
actuellement utilisée consiste a éliminer les cellules modifiées en cas de probleme. Afin de
permettre cette élimination des cellules modifiées, un géne suicide est introduit en méme
temps que le géne permettant I'expression des récepteurs. Ce géne code pour une enzyme
qui, associée a un traitement, permet I'élimination spécifique des cellules qui expriment
I’enzyme. Les geénes suicides sont intéressants comme genes de sécurité dans le cadre des
stratégies de transfert de cellules modifiées et sont également d’un grand intérét dans les

stratégies de thérapies anticancéreuses par géne suicide comme agent direct de

I’élimination des cellules cancéreuses.

[11.3 La thérapie par génes suicides

Parce que les stratégies de traitement par chimiothérapie ou radiothérapie peuvent
présenter certaines limites, différentes stratégies de traitement alternatives sont en cours
d’études. L'une de ces pistes de recherche est I'étude et le développement de thérapie
ciblée par géne suicide. Cette stratégie consiste a insérer un géne codant une enzyme
capable de transformer un composé inactif non toxique (prodrogue) en composé toxique
pour la cellule. La stratégie de thérapie par gene suicide repose sur deux éléments
essentiels. Le premier élément est le fait que le médicament administré ne peut étre activé
et donc toxique que dans les cellules exprimant le gene suicide. De ce fait, si le géne est
adressé et exprimé uniquement dans les cellules cancéreuses, le traitement sera spécifique
pour ces cellules. Le second élément est que le choix du couple géne suicide/prodrogue
repose en partie sur la forte affinité de I'enzyme pour le médicament, afin que de faibles
doses de médicaments soient suffisantes pour induire la mort des cellules. Ainsi, cette
stratégie vise a répondre aux problémes liés a I'utilisation des traitements classiques.

Dans le cadre de la stratégie de thérapie génique par géne suicide, différents types de
couple enzyme/prodrogue ont été étudiés. Ici je me focaliserai sur deux enzymes: la
thymidine kinase du virus Herpes simplex 1 (hsTK), I'enzyme qui est actuellement la plus
largement utilisée et la désoxycytidine kinase humaine (dCK), I'enzyme clé pour I'activation
de certains composés utilisés en chimiothérapie sur laquelle j’ai travaillé au cours de ma

these.
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[11.3.1 La thymidine kinase du virus herpes simplex 1

Le couple hsTK/ GCV a été largement étudié en recherche clinique pour une utilisation
comme géne suicide dans le domaine du cancer mais également comme géne de sécurité
pour des applications de thérapie par modification des lymphocytes T. Le GCV est un
analogue nucléosidique utilisé pour le traitement des infections au virus appartenant a la
famille des Herpesviridae. Administré sous forme inactive, le GCV doit étre tri-phosphorylé
afin d’étre actif (figure 6A). Sous sa forme active, il est intégré dans les brins d’ADN néo-
synthétisés, bloquant ainsi la synthése de I’ADN et conduisant a la mort cellulaire par
apoptose®. L’étape clé de I'activation, et donc de l'efficacité du GCV, est la premiére
phosphorylation qui est réalisée par la TK. La TK virale présente une affinité 1000 fois
supérieure pour le GCV comparée aux TK humaines°, ce qui fait de la TK virale I’enzyme clé
pour |'activation de ce composé.

Au cours des derniéres années, les études menées sur le systeme hsTK/GCV ont permis
d’augmenter son efficacité via l'identification de variantes de I'enzyme possédant une
meilleure affinité pour le GCV. La derniere variante de I'enzyme développée est appelée
TK.007. Ces variantes dont la séquence protéique a été optimisée avec notamment des
modifications visant a éliminer les sites d’épissages, permet non seulement une plus grande
sensibilité des cellules transduites au GCV mais permet également d’avoir un meilleur effet
« bystander »*. L’effet bystander est la capacité des molécules activées a induire la mort
des cellules avoisinantes et non transduites (figure 6B). Cet effet est important pour les
stratégies utilisant un gene suicide pour les cancers solides, car dans les protocoles actuels
seulement 10% des cellules de la masse tumorale sont transduites>. De plus les protocoles
actuels empéchent la délivrance du médicament dans toutes les cellules de la masse
tumorale du fait de sa pauvre vascularisation. Ainsi, pour pouvoir éliminer la tumeur, il faut
qgue le composé actif soit capable d’induire la mort des cellules adjacentes non transduites.
La mort des cellules adjacences se fait non seulement par l'activation des cellules du
systeme immunitaire suite a la mort des cellules transduites mais également grace a la

capacité du composé activé a passer les jonctions communicantes entres les cellules®™>*.
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Figure 6 : Mécanisme d’action du GCV.

Le systéme hsTK/GCV a été utilisé pour le traitement du cancer de la prostate et du foie>>"°,

mais il est surtout tres largement utilisé pour les stratégies de thérapie génique par
modifications des lymphocytes T. Dans le cadre de cette derniére application, I'origine virale
de la protéine TK constitue cependant une limite de I'application. Il a en effet été montré
que l'injection des cellules modifiées exprimant le hsTK conduit a une réponse immunitaire

758 ot A une

dirigée contre celles-ci, conduisant a I’élimination d’une partie des cellules
diminution de I'efficacité de I'approche. Un moyen d’éviter la mise en place d’une réponse
immunitaire contre les cellules modifiées serait 'utilisation de protéines d’origine humaine.
A l'inverse des protéines bactériennes et virales, les protéines humaines ne devraient pas
générer de réponses immunitaires contre les cellules modifiées et ainsi augmenter
I'efficacité de la stratégie. Les principales protéines humaines étudiées a cet effet sont la
désoxycytidine kinase humaine (dCK) et plus récemment la caspase 9. Au cours de mon

travail de these je me suis intéressée a la caractérisation d’une variante de la dCK humaine

identifiée au laboratoire grace a la Rétrovolution®®.

111.3.2 La désoxycytidine kinase humaine
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La dCK est une protéine composée de 260 acides aminées et est active sous forme
d’homodimeére. Chaque monomeére de dCK est composé de 5 feuillets béta et de 10 hélices
alpha (figure 7).

Les diméres de dCK se forment via l'interaction des hélices a4 et a7 de chague monomere.
L'hélice al10 quant a elle contient une région appelé « base sensing loop » qui influe sur le
repliement de la protéine et donc sur la capacité de la protéine a se fixer au donneur de
phosphate. C'est une enzyme clé impliquée dans la voie de biosynthése et de recyclage des
désoxyribonucléotides nécessaires a la biosynthése de I’ADN. Les substrats naturels de la
dCK sont la désoxycytidine (dC), la désoxyadénosine (dA) ainsi que la désoxyguanosine (dG),
méme si 'enzyme présente avec une meilleure affinité pour la dC. La dCK a été largement
étudiée au cours des derniéres années car elle joue un rble clé pour I'activation de
nombreux analogues nucléosidiques utilisés en chimiothérapie et pour les thérapies
antirétrovirales. Parmi les composés de chimiothérapie activés par la dCK, I'on peut citer la
Gemcitabine (Gem) un analogue de la dC (figure 8) utilisé pour le traitement de divers

. , . 60-62
cancers tel que le cancer du sein, du pancréas ou encore des ovaires™ .

Site de fixation du substrat

Site de fixation de 'ATP/UTP

Figure 7 : Structure d’un monomeére de dCK"".
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Figure 8 : La désoxycytidine et deux de ses analogues utilisés en chimiothérapie.

Le mécanisme d’action de la dCK est semblable a celui de le TK présenté précédemment. Les
composés utilisés sont principalement des terminateurs de chaines qui aprés leur insertion
dans le brin d’ADN néo-synthétisé bloquent la réaction et induisent la mort cellulaire par
apoptose. Comme le GCV, les composés chimiothérapeutiques sont administrés sous forme
inactive et doivent étre tri-phosphorylés pour étre actifs (Figure 9). La premiére étape de
phosphorylation réalisée par la dCK constitue I'étape clé de I'activation et détermine en
grande partie l'efficacité des traitements. La relation entre le niveau d’expression de la
protéine et la résistance ou la sensibilité des cellules au traitement a été démontrée dans
différents types de cancers®®>™’, ce qui a naturellement conduit a considérer la dCK comme
un bon candidat géne suicide. Hormis la dCK, d’autres mécanismes de résistance aux
médicaments peuvent intervenir au niveau des cellules. C'est par exemple le cas de
I'augmentation de I'efflux qui permet d’éliminer les composés avant que ceux-ci ne soient
activés. Il est également décrit que la ribonucléotide réductase et plus particulierement sa
sous unités 1 (RRM1) est également identifiée dans certains cas de cellules résistantes. La
RRM est I'enzyme qui assure la production des désoxyribonucléotides (figure 10), ce qui fait
de cette enzyme un pilier de la synthése des nouveaux brins d’ADN. Il est montré que la
Gem-diphosphate est capable de se fixer a la RRM1 inhibant ainsi I'activité de I'’enzyme. Une
surexpression de cette sous unité RRM1 permet ainsi aux cellules de résister a I'action de la

Gem aussi bien in vitro qu’in vivo® ",
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Figure 10 : Mécanisme d’action de la ribonucléotide réductase.

Les études ont également démontré que, comme dans le cas du GCV, le traitement avec la
Gem permet un effet « bystander » qui tel qu’indiqué dans le chapitre précédent est un
critére important pour I'utilisation d’un médicament en thérapie par géne suicide’*”>.

Les premiéeres études menées sur une utilisation possible de la dCK comme géne suicide ont
mis en évidence que l'une des limites du systeme est la plus grande affinité de I'enzyme
pour son substrat naturel comparé au médicament. Cela a donc conduit différents
laboratoires a rechercher des variantes de I'enzyme présentant une meilleure capacité a

activer les médicaments’*"8.

111.3.3 Nouvelle stratégie d’évolution moléculaire : la rétrovolution

Afin d’identifier un variant de la dCK présentant une meilleure affinité pour les médicaments
que pour la dC, le laboratoire a utilisé une méthode d’évolution mise en place au sein méme
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du laboratoire et appelé « rétrovolution »*°. Appliquée a la dCK, la rétrovoluion a permis
I'identification de deux variants de la dCK capable de sensibiliser les cellules résistantes a de
trés faibles concentrations de Gem.

La Rétrovolution est une méthode d’évolution moléculaire basée sur la capacité de la
polymérase du VIH-1 a introduire des mutations au cours du cycle réplicatif. Cette stratégie
consiste a introduire la séquence du géne a faire évoluer dans un vecteur lentiviral a

réplication conditionnel, et & mimer plusieurs cycles infectieux”’ (figure11).

dCK

(a)
‘ ” |:> > Q? =
“‘ Transduction 7 (b) Seélection a la

puromycine

o

V‘A"V = -
s <= & (m =5 &= "’ <\? =
(9) () (e) lj

Sélection en se basant sur Sélection des clones Transduction des cellules cibles (c)

le phénotype souhaité avec la puromycine (MOI<1))
Transfection de la

population sélectionnée

- pHCMV-G
- pCMVD8.91

Figure 11 : Représentation schématique du systéme de rétrovolution®. Le geéne de la dCK est inséré

dans un vecteur lentiviral défectif pour la réplication et produit par la transfection des cellules HEK 293T.
(a) Les vecteurs produits sont utilisés pour transduire de nouvelles cellules HEK 293T. (b) Les cellules
transduitent et donc ayant intégré le génome viral sont par la suite sélectionnées pour leur résistance a la
puromycine dont le géne de résistance est présent dans le génome viral. (c) Les cellules précédemment
sélectionnées sont a leur tour transfectées avec d’une part le plasmide permettant I’expression des enzymes
et protéines structurales du VIH-1 (en rouge) et d’autre part le plasmide permettant 1’expression de la
protéine d’enveloppe du VSV (en vert). Cette étape de transfection conduit a la production de nouveaux
vecteurs contenant la séquence précédemment intégrée. (d) Ce cycle est répété¢ afin de permettre
I’accumulation de mutation dans la séquence de la dCK et conduit a la génération d’une banque de mutant.
(e) La banque est ensuite analysée en transduisant les cellules Messa 10k résistantes a la Gem. (f)Les
cellules transduitent sont sélectionnées par la puromycine et (g) les clones d’intérét sont ensuite sélectionnés

sur leur capacité a sensibiliser les cellules transduites a de faibles concentrations de Gem.
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A chaque cycle, le génome viral contenant la séquence du gene a faire évoluer est soumis au
processus de transcription inverse afin de pouvoir étre intégré dans le génome cellulaire et
permettre la production de nouvelles particules virales. L'étape de transcription inverse du
génome viral est réalisée par la polymérase virale qui au cours de chaque cycle de
réplication introduit des mutations dans I’ADN proviral générant ainsi une banque de
mutants pouvant étre directement testée dans les cellules pour identifier le phénotype

é>°.  Appliqué a la dCK, la rétrovolution a ainsi permis de générer de nombreux

souhait
mutants de la dCK qui ont été testés pour leur capacité a sensibiliser des cellules résistantes
a de faibles concentrations de Gem. Parmi les mutants obtenus, le mutant G12 est celui qui
présentait la meilleure capacité a sensibiliser les cellules a la Gem. Le G12 se caractérise par
3 mutations comparé a la dCK sauvage (figure 12). Les analyses biochimiques réalisées sur le
mutant G12 ont démontré que celui-ci a perdu la capacité a phosphoryler son substrat
naturel la dC conduisant ainsi & une meilleure activation de la Gem dans les cellules™.

La localisation des trois mutations caractéristiques du G12 au niveau de la structure de la
protéine montre qu’elles se situent dans des régions éloignées du site actif. De ce fait, elles
sont difficilement prédictibles sur une base rationnelle, ce qui constitue un atout majeur du
processus de rétrovolution. Le mutant G12 a été identifié suite a 17 cycles de rétrovolution.
Afin de pouvoir isoler un autre mutant qui serait plus efficace que le G12, celui-ci a
également été soumis a la rétrovolution, et aprés 11 cycles de rétrovolution
supplémentaires, les tests de sensibilités réalisés ont permis l'identification d’'un autre

mutant appelé M36. Comparé au G12 ce mutant se caractérise par une mutation

supplémentaire en position 169 (figure 12).
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Figure 12 : Représentation schématique de la dCK et localisation des mutations du G12 et

du M36. Le schéma représente la séquence nucléotidique de la dCK avec indiqué en bleu les
régions organisées en feuillet B et en violet les régions organisées en hélice a. Sont également
indiqués les régions clés pour 1’activité de la protéine . p-loop : intéragit avec les groupes
phosphoryles o et B du donneur de phosphate ; ERS : interagit avec 1’ion magnésium ; /id :
participe a la fixation du donneur de phosphate et a sa catalyse. Les trois mutations
caractéristiques du mutant G12 sont indiquées en rouge et la mutation supplémentaire du M36

est indiquée en vert.
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Partie Il :  Les outils du transfert de gene

En thérapie génique, les vecteurs sont les véhicules du gene thérapeutique dans les cellules
cibles. lls doivent permettre de délivrer le transgene au niveau des cellules et conduire a
I’expression de celui-ci en vue d’atteindre le but thérapeutique. Le vecteur idéal se définit en
fonction du type cellulaire que I'on souhaite atteindre, du type d’expression souhaité (stable
ou transitoire) ainsi que de la taille de la séquence a insérer. Classiquement les vecteurs sont
classés en deux groupes : les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux. Les vecteurs viraux
sont ceux largement utilisés dans les essais cliniques du fait de I'efficacité naturelle des virus
a transférer leur génome dans les cellules. Les virus sont cependant des pathogeénes de
I'homme qui détournent la machinerie cellulaire afin de permettre leur réplication. Leur
utilisation peut donc conduire a des problémes de toxicité et d'immunogénicité. Le premier
incident ayant conduit a la perte d’un patient au cours des stratégies de thérapie génique
était notamment lié a une réaction inflammatoire contre le vecteur adénoviral utilisé pour le
traitement’®. Les essais cliniques réalisés au cours des années ont également mis en
évidence le risque de mutations insertionnelles liées a I'utilisation de vecteurs intégratif
pour une expression stable du transgene. Ce probléme a été mis en évidence au cours
d'études réalisées avec les rétrovirus dans le cadre du traitement de I'immunodéficience
combinées séveres®®®'. Ces rapports d’effets secondaires liés a l'utilisation des vecteurs
viraux poussent a rechercher des alternatives a I'utilisation des virus comme vecteurs. De
nombreux laboratoires s’intéressent ainsi au développement de vecteurs non viraux. Le
faible colt de production des vecteurs non viraux ainsi que leur biosécurité relative en fait
des outils attractifs. Ces vecteurs ont cependant une trés faible capacité a transfecter les

cellules in vivo, conduisant ainsi a une expression insuffisante et transitoire du transgéne®”.

| Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non viraux sont classiquement de I’ADN nu complexé avec des liposomes, des
polyméres ou des protéines afin de faciliter I'entrée de 'ADN dans la cellule®. Il existe deux
principaux systemes pour la délivrance des vecteurs non viraux : la méthode physique et la

méthode utilisant des transporteurs chimiques.

.1  Letransfert physique
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La méthode physique de transfert consiste a utiliser une force physique pour faciliter la
délivrance de I'ADN a travers les membranes cellulaire. Les forces utilisées pour I'entrée
peuvent étre de différentes natures, magnétiques, électriques, ou encore hydrodynamiques.

Ici je ne présenterai que brievement les méthodes électriques et hydrodynamique.

-Electroporation : la méthode consiste a appliquer un champ électrique de sorte a générer

un pore a I'endroit de la cellule ou le champ électrique est appliqué. L’ADN peut alors passer
la membrane cellulaire a travers ce pore qui se forme pour un court laps de temps. La
perméabilité de la membrane dépend de la puissance du champ électrique et de la durée
d’exposition, et la génération du pore doit étre réversible afin de garder les cellules en vie.
L’électroporation permet de délivrer le transgene par une application intradermique,

intramusculaire ou intra tumorale®.

-Hydroporation : cette méthode consiste a appliquer une forte pression hydrodynamique via
I'injection de grand volume de solution d’ADN en un laps de temps court. Cela permet
d’augmenter la perméabilité des cellules endothéliales situées au niveau des capillaires
conduisant a I'entrée de ’ADN exogene dans les cellules. Cette technique est notamment

utilisée dans la recherche sur les cellules hépatiques °.

[.2  Letransfert par transporteurs chimiques

Le transfert de gene par l'intermédiaire de transporteurs chimiques est plus courant que la
méthode de transfert physique®. Les transporteurs chimiques peuvent é&tre classés en deux
grands groupes : les lipoplexes et les polyplexes. Les lipoplexes sont issus de la compaction
entre les acides nucléiques et les lipides ou micelles (figure13 A), alors que les polyplexes,
sont issus de la compaction entre les acides nucléiques et des polyméres (naturelles ou
synthétiques) (figurel3 B).
De nombreux systemes de lipoplexes ont été décrits, mais ils possedent tous la méme
structure de base a savoir:
- une téte hydrophile qui permet l'interaction avec les groupements phosphate des
acides nucléiques,

- une queue hydrophobe qui permet la formation de la particule.

25



Queue hydrophobe Téte hydrophile

A R — -

o) O
DOPE L o H S NH,*
&Q\\\% %
5§
/% N
RN
Lipoplexe
B NHZ\/\:rz'J\‘ Ngzrﬁ/NHinTZ
T I Cadl A
2 H,N
R A o S S
HN SN, : HZNHZN/\/@ $N~L{‘I\JNHZ
HN HZ{NZ NH,

Polyplexe

Figure 13 : Représentation des lipoplexes et polyplexes utilisés comme vecteurs non viraux.




Les polyplexes sont quant a eux plus stables que les lipoplexes et sont classés en deux
catégories dépendamment de la nature du polymére : naturel (protéine, polysaccharides ou
peptides) ou synthétique (PEI, PLL)¥.

Le faible risque de déclencher une réponse immunitaire avec les vecteurs non viraux en fait
une alternative plus sure a I'utilisation des vecteurs viraux. Cependant, de nombreux progrés
doivent encore étre faits pour obtenir une bonne efficacité de transfection et d’expression
du transgene. En effet, les vecteurs non viraux présentent une faible capacité a transférer le
transgene entre autre di a leur dégradation suite a leur administration ou encore a leur
faible capacité a franchir les barrieres cellulaires®. De ce fait, peu de vecteurs parviennent a
atteindre les cellules cibles. Afin de permettre un ciblage spécifique, certains laboratoires
s'intéressent a la possibilité de greffer a la surface des particules différents ligands qui

89-94
. D

permettraient une interaction spécifique de ces vecteurs avec les cellules cibles e

méme, les recherches continuent sur la possibilité d’avoir une intégration des plasmides

permettant ainsi une expression stable du transgéne >,

Il Les vecteurs viraux

La grande majorité des vecteurs utilisés en thérapie génique sont des vecteurs dérivés des

virus (FIGURE 14).
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Figure 14 : Les vecteurs utilisés en thérapie génique19.

L’évolution et la pression de sélection ont poussé les virus a optimiser leur capacité d’entrée
dans les cellules cibles afin de répliquer leur matériel génétique, ce qui en fait un outil de
choix pour le transfert de genes dans les cellules. Etant des pathogénes de ’lhomme, il existe
cependant pour la plupart des virus une immunité préexistante conduisant a une élimination

prématurée des vecteurs viraux et donc a une diminution de I'efficacité de la stratégie.

27



L'intégration de certains vecteurs dans le génome cellulaire peut également conduire a
I'introduction de mutations délétére pour les cellules ou conduire a une perturbation du
cycle cellulaire. Parmi les virus majoritairement utilisés comme vecteurs, on compte les
adénovirus, les adénovirus associés ainsi que les rétrovirus. C'est a cette derniére famille de

virus que je m’intéresse et plus particulierement aux lentivirus.

Dans cette partie, je décrirai de facon succincte les vecteurs adénoviraux et adéno-associés,

et de facon plus détaillée les vecteurs lentiviraux.

1.1 Les adénovirus

11.L1.1 Cycle de réplication

Les adénovirus (Ad) ont été découverts en 1953 par Wallace P Rowe”’. Les virus de la famille
des Adénoviridae sont des virus non enveloppés a capside icosaédrique et a ADN double brin
linéaire (figurel5). lls sont associés a des maladies respiratoires aiglies, a des conjonctivites
ou encore a des gastro-entérites, mais chez la plupart des personnes immunocompétentes,
I'infection a Ad reste asymptomatique.

Il existe actuellement 84 sérotypes humain référencés pour les adénovirus®. Pour les
applications de thérapie génique, le sérotype le plus utilisé et le plus étudié est le sérotype 2

que je présenterai ici.
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Figure 15 : Structure de la particule virale des adénovirus®'.
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Le génome viral est flanqué de chaque coté par des séquences répétées inversées d’environ
100nt appelées ITR pour inverted terminal repeat a partir des quels se fait la réplication
virale, et qui contiennent les séquences nécessaire a I'encapsidation. Ces régions répétées
inversées sont protégées a leurs extrémités par les protéines terminales qui via leur
interaction, font apparaitre le génome viral comme circulaire. Le génome est trés compacté
avec la présence de beaucoup de chevauchements, peu de régions non-codantes, et peut
étre divisé en deux unités de transcription principales (figure 16). L'annotation des génes est
basée sur la phase au cours de laquelle ceux-ci sont exprimés. Les génes exprimés au cours
de la phase précoce de l'infection sont annotés de E1 a E4 et codent pour des protéines de
méme nom impliquées dans le contréle du cycle cellulaire et dans la réplication de I’ADN
viral. La protéine E1A induit la mitose des cellules et stimule I'expression des autres genes.
La protéine E2 quant a elle permet la réplication virale alors que les protéines E3 et E4
participent a I'immuno-évasion virale. Les génes exprimés au cours de la phase tardive de
I'infection sont annotés de L1 a L5 et codent quant a eux pour les protéines structurelles. En
plus des unités de transcription E et L, les Ad codent également pour 4 protéines exprimées
au cours de la phase intermédiaire. Parmi ces protéines exprimées au cours de la phase
intermédiaire, la protéine pIX est impliquée dans la formation de la capside. Les autres
protéines participent a l’encapsidation du génome et a la maturation des nouvelles

particules virales.
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Figure 16 : Représentation schématique du génome des adénovirus.

L'entrée du virus dans la cellule se fait par une premiére interaction entre les protéines de la
capside et les récepteurs cellulaires. Un exemple de tel récepteur est la protéine CAR

(Coxackie Adénovirus Receptor) qui est une protéine d’adhésion cellulaire. Cette interaction
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conduit a une invagination de la membrane cellulaire, permettant I'entrée des virus par
endocytose. Suite a I'acidification de I'endosome, le virus est libéré dans le cytoplasme et
I’ADN transféré au noyau pour I'expression des genes et la réplication. Le tropisme naturel
du virus est relativement large mais des modifications des protéines de capside et
notamment de la protéine pIX pour des finalités biotechnologiques peuvent permettre une

entrée spécifique des vecteurs dans les cellules cibles®*%.

[1.L1.2 Utilisation en thérapie génique

Un des avantages majeurs a l'utilisation des Adénovirus comme vecteur est la capacité
d’empaqueter un ADN de grande taille. Les vecteurs adénoviraux utilisés peuvent étre
classées en deux groupes : les vecteurs réplicatifs et les vecteurs non réplicatifs. Au cours
des derniéres années, de nombreuses améliorations ont été apportées aux vecteurs
adénoviraux pour des raisons de biosécuritté *°*. On distingue ainsi les vecteurs de premiére
génération qui sont délétés de la région E1 et de la région E3; les vecteurs de deuxieme
génération qui comprennent des mutations supplémentaires dans la région E2 ; ainsi que les
vecteurs de troisieme génération qui sont ceux actuellement utilisés, et qui sont délétés de
la totalité du génome viral a I'exception des régions ITR.

L'inconvénient majeur de ces vecteurs reste I'immunité préexistante contre les virus qui
conduit a leur élimination rapide. De plus, méme si le patient ne possede pas d’anticorps
neutralisants contre le vecteur, la premiére injection de celui-ci conduit a une forte réponse
immunitaire, ce qui fait qu’il ne peut pas étre injecté une seconde fois au risque d’étre

directement éliminé ou d’entrainer une réponse immunitaire et inflammatoire”°.

[1.2 Les virus adéno-associés

[1.2.1 Cycle de réplication

Les virus adéno-associés (AAV) ont été découverts en 1965 dans des préparations

adénovirales'®%, |’

AAV fait partie de la famille des Parvovirus, et du genre Dependovirus.
Les AAV sont des virus non enveloppés a capside icosaédrique qui renferme un génome
d’ADN simple brin d’environ 5kb. Le génome des AAV contient deux séquences codantes et
est flanqué a chacune de ces extrémités par des régions répétées inversées ITR (figure 17).

La premiére région codante appelé Rep code pour 4 protéines impliquées dans la régulation
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de la réplication du génome viral. La deuxieme séquence codante quant a elle Cap, code
pour trois protéines impliquées dans la formation de la capside virale. Ces virus sont appelés
virus adéno-associés car ils ne peuvent se répliquer sans la présence dans la cellule d’'un
virus helper a savoir un adénovirus ou encore un herpes virus’®. Ces virus helper
interviennent de facon différentes dans le cycle réplicatif des AAV mais permettent en tous
cas la régulation du cycle cellulaire, rendant la cellule permissive a I'infection par les AAV'®.
En absence des virus helper, la réplication virale est réprimée de méme que |'expression des
geénes viraux conduisant a I'entrée du virus en phase de latence et/ou a l'intégration dans le

106

génome de la cellule™. Cette intégration se fait préférentiellement dans le chromosome 19

au niveau d’un locus nommé AAVS1 et fait intervenir des facteurs cellulaires ainsi que les

107 Cette intégration site spécifique ayant été observée in vitro, aucunes

séquences ITR
preuves ne permet pour l'instant de croire que ce mécanisme a également lieu in vivo.
Certaines études tendent en effet a dire que l'intégration n’a pas toujours lieu au niveau du
site AAVS1 et qu’elle peut également se faire dans des régions transcriptionnellement

. . . . . N . 10
actives ce qui pourrait influer sur I'expression de certains génes cellulaires'®.

5 ITR — Rep — Cap — TR 3

\ 4

Figure 17 : Représentation schématique du génome des AAYV.

[1.2.2 Utilisation en thérapie génique

Il existe actuellement 20 sérotypes d’AAV répertoriés et le sérotype 2 est celui qui est le plus
utilisé pour les applications de thérapie génique. L'existence de ces différents sérotypes du
virus possédant chacun un tropisme différent et relativement restreint a certains tissus,
présente un avantage a l'utilisation de ces virus en thérapie génique. En effet, méme si la
structure de base des vecteurs utilisés est issue des AAV-2, le changement des protéines de
capsides par celles d’un autre sérotype permet de réorienter I'entrée virale vers des tissus

différents dépendamment du sérotype d’origine des protéines de capsides'® ! (figure 18).

31



B
-
-
-
@

SNC, ceeur, foie,
rétine, muscle
squelettique

Poumon, Foie, Rétine
Rétine

SNC, muscle

squelettique SNC, Retine

Figure 18 : tropisme de différents sérotypes de virus adéno-associés.
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Figure 19 : Stratégies d’expression de géne de plus de 4,5 kb par les vecteurs AAV.

SD : site donneur de I’épissage. SA : site accepteur de I’épissage.
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Enfin, la principale limite a I'utilisation des virus adéno-associés comme vecteurs est la faible
taille des génes pouvant étre encapsidés. Le génome viral ne faisant que 4,5kb, la taille de la
séquence pouvant étre introduite entre les séquences ITR ne peut excéder 4,5kb. Afin de
remédier a cette limite, certaines stratégies d’expression des genes ont été développées afin

b2 1l s’agit notamment de transduire les

de permettre I'expression de génes jusqu'a 9k
cellules avec deux vecteurs différents exprimant chacun une région du transgene. Ces
stratégies reposent notamment sur le mécanisme de recombinaison par homologie de

113 (figure 19). Les vecteurs ainsi construits

séquence ou encore sur le mécanisme d’épissage
ont cependant une plus faible efficacité pour I'expression du transgene que les vecteurs

classiques.

Il Les vecteurs lentiviraux

Les vecteurs lentiviraux actuellement utilisés dérivent principalement du virus de
I'immunodéficience humain de type 1 (VIH-1), et dans ce rapport de thése je ne parlerai

donc que de ce virus.

Les Lentivirus font partis de la famille des Retroviridae et de la sous famille des
Orthoretroviridae. Cette famille regroupe des virus enveloppés a ARN positif et est

caractérisée par:

- la présence d’une ADN polymérase ARN/ADN dépendante appelée la transcriptase
inverse qui permet la synthése de ’ADN proviral.

- Une organisation génomique de base, identique pour tous les Retroviridae, avec la
présence de 3 génes principaux (Gag, Pol, Env) qui codent les protéines de structure
et les enzymes virales.

- La présence a chaque extrémité de I’ADN proviral de séquences répétées (LTR : Long
Terminal Repeat) essentielles a la transcription inverse, a l'intégration de I’ADN
proviral dans le génome cellulaire, a la transcription des genes viraux et a la synthese

de I'ARN génomique.

[1I.1 Organisation du génome
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Le génome viral se compose d'un ARN de polarité positive qui posséde une coiffe a son
extrémité 5’ et est polyadénylé a son extrémité 3’. A chaque extrémité du génome est
présente une séquence non codante répétée R et une séquence non codante unique U5

pour I'extrémité 5’ et U3 pour I'extrémité 3’ (figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique du génome du VIH-1%,

[11.1.1 Les régions non codantes

Région R : La région répétée R composée de 100 nt est présente a chaque extrémité de
I’ARN génomique et joue un role important dans le mécanisme de transcription inverse. Elle
permet en effet le saut nécessaire pour la synthése du premier brin d’ADN de |'extrémité 5' a
I'extrémité 3' de I'ARN génomique. Elle contient également le site d’initiation de la

transcription ainsi que le signal de polyadénylation.

Région U3: La région U3 est une région unique composée de 450 nt qui contient le
promoteur pour la transcription virale. Elle joue également un role important pour
I'intégration de I’ADN proviral car elle contient a son extrémité 5 une séquence att

reconnue par l'intégrase virale et nécessaire pour l'intégration du génome viral.

Région U5 : La région U5 est une région unique composée de 80 nt, importante pour le

démarrage de la transcription inverse et contient comme la région U3 une séquence att
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nécessaire a I'intégration de I’ADN viral. Cette région contient également la tige boucle TAR

qui joue un réle important pour la transcription des génes viraux.

[11.1.2 Les protéines de structures

Comme indiqué au début de cette partie, les rétrovirus possédent tous 3 génes essentiels
(Gag, Pol, Env) qui codent pour les protéines de structure ainsi que pour les enzymes virales
(figure 20). Le géne Pol est toujours exprimé sous forme de protéine de fusion avec le géne
Gag par un mécanisme de décalage du cadre de lecture et les trois génes essentiels sont

exprimés sous la forme de polyprotéines.

Le géne gag : gag est exprimé sous forme de précurseurs Pr55°% ou Pr160°%° qui sont
clivés par la protéase virale au cours de la maturation des virions suite au bourgeonnement
de ceux-ci. Ce géne code pour la protéine de matrice (MA), la protéine de capside (CA), la
protéine de nucléocapside (NC) et la protéine p6. Dans les virions matures, la protéine NC
est associée au brin d’ARN formant ainsi un complexe ribonucléoprotéique. Les hexameéres
de protéine CA forment un complexe de forme conique renfermant les complexes
ribonucléoprotéiques appelé la capside virale. Les protéines MA quant a elles restent
associées aux protéines de I'enveloppe virale et notamment a la partie intra-virale de la sous
unité gp4l. La protéine p6 quant a elle possede les sites de fixation pour de nombreuses
protéines cellulaires et virales et elle est impliquée dans différentes étapes du cycle
infectieux. Le clivage du précurseur Pr55°% génére également des petits peptides : SP1, SP2.
La protéine SP1 joue un role important pour I'assemblage des virions et leur maturation
114,115

alors que le réle de la protéine SP2 n’est pour I'instant pas encore élucidé méme si sa

séquence est bien conservée parmi les différentes souches de VIH-1.

Le géne pol : Le géne pol est également exprimé sous forme de polyprotéine et code pour la
protéase virale (PR), pour la transcriptase inverse (RT) et pour I'intégrase (IN). La protéase
virale est indispensable pour la maturation des virions et donc pour le cycle infectieux du

116 Du fait de son rdle clé dans I'infection viral, elle est la protéine la plus largement

virus
ciblée dans les stratégies de thérapie antivirale. La transcriptase inverse est caractéristique
de tous les rétrovirus et est une ADN polymérase ARN/ADN dépendant agissant sous forme

d’hétérodimere. Cette enzyme possede une activité RNaseH qui permet la dégradation de
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I’ARN génomique une fois recopié au cours de la synthése du premier brin d’ADN'’. La RT
est une polymérase présentant un fort taux d'introduction de mutations'®. Elle est
notamment responsable des grandes variations de séquences qui sont observées parmi les
virions, et responsable de I'apparition des quasi-espéces au cours de I'infection. La notion de
guasi-espéce désigne dans un organisme ['‘apparition d’une population de virons
hétérogenes issus de l'infection par un seul virus fondateur.

Le géne env : Le géne env code les protéines de I'enveloppe virale gp120 et gp41. Ce gene
est également exprimé sous forme d’un précurseur gpl60 qui est glycosylé et clivé dans

19 syite au

I'appareil de Golgi avant d’étre adressé au niveau de la membrane cellulaire
clivage du précurseur, les protéines gp120 et gp41 produites restent en interaction grace a
des liaisons non covalentes'?. La protéine gp120 est responsable de I'interaction entre la
particule virale et la cellule, alors que la protéine gp41 est responsable de la fusion entre les

121

membranes virale et cellulaire et donc de I'entrée du virus dans la cellule™". Le mécanisme

d’entrée sera décrit plus en détail dans la suite de ce manuscrit.

[11.1.3 Les protéines régulatrices et les protéines auxiliaires

Les lentivirus sont considérés comme étant des rétrovirus complexes car en plus des
protéines communes a tous les virus de la famille, ils possédent des genes codant des

protéines régulatrices du cycle infectieux ou participant a la virulence.

Tat (trans-activateur de la transcription). La protéine Tat permet d’augmenter le niveau de
transcription de I'ADN proviral via I'augmentation de la processivité de la polymérase
cellulaire qui permet |'expresison des genes viraux. La protéine Tat se fixe au niveau de la
boucle TAR présente dans la région R'?* de I'ARN néo-transcrit et interagit également avec

divers facteurs de transcription cellulaire tel que NF-kB et Sp-1'2*'%,

Rev (régulateur de I'expression des protéines). La protéine Rev lie une structure d'ARN
présente au niveau de I'ARN génomique. Elle contient a la fois des signaux d'import et
d’export nucléaire. La présence du NLS conduit a I'adressage de la protéine au noyau ou elle
intervient dans le mécanisme d’export nucléaire des ARN non épissés ou partiellement

épissés possédant la séquence RRE'®.
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Vif (facteur d’infection des virions). La protéine Vif joue principalement un rdle dans la

neutralisation de la protéine APOBEC3G, un facteur de restriction cellulaire induisant des

6

mutations pouvant conduire a l'inactivation des particules virales’?®. En se fixant a la

protéine APOBEC3G, Vif induit la dégradation de la protéine empéchant ainsi son

127,128

incorporation dans les virions . Elle est capable d’interagir avec I’ARN génomique ainsi

que les précurseurs protéiques Gag-Pro et Gag-Pro-Pol, ce qui permet son encapsidation

dans les virions'?.

Vpr (protéine virale R). La protéine Vpr joue un rble important au niveau de différentes
étapes du cycle infectieux. Il a été montré qu’elle est impliquée dans l'inhibition de certains

mécanismes visant a éliminer les cellules infectées comme par exemple en limitant la

130

sécrétion de cytokines tel que le TNF~". Elle agit également comme co-activateur de la

131

transcription via son interaction avec le facteur de transcription cellulaire SP17"" et bloque le

cycle cellulaire en phase G2/M afin de favoriser une transcription optimale pour le
virus™%13_ 1| a également été démontré qu’au cours du processus de transcription inverse, la

protéine Vpr permet de limiter les mutations dans le génome viral et qu’elle participe

, , . P . 134
également au transport nucléaire du complexe de pré-intégration™>*3*.

Nef (Facteur négatif) : La protéine Nef participe a I'’échappement au systeme immunitaire

des cellules infectées en inhibant I'expression du CMH-1 a la surface cellulaire, évitant ainsi

135

la présentation des antigenes viraux aux cellules du systéme immunitaire . Elle provoque

également I'’endocytose des récepteurs CD4 et leur destruction dans les lysosomes ce qui

contribue a éviter les cas de surinfection qui pourraient perturber I'étape de libération des

136-138

particules virales . Elle contrecarre aussi |'effet des facteurs de restriction SERINC3 et

SERINCS qui modifient le membrane virale en rendant le virus moins infectieux'%1%°.

Vpu : la protéine Vpu permet de diminuer I'expression du CD4 a la surface des cellules

141

infectées via leur dégradation au niveau du réticulum endoplasmique (RE)""". Vpu est

exprimée a partir du méme ARN messager que celui des protéines Env et il a été démontré
qgue l'interaction de Vpu avec le CD4 dans le RE permet de limiter les complexes entre le

précurseur d’enveloppe gp160 et le CD4*

. Au niveau du RE la formation de complexes
entre la gp160 et le CD4 conduit a une diminution du clivage du précurseur de I'enveloppe et

donc a une réduction de I'expression des protéines d’enveloppes virales a la surface de la
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2 La protéine Vpu joue donc un rdle clé dans le cycle viral en permettant la

cellule
maturation et l'adressage des protéines d’enveloppe au niveau de la membrane
cytoplasmique. Vpu participe également au bourgeonnement des virions en contrecarrant
I'action de la tétherine/BST2/CD317, un facteur de restriction cellulaire qui empéche le
relargage des particules virales des cellules infctées™®.

[11.2  Cycle de réplication

Le cycle réplicatif du virus conduit a la production de nouveaux virions. Cette phase
commence au premier contact entre la particule virale et la membrane cellulaire et se
termine avec la libération des nouveaux virions (Figure 21). Au cours de ce cycle, les
lentivirus vont libérer la capside virale dans le cytoplasme aprés la fusion membranaire. Se
poursuit alors la transcription inverse et commence I'acheminement du génome viral vers le
noyau dans lequel a lieu I'étape d’intégration. Suite a cette intégration, les protéines virales
sont exprimées, le génome répliqué ce qui permet la formation de nouveau virions libérés
au niveau de la membrane cytoplasmique par un mécanisme de bourgeonnement. Le cycle
réplicatif du virus peut étre décomposé en deux phases: la phase précoce et la phase
tardive. La phase précoce comprend les étapes d’entrée du virus de décapsidation et de
reverse transcription ainsi que les étapes d’adressage au noyau et d’intégration du génome
virale. La phase tardive quant a elle comprend toutes les étapes qui font suite a I'intégration
a savoir I'expression des génes viraux, la formation des nouveaux virions a la membrane

cytoplasmique ainsi que leur libération.
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Figure 21 : Cycle réplicatif du VIH-1*.

[11.2.1 La phase précoce

[11.2.1.1 L’entrée

Le VIH-1 infecte les cellules CD4+ du systéme immunitaire ce qui inclus les lymphocytes T
ainsi que les monocytes et il est également capable d’infecter les cellules du systéeme

nerveux'*’. L’entrée du virus est réalisée par les protéines de I'enveloppe organisées sous

forme de triméres d’hétérodiméres gp120/gp4l. Le processus d’entrée nécessite la
présence du récepteur CD4, exprimé en grande quantité a la surface des cellules T CD4+ et
en plus petite quantité a la surface des macrophages et des cellules dendritiques. En plus de
ce récepteur, la présence d’un corécepteur est également nécessaire pour conduire les
changements conformationnels indispensables a la fusion membranaire. Les principaux
corécepteurs pour l'entrée virale sont les protéines CCR5 (ou R5) et CXCR4 (ou X4).
L’enveloppe virale est issue de la membrane cellulaire de la cellule productrice, et possede
également certaines protéines membranaires cellulaires®. Au cours de mon travail de
thése, je me suis particulierement intéressée a cette étape d’entrée, et elle sera décrite de

maniére plus détaillée dans la partie portant sur la redirection de I'entrée virale.
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[11.2.1.2 La transcription inverse

Suite a la fusion des membranes, la particule de capside est libérée dans cytoplasme et
commencent alors les étapes de décapsidation et de transcription inverse (Figure 21).
L'ordre de réalisation de ces étapes n’est pour l'instant pas définitivement établi mais les
études montrent qu’une premiére étape de décapsidation est nécessaire pour l'initiation de

la transcription inverse®®'%.

Les deux étapes semblent ensuite se poursuivent
parallelement au sein d’un complexe appelé le complexe de transcription inverse (RTC). Ce
complexe est composé du génome viral associé aux protéines NC, ainsi que de toutes les
protéines virales et cellulaires encapsidées au moment de la formation de la particule

virale® 0 |’

étape de transcription inverse est une étape clé du cycle réplicatif du virus car
elle permet la synthése de I'ADN proviral qui sera intégré et servira de base pour
I'expression des génes viraux. La synthése de I’ADN proviral débute par l'utilisation de
I’ARNt™® qui sert d’amorce et qui est hybridé a I'ARN génomique au niveau du site PBS situé
en 3' de la région U5 (figure 22). Suite a cette fixation démarre la synthése du premier brin
d’ADN par la polymérase virale. Au cours de cette synthese, la matrice ARN déja recopiée est
dégradée par la RT qui porte une activité RNaseH. Seule deux régions de I’ARN génomique
riches en purine son résistantes a I'activité RNaseH de la RT et ne sont pas dégradées. Ces
régions appelées PPT pour polypurine tract servent toutes deux d’amorces pour la synthése
du deuxieme brin d’ADN. Cette seconde synthese étant réalisée a partir de deux amorces,
elle génére a la fin de I'étape de réplication du génome viral, un ADN triple brin sur 90 nt.

Cette structure triple brin de I’ADN est appelée « flap » et semble participer au transport

nucléaire de I’ADN viral****2,
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[11.2.1.3 L'import nucléaire

Une fois la synthéese de I'ADN proviral achevée, le RTC mature est appelé PIC pour
« complexe de pré-intégration » et est transporté vers le noyau cellulaire pour I'étape
d’intégration. Le transfert du PIC est réalisé par un mécanisme de transport actif faisant
intervenir les protéines cellulaires constitutive des pores nucléaire tel que les importines a
et B ainsi que les nucléoporines®*™*°. La capacité du PIC a utiliser les systémes de transferts
actifs cellulaires permet notamment aux lentivirus d’infecter, outre les cellules en division,
les cellules quiescentes. En plus des protéines cellulaires mobilisées, les protéines virales

155,157-161

présentent dans le complexe PIC semblent également participer a ce transfert . Une

fois dans le noyau cellulaire, I’ADN viral peut étre intégré de facon stable dans le génome

cellulaire.

[11.2.1.4 Lintégration

L'intégration de I’ADN viral est catalysée par I'intégrase virale (IN) et se fait en deux étapes

(figure 23). Le processus de transcription inverse génére aux extrémités de I’ADN proviral
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des séquences répétées appelées LTR pour Long Terminal Reapeat constituée des régions
U3, R et U5 et qui sont caractéristiques des rétrovirus. L'intégrase grace a son activité
endonucléase effectue un clivage a I'extrémité de chaque LTR, ce qui conduit a la synthese
d’un groupement hydroxyle réactif 3'CA a chaque extrémité de I'ADN proviral. L'IN réalise
ensuite un clivage non spécifique de I’ADN cellulaire générant ainsi des groupements
phosphates. L'étape de ligation entre I’ADN cellulaire et ’ADN proviral, connu sous le nom
de transfert de brin, se fait ensuite par une réaction de trans-estérification qui permet de
générer des liaisons phosphodiesters entre les deux séquences. Ce mécanisme de transfert
de brin est réalisé par les enzymes cellulaires impliquées dans le processus de réparation de
I’ADN.

Le clivage de I'ADN cellulaire ne se fait pas au niveau d’un site particulier, de ce fait,
I'intégration des lentivirus a longtemps été considérée comme aléatoire. Il a toutefois été
démontré par la suite que cette intégration se fait préférentiellement dans les régions
transcriptionnellement actives du génome'®**®®. La grande majorité de I’ADN proviral ne
s'intégre cependant pas dans le génome cellulaire. Cet ADN proviral est capable de se

164-166 ces différentes formes

maintenir dans le noyau sous différentes formes non intégrées
permettent également I'expression des protéines virales mais avec un taux d’expression plus
faibles que I'expression a partir de la forme proviral'®’. Ces formes épisomales présentent un
grand intérét pour l'utilisation des vecteurs lentiviraux, afin d’éviter les problemes liés a

I'insertion du vecteur dans le génome cellulaire.
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[11.2.2 La phase tardive

La phase tardive du cycle réplicatif du VIH commence suite a I'intégration de I’ADN proviral.
Cette phase se compose des étapes d’expression des génes (figure 24) et de formation des

nouveaux virions.

NC pé
) SP1 SP2
(s IRius) [mAl ca ti it vif | (Coer
E]@ . C] U3 {RiUS
(irri RT I N ) [ om20 | goar
NC pé
SP1| sp2
gag, MA] CA I
gag-pol [Ipr | RT )
vif —_
vpr J—
vpu, env — m L gedl ‘
tat - B ﬂ
revnef ” revI nef
P

Figure 24 : Epissage alternatif et expression des protéines virales.
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[1.2.2.1 La transcription

La transcription du provirus est réalisée par la machinerie cellulaire et est catalysée par
I’ARN polymérase Il cellulaire. Les séquences promotrices et terminatrices de la transcription
virale sont localisées au niveau des régions LTR. La région U3 contient la séquence
promotrice de la transcription ainsi que les sites de fixation de nombreux facteurs cellulaires

tels que les protéines Spl, NF-kB et NFAT'®®

et le signal de polyadénylation est quant a lui
situé au niveau de la région R. Les LTR étant strictement identiques en 5’ et en 3’ du génome
viral, le signal de polyadénylation se trouve également situé au début du génome mais est
réprimé a ce niveau. Cette répression est liée a différents facteurs présents dans cette
région notamment la présence de la « cap » en amont'® du signal, la présence du site

|170171 ot |a stabilité de la structure en tige boucle

donneur de I'épissage en aval du signa
contenant le signal dans cette région'’>'">. La transcription du génome viral démarre a partir
du premier nucléotide de la région R du LTR 5’, et se termine au dernier nucléotide de la
région R présente dans le LTR 3’ ou le signal de polyadénylation est accessible pour la
machinerie cellulaire. La séquence de polyadénylation AAUAAA est reconnue par le
complexe CPSF ce qui conduit au recrutement du complexe CsTF qui va stimulé le clivage du
I’ARNm 10-30 nt en aval du signal. Suite au clivage, I'addition de la queue poly(A) est alors

catalysée par la protéine PAP*"*.

[11.2.2.2 Latraduction I'assemblage et le bourgeonnement

Au début du cycle de transcription, tous les ARNm produits sont coiffés, polyadénylés et
totalement épissés avant d’étre exportés dans le cytoplasme par le mécanisme classique
d’export nucléaire en vue de leur traduction. Ces ARN multi-épissés permettent I’expression
des protéines régulatrices Tat, Rev et Nef. Les protéines Tat et Rev possedent des NLS, ce qui
leur permet d’étre tout de suite adressées au noyau une fois produites.

La protéine Tat se fixe au niveau de la tige-boucle TAR formée sur I'ARN néo-transcrit dans la
région R de la LTR 5’. Elle permet ensuite de recruter le complexe cellulaire P-TEFb qui via la
phosphorylation de I'extrémité C terminale de I'ARN polymérase va augmenter la

1757178 Cette activation de la

processivité de I'enzyme et stimuler la synthése des ARN viraux
transcription permet notamment d’atteindre un taux de transcription suffisant de I’ARN

génomique pour la poursuite du cycle réplicatif.
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En se fixant a la séquence structurée RRE présente sur I'ARN génomique, la protéine Rev
permet I'export nucléaire des différents ARN non ou partiellement épissés’’® via la voie
d’export CRM1/RANGTP*%8_ Classiquement, seule les ARN complétement épissés, coiffés
et polyadénylés peuvent étre exportés au cytoplasme pour étre traduit. Les protéines de
structures du virus ainsi que les protéines auxiliaires sont cependant exprimées a partir
d’ARN mono ou non épissés. La protéine Rev est donc indispensable pour I'expression de ces

protéines virale.

Produite a partir d'un ARNm mono-épissé, la protéine gp160 est adressée a I'appareil de
Golgi ou elle sera clivée et glycosylée avant d’étre acheminée au niveau de la membrane
cytoplasmique par le systeme de transport vésiculaire de la cellule. Il a été démontré que la
glycosylation des protéines d’enveloppes est une étape clé pour la fonctionnalité de
I’enveloppe car elle affecte aussi bien le repliement de la protéine que sa capacité a lier le
récepteur CD4 et les corécepteurs'®* %,

Les précurseurs Gag et Gag-Pol permettent quant a eux le recrutement et I'acheminement
des ARN génomiques au niveau de la membrane plasmide. Ce recrutement s’effectue grace
a l'interaction des différentes protéines du précurseur avec I'’ARN génomique ou des
facteurs cellulaires. L’interaction avec les ARN génomiques se fait grace au domaine
contenant la protéine NC qui posséde deux domaines zinc finger. Le complexe est ensuite
adressé au niveau de la membrane cellulaire a laquelle il s’ancre grace a son domaine N-

% quant a elle contient la

terminal myristylé. La partie C-terminale du précurseur Pr55
protéine P6 qui permet notamment l'interaction avec les protéines TSG101 et ALIX. Ces
protéines font parties du complexe cellulaire ESCRT qui participe au bourgeonnement des
nouvelles particules virales'®® qui est un processus ATP-dépendant (figure 25). De maniére
succincte, ce processus démarre avec la multimérisation des précurseurs gag qui permet une
invagination de la membrane cytoplasmique. Les protéines ESCRT-IIl s’assemblent ensuite
pour former une structure en spirale a la base des bourgeons, et le mouvement de ces
filaments permet de rapprochement des bords par un mécanisme non élucidé pour l'instant.
Suite a ce rapprochement, la protéine VPS4 qui possede une activité ATPase catalyse

I"hydrolyse de I'ATP couplé a une déstabilisation des membranes, permettant ainsi la

libération des virions'®.
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Les virions libérés sont dits « immatures » car ils ne sont pas infectieux. Pour qu'ils soient
infectieux, il faut que les virions soient maturés, et cette maturation est réalisée par la

GagPol |13 protéase (active

protéase virale. Par une action en cis sur les précurseurs Pr55
méme lorsqu'elle fait partie de ce précurseur) se libére d'abord de la polyprotéine et
catalyse ensuite le clivage des autres protéines. La protéase virale est active sous forme de
dimere et réalise les clivages en des sites bien définis au niveau des précurseurs et dans un
ordre également bien défini. Cette étape de maturation permet aux virions d’acquérir des

caractéristiques permettant de les rendre infectieux.
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Figure 25 : Assemblage, bourgeonnement et maturation des particules virales'".

[11.3 Redirection de I'entrée virale

I11.3.1 Les mécanismes moléculaires de I’entrée

Les particules virales portent entre 7 et 14 triméres des protéines d’enveloppe a leur
surface’®. Les protéines d’enveloppe sont, comme décrit précédemment, des
hétérodimeres composés par les protéines gp120 et gp4l. Ces deux protéines sont reliées
entre elles par des interactions non covalentes majoritairement entre les extrémités N-

191,192
. La

terminale et C-terminale de la gp120 et le domaine extra membranaire de la gp41
protéine gp120 est celle qui interagit avec le récepteur CD4 et successivement avec les
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corécepteurs CCR5/CXCR4. Chacune de ces interactions induisent des changements
conformationnels qui aboutissent a la fusion des membranes grace a la protéine gp41.

La protéine gpl120 est composée de 5 régions variables et de 5 régions constantes. Ces
régions sont nommeées sur la base de I'analyse de leurs séquences et sur la conservation de
celles-ci entre les différentes souches virales. Les régions constantes constituent le cceur des
trimeéres alors que les régions variables sont plus exposées a I'extérieur de la protéine (figure
26 B). La capacité des régions variables a étre plus permissives aux mutations et aux
modifications post-traductionnelles explique notamment la capacité du virus a échapper au
systéme immunitaire de I’"h6te via I'altération des épitopes qui pourraient étre reconnus par
celui-ci'® ™. La résolution de la structure de la protéine gp120 a mis en évidence le fait que
la protéine se replie en formant une cavité dans laquelle se fait I'interaction avec le
récepteur CD4. Cette interaction fait intervenir 22 aa du récepteur CD4 situé entre les
résidus 25 et 64 au niveau de I'extrémité N-terminale de la protéine avec 26 résidus de la
protéine gp120, repartis sur 6 domaines différents de la protéine'®®. Parmi ces interactions,
certaines sont considérées comme centrales car elles sont conservées chez tous les virus du
genre. Ces interactions essentielles font notamment intervenir les résidus Phe 43 et Arg 59
du CD4 et les résidus Asp 368, Glu 370 et Trp 427 de la gp120. Une fois le CD4 entré dans la
cavité, le résidu 59 du CD4 établit des liaisons hydrogénes avec les résidu Asp 368 et Val 430
de la gp120. De méme, le résidu Phe 43 interagit avec les résidus Trp 427 et Asp 368. Aucune
évidence directe n’est pour l'instant établie mais la comparaison des conformations entre
les trimeres libres ou en interaction avec des anticorps semble indiquer que les interactions
entre le CD4 et la gpl20 permettent la création a la base de la cavité d'une structure

secondaire en feuillet B appelée le « bridging sheet »"*™%, L

'interaction avec le récepteur
entraine également la délocalisation de la région V3 vers la membrane cellulaire.

Ce sont ces deux éléments, le « bridging sheet » ainsi que la délocalisation de la région V3
(figure 27) qui sont les éléments centraux de la liaison au corécepteur. La région V3 est celle
qui va définir le tropisme viral a savoir l'utilisation du CCR5 ou du CXCR4 comme
corécepteur'®. De nombreuses méthodes visant & prédire le tropisme des virus sont basées
sur la séquence de la région V3. Une de ces méthodes est notamment basée sur la charge
globale de la région en se focalisant principalement sur les acides aminés en position 11 et

25 de la région 25°%

. Cette méthode de prédiction considere notamment que si en position
11 ou 25 de la région V3 se trouve un acide aminé de charge positive, alors I’enveloppe sera

de tropisme CXCRA4.
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Quoi qu'’il en soit la liaison du corécepteur permet d’exposer le peptide de fusion de la gp41
qui va s’ancrer a la membrane cellulaire. Ce peptide de fusion est situé a I'extrémité N-
terminale de la protéine et est suivi de deux régions organisées sous forme d’hélice alpha

qui sont respectivement nommée HR1 et HR2 (figure 26 C).

gp120 gp41
[ I

C1 C2 C3 C4 C5FP HR1 HR2 TMD CT

Al

gp120
V3
Régions
constantes
HR1

gp41
HR2

Figure 26 : Structure de I’enveloppe virale. A) La protéine gp160 est représentée de maniére linéaire

avec en bleu la protéine gpl20 (les régions variables en bleu clair et les régions constantes en bleu
foncé) et en vert la protéine gp41. B) La structure du trimere de I’enveloppe virale (PDB ID : 3J5M.) est
représentée avec en bleu la protéine gp120 et en vert la gp41. C) La structure d’un hétérodimere gp120-
gp41 avec en bleu clair les régions variables de la gp120 et en bleu foncé les régions constantes de la
gp120. la protéine gp4lest représenté en vert, et sont indiqués en violet les feuillets § impliqués dans la

formation du « bridging sheet ».
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Figure 27 : Structure comparée de la région variable V3%, A) Structure d’un monomeére de

protéine gp120 native. En violet est indiqué la région V3 et en vert les régions impliquées dans la
formation du « bridging sheet ». B) superposition entre la structure d’une protéine gpl120 native et
d’une protéine gp120 liée au récepteur CD4. Sont indiqué en vert, le « bridging sheet » dans la gp120
native et en bleu, le « bridging sheet » dans la protéine liée. En violet la région V3 dans la protéine

native et en rouge la région V3 dans la protéine liée.

Liaison Fusion des
e —_—
CCR5 membranes
gp41 native gp41 post-fusion

Figure 28 : Modification de la structure de la protéine gp41 au cours de I’entrée virale'?’.

Dans son état natif, lorsque I’'enveloppe virale n’est pas en interaction avec les récepteurs et
corécepteurs viraux, la protéine gp4l est dans un état condensé et non stable qui est
maintenu via les interactions qu’elle réalise avec la sous unité gp120. Les changements
conformationnels qui affectent la gp120 au cours du processus d’entrée permettent de
libérer la protéine des contraintes subies, ce qui induit un relachement qui permet dans un
premier temps I'ancrage du peptide de fusion dans la membrane cellulaire (Figure 28). La
perte des interactions stables entre la gp120 et la gp41 induit également un détachement de
la gp120 qui se retrouve alors dans le milieu extracellulaire. Ce processus de relargage de la
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gp120 est appelé le « shedding »*°*. Dans un deuxiéme temps, les trois domaines HR1 du
trimére de gp41l s’associent aux trois domaines HR2 afin de former une « super hélice »
antiparalléle, ce qui entraine le rapprochement de I'enveloppe virale et de la membrane
cellulaire permet la formation d’un pore a travers lequel est libéré la capside virale dans le

cytoplasme.

[11.3.2 Les enveloppes CD4 indépendantes

Comme décrit dans la partie précédente, I'entrée virale nécessite une premiere interaction
entre la gpl120 et le récepteur CD4 afin d’engager les changements conformationnels
nécessaires a la fusion des membranes et au démarrage du cycle infectieux. L'efficacité
d’infection est bien meilleure en présence du récepteur CD4 mais il est décrit dans la
littérature des virus VIH-2 capable d’infecter les cellules en présence uniquement du
corécepteur?®. Ces enveloppes dites CD4 indépendantes (CD4i) semblent plus abondantes
pour le VIH-2 ainsi que pour les virus simiens comparés au VIH-1. Il a tout de méme été isolé

chez des patients, des virus VIH-1 CD4i**®. Des souches de laboratoires du VIH-1 ont

, -y , . - , 4—
également été adaptées afin de pouvoir infecter les cellules en absence du récepteur CD4*
206 ot les études réalisées sur I'enveloppe virale ont permis d’identifier certaines mutations

capable d’abolir la nécessité de liaison au récepteur CD4 pour I'infection®*2%7~21°

. Une partie
des études décrit notamment des mutations au niveau des résidus Asp368, Glu 370 et Trp
427 de la gp120°°%°% caractérisés comme étant essentielles pour I'interaction avec le CD4
comme indiqué précédemment. Les acides aminés Ser190 et Asn197 sont également décrits

comme participant au phénotype CD4i de méme que la région V1/v2'#2%

. Les enveloppes
CD4i isolées ainsi que celles adaptées en laboratoire sont cependant toutes décrites comme
étant peut efficaces pour l'infection comparées aux enveloppes nécessitant le CD4. Ces
enveloppes CD4i gardent également une capacité résiduelle a infecter les cellules CD4+.
Dans la partie précédente, concernant les mécanismes moléculaires de I'entrée virale, il est
mis en évidence qu’en plus de permettre |'initiation des changements conformationnels
nécessaires a I'entrée du virus dans la cellule, la liaison au récepteur CD4 permet également
un ancrage solide des virus a la surface cellulaire facilitant toutes les interactions et
changements conformationnels nécessaires a I'entrée virale. Dans le cas des virus CD4i, la
baisse de la capacité a réaliser I'entrée peut donc étre expliquée par la perte de cet ancrage

solide. D’autre part, dans les enveloppes CD4i, I'interaction entre les protéines gp120 et

gp41 est fragilisée afin de permettre a I'enveloppe d’avoir une conformation capable de lier
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le corécepteur. La fragilité de I'interaction entre les deux protéines pourrait conduire a un
détachement de la gp120 et donc a un shedding précoce. Cela aurait pour conséquence

d’affecter la capacité de I'enveloppe a lier le corécepteur et a réaliser I'entrée.

Dans le cadre de mon travail de projet de thése, nous avons souhaité généré une enveloppe
VIH-1 modifiée capable de reconnaitre préférentiellement les cellules cancéreuses et pour

ce faire, nous nous sommes appuyés sur les recherches concernant les enveloppes CDA4i.

[11.3.3 La redirection de I'entrée virale

En ce qui concerne les vecteurs lentiviraux, le pseudotypage est la méthode communément
utilisée afin de réorienter I'entrée des vecteurs vers des types cellulaires différents. Dans le
cas du traitement contre le cancer, une des stratégies étudiées consiste a utiliser des
enveloppes capables de reconnaitre spécifiquement les marqueurs tumoraux exprimés a la
surface des cellules cancéreuses. Il est tres difficile de trouver des enveloppes possédant un
tropisme restreint pour certains types cellulaires et presqu’impossible d’en trouver
présentant un tropisme spécifique pour les marqueurs tumoraux exprimés a la surface des
cellules cancéreuses. Ainsi, I'option la plus simple pour atteindre notre objectif, est d‘utiliser
des enveloppes dont le tropisme peut étre facilement modifiable via d’une part,
I'introduction de mutations permettant d’abolir le tropisme naturelle de I'enveloppe, et
d’autre part, lintroduction de peptides capables de reconnaitre spécifiqguement les
marqueurs tumoraux. Les précédents travaux réalisés dans ce domaine se sont
principalement focalisés sur I'utilisation des glycoprotéines d’enveloppe du virus de la
rougeole et celle du virus Nipah. L'intérét pour ces deux virus est lié au fait que leurs
protéines d’enveloppe sont des hétérodiméres pour lesquels les fonctions d’attachement a
la membrane cellulaire et de fusion des membranes sont assurées séparément. Il est donc
plus facile pour ce type d’enveloppe de modifier le tropisme sans pour autant affecter la
capacité d’entrée. Cependant, en ce qui concerne les protéines d’enveloppe du virus de la
rougeole, le principal inconvénient est qu’une partie de la population posséde une immunité
préexistante contre ces virus, ce qui conduit a I’élimination rapide des vecteurs aprés leur
injection?'!. Concernant, les glycoprotéines d’enveloppe du virus Nipah, les études menées
ont montré que I'efficacité d’entrée des vecteurs lentiviraux pseudotypés avec ces protéines

212

est dépendante de la distance entre I'épitope ciblé et la membrane cellulaire® . Cette
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contrainte limite donc le choix des ligands pouvant étre utilisés pour cibler le marqueur
tumoral a la surface des cellules cibles.

Pour notre part, nous nous sommes intéressés aux enveloppes des virus VIH-1 qui
présentent également la caractéristique d’étre des hétérodimeres avec un partage des
fonctions de reconnaissance et de fusion entre les protéines gp120 et gp4l (cf Partie II-

1.3.1).

[11.3.4 L’introduction d’un peptide dans I'enveloppe virale

Afin que cette réorientation de I'entrée virale soit effective, il faut étre capable d’insérer
dans I'enveloppe virale un motif peptidique capable de reconnaitre les récepteurs exprimés
spécifiguement a la surface des cellules cibles.

Les études menées sur l'enveloppe virale du VIH s’intéressent principalement a
I'immunogénicité de la protéine et a la neutralisation du virus via I'utilisation d’anticorps
dirigés vers différentes parties de la gp120. Afin de mieux comprendre I'efficacité des
anticorps a neutraliser le virus quelques laboratoires ont tenté d’introduire des épitopes
connus et faciles a cibler sur la protéine. D’autres laboratoires se sont également intéressés
a l'insertion de tag dans I’enveloppe virale afin de suivre le traffic des protéines dans les
cellules infectées. Mon travail c’est basé sur les résultats préalablement obtenus dans ces

recherches.

Les régions variables de la protéine de surface présentent une grande diversité aussi bien
parmi les différentes souches virales que parmi les quasis espéces présentes chez un méme
patient.

Les régions V1/V2 se situent au sommet des triméres et les études menées sur I'analyse de
leurs séquences montrent qu’ils présentent une grande diversité de séquences et de tailles
entre les différentes souches virales mais également entre les différentes quasis especes que

213,214

I’on peut trouver chez un méme patient . La région V3 est située en dessous des régions

V1/V2 et est impliquée dans la reconnaissance du corécepteur'®®*™. La fonction des régions
V4 et V5 n’est pour I'instant pas encore bien définie, mais certaines études ont montrés que

la délétion d’une région variable de la protéine est suffisante pour abolir sa capacité a

216,217

promouvoir I'entrée virale . Dans les structures récemment publiée, on constate que les

régions V2 et V4 ne sont pas résolues, ce qui suggére leurs grande flexibilité”** 2%, Les
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régions V1/V2 et V3 sont associées au sommet du trimer et son décrites comme permettant
de stabiliser la structure, alors que les régions V4 et V5 sont éloignées des sites reconnus
comme importants pour la reconnaissance des récepteurs et corécepteurs. Avec toutes ces
observations, il semble donc que la région V4 soit une région optimale pour l'insertion d’un
motif peptidique sans pour autant déstabiliser la structure et la fonction de I'enveloppe
virale.

Les recherches actuelles utilisent différentes stratégies d’insertion de peptide??* 2%
Certaines stratégies substituent la séquence virale par celle du peptide en vue de ne pas trop
modifier la taille de la région. Cette stratégie donne lieu a de grande variation dans la
fonctionnalité de I'enveloppe en fonction du site olU est inséré le motif *%. D’autres
stratégies inserent le peptide en lui ajoutant une séquence « linker » de part et d’autre. Avec
cette stratégie, la fonctionnalité n’est affectée qu’en fonction de la région dans laquelle le
peptide est inséré et non pas de la position exacte de cette insertion, ce qui est beaucoup

moins contraignant®**

. Dans le cas de deux protéines produites en fusion, les séquences
linker servent a créer un lien entre les protéines tout en permettant de les éloigner
suffisamment pour favoriser le bon repliement de chacune d’elles. Il existe différents types
de séquences linker qui sont classées en trois catégories : les flexibles, les rigides et celles
pouvant étre clivées in vivo’®. Les linker flexibles sont ceux qui nous intéressent
particulierement et ils sont principalement composés de glycine et de sérine. Du fait de leur
petite taille et de leur polarité, ces acides aminés permettent d’assurer la flexibilité et la

solubilité des protéines de fusion produites sans apporter de charge supplémentaire®>>*%°
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Partie Ill : Objectifs du travail de thése

Les genes suicides présentent un grand intérét pour les stratégies de thérapie génique. Du
fait de son importance dans I'activation de nombreux analogues nucléosidiques utilisés dans
les traitements chimiothérapeutiques, la dCK humaine a longtemps été étudiée dans le but
d’identifier une variante de la protéine qui permettrait de sensibiliser les cellules a de faibles
concentrations de médicament et pourrait étre utilisée comme géne suicide dans les
stratégies anti-tumorales. Le laboratoire grace a une méthode innovante d’évolution
moléculaire mise en place au sein méme de I'équipe et appelé la Rétrovolution, a identifié
deux variants de la dCK capable de sensibiliser les cellules résistantes a des concentrations
de Gem jusqu’a 900 fois inférieures de celles requises pour les cellules résistantes.

Le premier mutant appelé le G12 a été caractérisé et a fait I'objet d’une publication avant
mon arrivé dans I'équipe®. Au cours de la premiére partie de mon travail de thése, jai
complété les études déja effectuées sur le G12 en évaluant I'importance de chacune de ces
trois mutations caractéristiques pour le phénotype observé. J'ai principalement travaillé sur
la caractérisation de la seconde protéine identifiée appelée M36 qui se positionnait comme
un bon candidat géne suicide. Le M36 a été identifié aprés 11 cycles de rétrovolution
supplémentaires a partir du G12 et a démontré une meilleure capacité a sensibiliser les
cellules a la Gem. Comparé a la dCK sauvage, le M36 est caractérisé par 4 mutations
ponctuelles dont trois lui sont communes avec le G12.

Dans la premiere partie de mon travail de these je me suis donc intéressée a la
caractérisation d’un potentiel nouveau gene suicide qui, du fait de son origine humaine
devrait étre une bonne alternative au systéme hsTK/GCV qui présentent des probléme

d’'immunogénicité du fait e I'origine viral de la protéine.

Indépendamment du gene suicide utilisé, pour gu’une stratégie de thérapie par géne suicide
puisse étre optimale, il faut que le géne puisse étre exprimé spécifiquement dans les cellules
cibles. Les vecteurs utilisés pour le transfert de géne doivent donc étre capables de cibler
spécifiguement les cellules, et c’est a cet aspect des stratégies de thérapie que je me suis
intéressée au cours de la seconde partie de mon travail de thése. L’adressage des génes aux
cellules peut étre réalisé grace a I'utilisation de vecteurs viraux ou non viraux. Pour ma part,
je me suis intéressée aux vecteurs lentiviraux et plus particulierement aux enveloppes des

virus VIH-1.
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Dans le cadre de mon projet, nous avons émis I’hypothése que I'utilisation d’enveloppes
VIH-1 CD4i auxquelles serait greffé un peptide capable de reconnaitre une protéine
membranaire spécifique a un type cellulaire, permettrait de modifier le tropisme du virus et
de réorienter son entrée vers un autre type cellulaire. En effet, les enveloppes CD4i n’ayant
pas besoin de l'interaction avec le récepteur CD4 pour étre capable d’interagir avec le co-
récepteur et réaliser I'entrée, elles ne seront pas restreintes aux cellules exprimant le
récepteur. En revanche, la greffe d’'un peptide capable de reconnaitre une protéine
membranaire spécifique aux cellules cibles permettra d’'une part de réorienter I'entrée
préférentiellement vers ces cellules permettra également I'entrée dans les cellules
conditions que celles-ci expriment un des co-récepteur du VIH-1. Si le ligand possede une
bonne affinité pour le récepteur, I'ancrage solide assuré par la liaison au CD4 pour les
enveloppes sauvages sera rétablie, permettant ainsi d’améliorer la capacité des enveloppes

CD4i qui sont décrites comme moins efficaces pour I’entrée que les enveloppes sauvages.
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Partie IV : Etude des mutants de la dCK humaine

| Objectifs

Au cours de cette premiere partie de ma thése j'avais plusieurs objectifs en relation avec les
mutants de la dCK humaine isolés au laboratoire. Mon travail a eu pour but d’avoir une
meilleure compréhension de leurs mécanismes de fonctionnement et visait également a une
amélioration de ces mutants. A mon arrivé au laboratoire, les protéines G12 et M36 avaient
déja été identifiées par le processus de rétrovolution. La capacité du mutant G12 a
sensibiliser les cellules Messa 10K résistantes a la Gem, de méme que sa capacité a

sensibiliser a la Gem d’autres lignées cellulaires cancéreuses avait également été

démontrée.

Un premier objectif était li¢ a une meilleure caractérisation du mutant G12. Celui-ci a été
identifié aprés 17 cycles de rétrovolution (et donc de mutagénése) et est caractérisé par
trois mutations comparé a la dCK sauvage. Le processus de rétrovolution est une méthode
d’évolution aléatoire qui consiste dans un premier temps a générer des mutations dans le
géne a faire évoluer, avant d’évaluer I'effet des mutants sur les cellules cibles. Au cours du
processus, il est possible qu’'une ou deux des mutations du G12 aient été introduites avant
de cribler la banque, mais qu'elles ne soient pas nécessaires pour observer le phénotype de
la protéine. Le criblage de la banque de mutant générée ne se faisant qu’a partir d’'un
certains nombres de cycles, I'importance relative des trois mutations individuelles du G12
pour son efficacité restait encore indéterminée. Au début de ce travail, j’ai donc étudié la
contribution de chacune des mutations du G12 pour son efficacité. Pour ce faire, jai
construit des variantes de la dCK possédant une ou deux des mutations du G12 en couvrant
toutes les combinaisons possibles, et ai testé la sensibilité a la Gem des lignées cellulaires

stables exprimant chacune une variante de la protéine.

Un deuxieme objectif était de modifier la nature des vecteurs lentiviraux utilisés dans nos
essais en culture de cellules. Pour le processus de rétrovolution, les vecteurs utilisés
devaient posséder des séquences LTR fonctionnelles. Afin de se rapprocher des conditions
d’utilisation des vecteurs lentiviraux en thérapie génique, j'ai construit des vecteurs

contenant des séquences LTR tronquées et donc non fonctionnelles appelés vecteur SIN
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pour « self inactivating » et comparé le comportement des ces vecteurs a celui des vecteurs

possédant des LTR fonctionnels.

Le troisieme objectif a consisté en une caractérisation extensive du mutant M36. Dans le but

d’identifier un mutant plus performant que le G12, celui-ci avait également servi de point de

départ pour la rétrovolution, ce qui a permis apres 11 cycles supplémentaires I'identification

de la protéine M36. A mon arrivée, la protéine M36 n’avait été décrite dans aucunes des

publications du laboratoire et seul sa capacité a sensibiliser les cellules Messa 10K a la Gem

avait été démontrée. En ce qui concerne ce sujet, mon travail a donc principalement été

I’étude du M36 et cela a porté sur les points suivants :

La capacité de la protéine M36 a sensibiliser les cellules a des médicaments autres
qgue la Gem. Pour ce faire, j'ai testé la sensibilité des cellules a la Fludarabine et a
I’AraC, deux composés chimiothérapeutiques analogues de la dC activés par la dCK.
J'ai également mis en place un test permettant de tester la capacité de la protéine a
renforcer I'action de deux analogues de la dC utilisés comme antiviraux : la ddC et le
3TC.

La capacité du M36 a sensibiliser des cellules cancéreuses autres que les cellules
Messa 10K aux médicaments.

La contribution de la mutation supplémentaire S169N du M36 pour son efficacité. La
protéine M36, étant issue du mutant G12, elle possede les trois mutations de celui-ci
ainsi qu’une mutation supplémentaire en position 169. J'ai ainsi introduit cette
mutation dans toutes les constructions précédemment réalisées afin d’évaluer la
contribution des mutations individuelles du G12 pour effectuer la méme analyse en
présence de la mutation supplémentaire S169N.

Une amélioration de I'efficacité du M36 via une approche combinée de I'expression
du M36 et de réduction de I'expression de la RRM1 qui, comme présenté dans la
premiére partie de ce manuscrit, intervient dans les mécanismes de résistances des
cellules aux médicaments.

Une modification de la séquence du M36 sur une base rationnelle dans le but

d’identifier une variante de la protéine présentant une meilleure efficacité.
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Il Matériels et méthodes

[I.1 Lignées cellulaires

Les cellules HEK-293T ont été cultivées dans le milieu DMEM (Gibco) additionné de 10% de
FBS et de 100 U / ml de pénicilline-100 mg / ml de streptomycine (Invitrogen, CA, USA). Les
cellules MessalOK, Jurkat, MT4, THP-1, K562, HCT116 et DAMI ont été cultivées dans du
milieu RPMI (Gibco) supplémenté avec 10% de FBS et de pénicilline-streptomycine. Les
cellules HT 29 ont été cultivées dans un milieu Mc Coy’s 5A (Gibco) additionné de 10% de
FBS et de 100 U / ml de pénicilline-100 mg / ml de streptomycine. Les cellules ont été

maintenues en culture dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO,.

1.2  Constructions des mutants de la dCK

Les différents mutants ont été construits par PCR reconstituve dont le schéma est présenté

dans la figure 29 et comme décrit précédemment®”’

. Le géne de la dCK a été amplifié par
deux couples d’amorces afin de générer deux fragments du géne. Les amorces internes
utilisées contiennent la/les mutations a introduire et sont complémentaires afin de générer
une région homologue sur 30 nt. Les deux fragments générés ont été purifiés sur colonne
avant d’utiliser 0,25pmol de chaque fragment pour la seconde PCR. Les 8 premiers cycles de
la seconde PCR ont été réalisés en absence d’amorces afin de favoriser la reconstitution d'un
ADN de taille compléte par extension des deux fragments qui servent réciproquement
d'amorce l'un pour l'autre. Les amorces externes précédemment utilisées ont ensuite été
ajoutées et 22 cycles supplémentaires ont été réalisés. Les produits de PCR ont ensuite été
introduits aprés une digestion enzymatique par les enzymes BamHI et Xhol, dans un

plasmide pSDYALTR?*® qui permet I'expression de ’ARN génomique des vecteurs lentiviraux

(figure 30).
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Figure 29 : Représentation schématique de la réaction de PCR reconstituée.

XhoI (1497)

BamHI (2307)

Figure 30 : Carte du plasmide pSDY permettant ’expression de I’ARN génomique des vecteurs.

1.3  Production des particules virales

Les particules lentivirales ont été produites par la co-transfection des cellules HEK 293T. Les
cellules ont été ensemencées la veille dans des boites de culture de 10 cm de diametre.
Seize heures aprés I'ensemencement, lorsque les cellules sont a 80% de confluence, le milieu
de transfection a été rajouté au milieu de culture des cellules. Ce milieu de transfection est
composé de 2 pg de plasmide p8.91 (GenBank ID : JQ585717.1) qui code les protéines de

capside, la polymérase ainsi que l'intégrase virale, de 2 ug de plasmide pSDY qui permet la
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synthése de I’ARN génomique et d’1 pg de plasmide pVSV-G (GenBank ID : AJ318514.1) qui
code pour la glycoprotéine d’enveloppe G du virus de la stomatite vésiculeuse, ainsi que du
polyéthylénimine (PEIl) linéaire MW~25 000 (Polysciences, Inc). Le surnageant viral a été
récolté 48 h apres la transfection, filtré a I'aide d’un filtre de 0,45 um et concentré a l'aide
de Vivaspin®20 (Sartorius Stedim Biotech). Le titre viral a ensuite été estimé par la
guantification de la protéine de capside p24, par test ELISA (InnotestTM HIV Antigen mAB,

International Genetic Technologies, Chilly-Mazarin, France).

1.4 Etablissement des lignées cellulaires

Les cellules ont été mises en contact avec des quantités croissantes de vecteurs dans une
plaque de culture de 6 puits en présence de 8 ug/mL de polybréne (Sigma-Aldrich). Vingt-
quatre heures post-transduction le milieu de culture des cellules a été remplacé par du
milieu contenant 0,6 pg/mL de puromycine afin de sélectionner les cellules ayant intégré le

provirus. Celles-ci sont ensuite maintenues en culture et mise en expansion.

1.5 Tests de sensibilité aux médicaments

Les cellules ont été ensemencées a 5000 cellules par puits dans une plague a 96 puits et
cultivées toute la nuit a 37 ° C. Deux rangées ont été utilisées pour chaque population.
Douze heures aprés I'ensemencement, des concentrations croissantes de gemcitabine (0-
400 nM ou 0-100 uM), ou AraC (0-10 mM) ont été ajoutés a chaque puits et laissés en
culture pendant encore 72 h. La viabilité cellulaire a été mesurée par un test MTT (Cell Titer
96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega) et le nombre de cellules vivantes dans
chaque puits a été évalué en mesurant la DO a 570 nm. Pour chaque population, la fraction
de cellules vivantes a été calculée en faisant le rapport entre la DO mesurée pour la
concentration X de Gem et la DO mesurée en absence de Gem dans le puit. Ce qui permet

d’estimer la sensibilité de la population a la prodrogue.

1.6 siARN et shARN

Les séquences des siARN ont été choisies afin de cibler la région 5’ du gene codant la RRM1.

Les siARN ont été transfectées avec le kit DharmaFECT (Dharmacon). Le siARN contrdle
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utilisé est le « Universale negative control #1 » (SIGMA). Les séquences des siARN ainsi que

celle des shARN sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Séquences utilisées pour la répression de RRM1

siARN 1 5 AAUUACAUCUCGAAUCCAGUU 3
siARN 2 5> AAUAUGGAUUUUGUUGAUCCUGUU3
siARN 3 5 AACUAGAUACUUUGGCUGCUU3

siARN 4 5> AAGUGUUCAGUGAUGUGAUGGUU3

shARN 1 5 CCGGTAATTACATCTCGAATCCAGTTCAAGAGACTGGATTCGAGATGTAATTTTTTTTGGAAG 3

shARN 4 5 CCGGTAAGTGTTCAGTGATGTGATGGTTCAAGAGACCATCACATCACTGAACACTTTTTTTTGGAG 3°

II.7 Analyse des western blot

Les cellules ont été lysées dans un tampon RIPA 1X, et 30 ou 60 pg de protéines totales
(évaluées par Bradford) sont chargés sur un gel de polyacrylamide a 10% pour chaque extrait
cellulaire. Apres le transfert sur une membrane PVDF, les protéines RRM1 ont été révélées
avec une dilution 1: 4000 d'un anticorps polyclonal anti-RRM1 (lapin, Sigma-Aldrich) et un
anticorps secondaire anti-lapin conjugué a la HRP (BioRad) 1: 5000 additionné d’un anticorps
anti-actine 1: 20 000 (BioRad). La détection a été réalisée par autoradiographie. L’analyse du
niveau d’expression des protéines a été réalisée avec le logiciel Image Lab™ Software de
BioRad. Le niveau d’expression de la RRM1 a été normalisé pour chaque échantillon en

fonction du niveau d’expression de I'actine dans le méme échantillon.

Il Résultats

Les résultats obtenus sur I'étude des mutations de la protéine G12 ainsi que I'étude de la
capacité du M36 a sensibiliser les cellules a d’autres analogues de la dC font I'objet d’un
article paru en 2015 et joint ci-dessous.

1.1 Article

Résumé de I'article
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Identifier une enzyme qui, une fois exprimée dans les cellules cancéreuses permettrait de
conduire a leur élimination spécifique avec de faibles doses de médicaments, est I'un des
objectifs principaux des stratégies de lutte anti-tumorale. Le laboratoire a identifié un
mutant de la dCK appelé G12 qui est capable de sensibiliser différentes lignées cellulaires a
la Gem, un analogue nucléosidique de la dC utilisé en chimiothérapie. L'identification de ce
mutant a été possible grace a une approche originale, appelée la rétrovolution et mise en
place par le laboratoire. La rétrovolution se base sur I'utilisation de vecteurs lentiviraux a
réplication conditionnelle pour introduire des mutations dans le géne a faire évoluer. Le
mutant G12 ainsi que l'approche ayant permis sa découverte ont été décrit dans un
précédent papier™. Dans cette article, le mutant G12 a également été utilisé comme point
de départ pour une nouvelle procédure de rétrovolution, et cela a conduit a I'identification
d’une autre variante de la dCK, appelé M36, qui permet une meilleure sensibilisation des
cellules, comparé au G12. Par rapport au G12, le M36 présente une mutation
supplémentaire située au niveau de l'interface de dimérisation de la protéine. La présence
de cette mutation supplémentaire permet de diminuer I'lCso de la Gem et donc d’augmenter
la sensibilité des cellules au médicament. De plus, I'utilisation de vecteurs SIN permet une
augmentation de l'efficacité de la protéine, ce qui est cohérent avec le phénoméne
d’interférence transcriptionnelle sur les promoteurs internes décrit lorsque les séquences
LTR sont transcriptionnellement actives. Enfin, I'effet le plus marqué observé avec le mutant
M36 est qu’il permet de diminuer de 10 000 fois I'ICso de la cytarabine (AraC), un composé
utilisé pour le traitement des leucémies myéloides aiglies. En permettant de sensibiliser les
cellules a la Gem et a I’AraC, deux composés couramment utilisés pour le traitement de

cancer a faible pronostic, le M36 se positionne comme un candidat gene suicide prometteur.
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Abstract

Identifying enzymes that, once introduced in cancer cells, lead to an increased efficiency of
treatment constitutes an important goal for biomedical applications. Using an original proce-
dure whereby mutant genes are generated based on the use of conditional lentivector
genome mobilisation, we recently described, for the first time, the identification of a human
deoxycytidine kinase (dCK) mutant (G12) that sensitises a panel of cancer cell lines to treat-
ment with the dCK analogue gemcitabine. Here, starting from the G12 variant itself, we gen-
erated a new library and identified a mutant (M36) that triggers even greater sensitisation to
gemcitabine than G12. With respect to G12, M36 presents an additional mutation located in
the region that constitutes the interface of the dCK dimer. The simple presence of this muta-
tion halves both the IC50 and the proportion of residual cells resistant to the treatment. Fur-
thermore, the use of vectors with self-inactivating LTRs leads to an increased sensitivity to
treatment, a result compatible with a relief of the transcriptional interference exerted by the
U3 promoter on the internal promoter that drives the expression of M36. Importantly, a
remarkable effect is also observed in treatments with the anticancer compound cytarabine
(AraC), for which a 10,000 fold decrease in IC50 occurred. By triggering the sensitisation of
various cancer cell types with poor prognosis to two commonly used anticancer compounds
M36 is a promising candidate for suicide gene approaches.

Introduction

Inducing death of cancer cells through gene therapy is a major goal for biomedical applications.
The main obstacle to this achievement is the possibility of delivering specifically into cancer
cells transgenes that lead to cell death: a process achieved with poor efficiency in vivo [1]. An
additional difficulty is constituted by the efficiency at which the transgene induces the death of
the modified cell. Cell death can be induced either constitutively or in response to exposure to
chemical compounds, such as an anticancer drug [1]. The approach of using a gene with an
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inducible toxicity has the advantage of being of interest also in the field of safety genes that
allow negative selection of transplanted cells in gene therapy approaches. In these cases, the
presence of a safety gene is essential in the event of a neoplastic transformation after engraft-
ment of the engineered cells or, for adoptive immunotherapy, in the case of the development of
a graft versus host response [2]. The suicide gene most frequently employed so far for these
purposes has been the thymidine kinase gene of herpes simplex virus (hsTK) coupled with gan-
cyclovir treatment [3-5]. However, due to its viral origin, the hsTK presents the drawback of
inducing an immune response to TK-derived epitopes [6], suggesting that its replacement by
less immunogenic proteins could potentially increase the efficiency of this approach. For these
reasons, a human enzyme would constitute an ideal candidate.

In this regard, human deoxycytidine kinase (dCK) has attracted a lot of interest. Besides
being involved in the salvage pathway that converts recycled deoxyribonucleosides into ANTP
[7], this enzyme catalyzes the first rate-limiting, phosphorylation step for the activation of dif-
ferent deoxycytidine analogs (dCa) used in clinical treatments of various cancers. Gemcitabine
is one of these drugs. It is generally used for the treatment of several cancers such as pancreatic
cancer, metastatic non-small cell lung and breast cancers, as well as ovarian cancers; all of
which are associated with poor prognosis [8-13]. The dCK is also involved in the activation of
other compounds, that are structurally related to deoxycytidine and are used as anti-cancer or
anti-viral drugs. One such drugs is AraC (cytosine arabinoside), which is mostly used for the
treatment of leukaemias, such as acute myeloid leukaemia (AML) [14].

In many cases the dCK determines the degree of sensitivity of cells to treatment with gemci-
tabine or AraC. A correlation between the level of dCK expression and sensitivity to treatment
with dCa has in fact been observed in patients treated for hairy-cell leukaemia and chronic
lymphocytic leukaemia [15] and in various breast cancer cell lines [16]. A link between the
expression of dCK, the accumulation and retention of intracellular gemcitabine pool levels and
gemcitabine incorporation into DNA has also been reported [17-19], as well as an association
between pre-treatment levels of intracellular dCK and sensitivity to gemcitabine [20]. A similar
correlation has been reported for AraC [21]. Moreover, the exogenous over expression of dCK
in glioma cells by retroviral or adenoviral vectors leads to increased sensitivity to the cytotoxic
action of cytosine arabinoside in vitro and in vivo [22]. Conversely, deficiencies in dCK activity
lead to resistance to treatment either with gemcitabine [18, 23, 24] or with AraC [25-27].

Thereby, the possibility of foreseeing gene therapy approaches based on the insertion of
extra copies of the dCK gene in cancer cells appears promising and the possibility of generating
variants of dCK with improved dCa phosphorylation activity is a major goal in the field. Ratio-
nal attempts to design dCK mutants with such properties have been made in the past, either
based on structural information [28] or on the effect of post-translational modifications of the
protein that have been observed to enhance its enzymatic activity in vivo [29, 30]. Although
these studies succeeded in obtaining dCK variants with an improved capacity to phosphorylate
and activate gemcitabine, this activity was paralleled by a much more marked enhancement of
phosphorylation of the natural substrate dC [28, 30]. Since competition for the dCK enzyme
between natural substrate and incoming drug molecules is crucial for the efficiency of cell
death induction [31, 32], this feature suggested that such mutants once introduced into cancer
cells would not have induced a sensitisation to the treatment. For one of these (the triple
mutant A100V, R104M, D133A) [28], it was indeed reported that its introduction into Mes-
salOK cells, uterine sarcoma cells resistant to gemcitabine [33], resulted in no sensitisation to
this drug [34].

We recently developed an experimental approach (retrovolution) where a gene of interest is
inserted into conditional replication-defective VSV-pseudotyped HIV-1 derived vectors that
are used to mimic multiple infectious cycles, during which the sequence of interest accumulates
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mutations due to the error-prone nature of the HIV-1 replication machinery [34]. This gener-
ates a library of variants of the gene of interest that are already inserted into a biological vector
appropriate for an efficient delivery of the transgene to human cells, which can then be directly
screened for the desired phenotype. Using, as a sequence of interest, the cDNA coding for the
human dCK, we isolated a mutant, named G12, which induces a 300-fold sensitisation to gem-
citabine in cells originally resistant to this drug (Messa 10K), an effect 60 times stronger than
that observed in controls cells where an extra copy of the wt dCK had been inserted [34]. This
mutant is characterised by the presence of three mutations, located in positions of the protein
distant from the active site and which are therefore unlikely to have been predicted on a ratio-
nal basis. One of these mutations, E171K, is located in a region involved in the generation of
the interface of the dCK dimer. The other two mutations (E247K and L249M) instead are
located in the “base-sensing loop” that modulates the folding of the protein upon binding of
the phosphate donor (ATP or UTP), (S1 Fig) [28]. No alteration of the degree of dimerization
was however observed in vitro for the mutant, suggesting that the reason for the increased gem-
citabine sensitivity that it induces is not attributable to a change in its expression expression
level [34], but is possibly due to a modification of the overall structure of the enzyme.

G12 was isolated after screening of the library resulting from 17 successive cycles of retrovo-
lution [34]. This way, mutations were introduced randomly in the gene with no external selec-
tion pressure applied during the procedure that would favour the isolation of the desired
phenotype. The question of the possibility of isolating a mutant with an even greater degree of
gemcitabine sensitisation activity than G12 is the starting point of the present study.

Materials and Methods
Cell lines

HEK-293T cells were obtained from the American Type Culture Collection and grown in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
supplemented with 10% FBS and 100U/ml pennicillin-100 mg/ml streptomycin. Messal0K
cells were kindly provided by L.P.Jordheim (Lyon, France) and grown in RPMI medium sup-
plemented with 10% FBS and penicillin-streptomycin.

Retrovolution cycles by lentivector particles

For starting the experiments leading to the generation of the F27-RL (where RL stands for ran-
dom library), eight 10-cm plates containing 5x10° cells from the population of HEK 293T cells
that was used to identify the G12 clone (F16, reference [34]) were transfected, using the Cal-
cium Phosphate protocol, with 10 pg of pPCMVARS.91 plasmid [35] and 5 pg of pHCMV-G
plasmid [36], in order to generate the viral-like population F17-RL. The same procedure was
used for starting the experiments leading to the generation of the F11-DL, but in this case the
initial transfection with pPCMVARS8.91 and pHCMV-G plasmids was performed on a HEK
293T cell line previously generated to stably express the lentivector genomic RNA coding G12
[34]. In this case the viral-like population generated was called F1-DL (where DL stands for
directed library). These viral-like populations (F17-RL and F1-DL) were then used to indepen-
dently transduce fresh HEK 293T cells to continue with the retrovolution procedure in parallel,
as described in reference [34]. We performed 11 further retrovolution cycles, leading to the
generation of the F27-RL and of the F11-DL cell populations, respectively. Transfections dur-
ing the cycles of retrovolution were achieved with 10 pg of pPCMVARS.91 and 5 pg of
pHCMV-G plasmid on 8 10-cm plates containing 5x10° cells from the population of HEK
293T cells from the previous retrovolution cycle. For the transduction procedure during the
cycles of retrovolution, the lentivector-containing supernatant was collected 48h after
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transfection, filtered through a 0.45 pm filter and concentrated 40 times in Vivaspin 20 col-
umns (MWCO 50 KDa, Sartorius Stedim Biotech, Aubagne, France). Transduction conditions
differed when performed to generate genetic diversity (retrovolution cycles) and when per-
formed to isolate single clones for screening of the library. For the retrovolution cycles, 5x10°
HEK-293T cells were transduced with 1 ml of concentrated lentiviral vectors (see above) and
puromycin selection was applied 24h after transduction. Under these conditions 90-100% of
the transduced cells were resistant to puromycin, indicating that at least for the majority of the
cells, the multiplicity of transduction was higher than one. Transductions for the isolation of
single clones were, instead, performed at varying dilutions of the lentiviral vectors based on the
titers estimated by ELISA directed against the HIV-1 p24 capsid protein (Innotest HIV Antigen
mADb, Innogenetics, Gent, Belgium). A hundred cells were then seeded per well in 96-well plates
in DMEM. Puromycin selection was applied 24h after transduction by adding puromycin at
concentrations of 0.6 pg/ml for HEK-293T cells, 0.6 pg/ml for HEK-293T-CD4" cells, 0.5 ug/
ml for MessalOK cells. We selected conditions where, on average, 5 wells per plate resulted pos-
itive to cell growth in the presence of puromycin. Under these conditions, the multiplicity of
transduction was of 5x10™ per cell ensuring that in each well the cell population was generated
by transduction with a single lentiviral vector.

Amplification and sequencing of the dCK-encoding portion of the proviral
DNA

Puromycin resistant clones from the F27-RL and F11-DL generations were isolated by limiting
dilution and expanded in 6 wells plates. Cells from the individual clones were then recovered
and lysed with 250 pl of Cell Direct PCR (Viagen Biotech, Los Angeles, CA, USA). The dCK
transgene was amplified from 1 pl of the lysate with oligonucleotides on the vector, EF1 (5-
gatgtcgtgtactggctecg-3’) and PGK (5-gatgtggaatgtgtgegagg-3’), flanking the transgene. Sequenc-
ing of the PCR fragment was performed by the GATC sequencing service (GATC Biotech,
Konstanz, Germany).

Calculation of the frequency of mutations in the libraries

For the F27-RL and F11-DL libraries the number of mutations found in the dCK coding

sequence was calculated starting from the data given in Table 1 as: (m/(783 x c))/y, where m is
the number of mutated positions, 783 is the size of the dCK coding-sequence in base pairs, ¢ is
the number of clones sequenced and y is the number of cycles of retrovolution carried out. For

the F11-DL library the starting sequence for calculating the mutation rates was the sequence of
G12.

Permutation tests for the occurrence of synonymous and non
synonymous mutations along the dCK protein

A permutation test was performed by simulating the occurrence of mutations in the two halves
of the protein coding sequence (i.e. on either side of codon 130) based on the observed fre-
quency of occurrence of random mutations and of preferential mutations in APOBEC3F con-
sensus sequences (29.1 and 70.9%, respectively, see Table 1). The relative incidence of
synonymous and non-synonymous mutations obtained experimentally was compared to that
of 10,000 simulated datasets. The proportion of simulated datasets with non synonymous/syn-
onymous (dN/dS) mutation ratios lower than or equal to those of the real dataset were then
taken as the probability that there was a significant tendency in the region considered for the
occurrence of more synonymous mutations than was expected on a stochastic basis.
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Table 1. Mutation panel found in the dCK coding-sequence in F27-RL and in F10-DL.

Clones Positions Frequency of mutation (per % of G>A Mutations/ Cycles of
sequenced mutated nt) mutations clone retrovolution
F27-RL 41 57 6.34x10° 70.9 1-11 28
F11-DL 43 29 7.83x10° 75.9 1-5 11

Frequencies of mutation are calculated as described in Materials and Methods; %G>A mutations: % of transitions from G to A among the number of
mutated positions found; mutations/clone: range of mutations found in single clones (for the F10-DL library the three mutations present in G12 are not
considered).

doi:10.1371/journal.pone.0140741.t001

Conversely, the proportion of simulated datasets with dN/dS ratios higher than or equal to
those of the real dataset was then taken as the probability that there was a significant tendency
in the region considered for the occurrence of more non-synonymous mutations than was
expected on a stochastic basis.

Tests of sensitivity to anticancer drugs

Cells harbouring integrated lentiviral vector genomes (G12, M36, single or double mutants)
were seeded at 5 000 cells per well in a 96-well plate and grown overnight at 37°C. For each
population experiments were carried out in duplicate. Twelve hours after seeding, increasing
concentrations of gemcitabine (0-400 nM), or AraC (0-10 mM) were added to each well and
left in culture for a further 72h. Cell viability was measured using the MTT test (CellTiter 96
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega, Fitchburg, WI, USA) and the number of
living cells in each well was evaluated by measuring the OD at 570 nm. For each population,
the fraction of living cells was calculated as OD570 concentration X Gem/OD570 concentra-
tion 0 Gem, to estimate the sensitivity of the population to the prodrug.

Tests of sensitivity to antiviral drugs

Lentiviral vectors were generated by transfection, using the calcium phosphate protocol, of
HEK-293T cells with 10 ug of pPCMV AR8.91 plasmid [35], 5 pug of pHCMV-G plasmid [36],
and 10 pg of genomic plasmid SDY-dCK (described in Rossolillo et al. [34]) in its SIN version
(see results) encoding either for the wild type sequence of the human dCK or the M36 varijant.
Several transductions, using different amounts of lentiviral vector, were performed on 1x10°
HEK-293T-CD4+ cells [37] and transduced cells were selected in the presence of 0.6 pg/ml of
puromycin, added 24h after transduction. Only transduction conditions giving 50 to 200 indi-
vidual puromycin-resistant clones (each clone derived from a cell transduced by a single lenti-
viral vector) were retained and all the clones were pooled and expanded to obtain a polyclonal
HEK-293T-CD4+ cell population either expressing one extra copy of the wt dCK enzyme or
one copy of M36 (HEK 293T/CD4"-SINvec-wtdCK or HEK 293T/CD4"-SINvec-M36, respec-
tively). Vectors for monitoring the efficiency of transduction in the presence of antiviral drugs
were generated by transfection of twelve 10-cm plates containing 5x10° HEK 293T cells with
10 pg of pTopo plasmid into which the sequence coding for the HIV-1 envelope ADA [38] had
been inserted [39], and 10 pg of pNL4.3-Env™ Luc+, that encodes the firefly luciferase, as previ-
ously described [40]. The resulting lentivectors were concentrated as previously described [34].
Transduction of 2.5x10° HEK 293T/CD4"*-SINvec-wtdCK cells and HEK 293T/CD4*-SINvec-
M36 cells were performed in parallel using 1 ml each of concentrated lentiviral vector. Five
hours after transduction cells were seeded at 5x10* cells/well in a 6 well plate in the presence of
increasing concentrations of the anti-viral compounds ddC or 3TC. The efficiency of
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transduction was then monitored 48 hours after transduction through expression of the lucifer-
ase gene. For this, the medium was removed, the cells were washed twice in PBS, lysed, centri-
fuged and the supernatant was then used to measure luciferase activity according to the
manufacturer’s protocol (Promega, Fitchburg, WI, USA) with a Glomax luminometer (Pro-
mega, Fitchburg, WI, USA), as previously described [40].

Western blot analyses

MessalOK cell lines expressing either M36, both in the context of a lentiviral vector DNA with
a functional LTR or with an inactivated LTR were lysed in 1X RIPA buffer (25mM Tris-HCI,
1% IGEPAL, 0,1% SDS, 0,5% Sodium deoxycholate, 150mM NaCl, protease inhibitor) and 30,
60, and 120 pg of total protein (evaluated by Bradford assay) for each cell type were loaded on
a 12% bis-tricine gel (Invitrogen, Carlsbad, NM, USA). After transfer on PVDF membrane, the
dCK proteins were analysed by western Blot with 1:4000 dilution of a polyclonal anti-dCK anti-
body (rabbit, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1:3000 dilution of an anti-rabbit HRP
conjugated secondary antibody (BioRad, Hercules, CA, USA) with binding being detected by
chemiluminescence (Pierce ECL Western Blotting substrate, Thermo Scientific).

Production and purification of recombinant dCK proteins

The wt-dCK and M36 sequences were cloned in the pET14b plasmid and expressed in E. coli
cells BL21 DE3 pLysE. Protein expression was induced by adding 0.1mM IPTG and cells were
collected after 4h of growth at 37°C. His-tagged proteins were eluted with 250 mM imidazole
from His-Trap TM FF Columns (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), the Histi-
dine tag was removed using the S-Tag Thrombin Purification Kit (Novagen, Madison, WI,
USA), and dCK and M36 were further purified by gel filtration on S-200 Sephacryl columns
(GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK).

Phosphorylation tests in vitro

The efficiency of phosphorylation of the natural substrate deoxycytidine and of the prodrugs
gemcitabine and AraC were measured for purified wt-dCK and M36 in a NADH-based assay
as previously described [41]. All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) except gemcitabine (Lilly, Indianapolis, IN, USA). Enzymes were assayed at room tem-
perature at a concentration of 0.9 uM for dC, and 0.3 uM for both gemcitabine and AraC. dC
was used at concentrations between 5 and 50 uM, gemcitabine at concentrations between

20 uM and 1mM and AraC at concentrations between 10 uM and 0.5 mM. ATP was used at a
concentration of 4 mM.

Statistical analyses

To evaluate whether the average amounts of cell death occurring in the Messal0K populations
containing different dCK variants were significantly different from the value shown by Mes-
salOK wt-dCK, a two sample t-test was applied for the different concentrations of
Gemcitabine.

Results

Contribution of the individual mutations of G12 to sensitisation to
gemcitabine

Using a new method of directed human gene evolution that we have developed in our labora-
tory, we previously described the isolation and characterisation of a dCK mutant, named G12,
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that induces sensitisation of cancer cells to treatment with the anticancer compound gemcita-
bine [34]. G12 is characterized by three mutations with respect to the wild type dCK enzyme.
However, it has remained undetermined whether the sensitisation activity observed in G12
depends on the presence of all three mutations and, if so, what the relative contribution of each
of these mutations to the G12 phenotype is. To address these issues, we constructed six
mutants, three containing either the E171K, the E247K, or the L249M mutation alone, and
three containing two mutations each, covering all the possible combinations of double mutants
(E171K/E247K, E171K/L249M, and E247K/L249M). The mutants were inserted in the previ-
ously described pSDY plasmid [34], and used for transfection with transcomplementation plas-
mids as described in the Materials and Methods, in order to generate lentiviral vectors. With
respect to the pSDY plasmids we previously described [34], the plasmids we used (pSDY-SIN)
contained a partially deleted and therefore non-functional version of the 3' U3 sequence (Fig
1A). The resulting lentiviral vectors will generate, after reverse transcription, non-functional
LTR sequences and are therefore called self-inactivating (SIN) vectors (SDY-SIN in our case).
These lentivectors were chosen for this test for their pertinence for biomedical applications. As
controls, the G12 and the wt dCK sequences were also inserted in pSDY-SIN plasmid. For each
variant of dCK, the lentivectors were used to establish a polyclonal population of Messa 10K
cells. These polyclonal populations (SINvec-G12 population for G12, SINvec-wt dCK for wt
dCK, SINvec-E171K for the E171K mutants, and so on) were generated by transducing 10°
HEK 293T cells with different amounts of lentiviral vector in order to obtain, after puromycin
selection, 50 to 200 individual clones. This way, each clone was almost certainly derived from a
cell containing a single integrated copy of proviral DNA. The clones were then pooled ensuring
that the resulting population was constituted by cells carrying the same transgene, but with the
gene integrated at different locations in the genome, thereby averaging over possible effects
that might be attributable to the integration site. The fact that the cells contained a single copy
of the transgene allowed the exclusion, when comparing populations one with the other, of
possible dose effects due to the number of transgene integrated. Sensitisation to gemcitabine
treatment was then evaluated by MTT tests. To this end, the different Messa 10K polyclonal
populations were pded into 96-well plates, exposed to varying concentrations of gemcitabine,
and cell survival was measured for each condition as previously described [34].

The three single mutants (grey symbols Fig 1B) yielded response curves in the same range
as the reference wt dCK population (white squares). The same results were obtained for the
double mutants E171K/E247K, and E247K/L249M (grey triangles and circles in Fig 1C, respec-
tively). All three of the single mutants and two of the three double mutants that were tested
were unable to induce gemcitabine sensitisation more efficiently than was achievable with an
extra copy of the wt dCK gene. The third double mutant, E171K/L249M (grey squares in Fig
1C), yielded a result similar to that observed for wt Messa 10K cells (white triangles in the Fig),
suggesting that an inactivation of dCK activity occurred for this mutant, leaving the cells
deprived of dCK activity (as is the case with the original Messa 10K line). In conclusion, since
none of the single and double mutants displayed a response curve similar to that of G12 (white
circles in the Fig), the simultaneous presence of the three mutations is apparently required to
achieve the sensitisation phenotype observed with G12.

Generation of libraries using "random" versus "directed" evolution

The G12 mutant had been isolated, starting from the wt dCK sequence, from a library of dCK
variants obtained after 17 generations of retrovolution (called F16, the first generation being
constituted by the parental vectors P [34]). Here we investigated whether performing retrovo-
lution starting from the G12 sequence instead of the wt dCK sequence, would yield mutants
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Fig 1. Contribution of the individual mutations of G12 to the observed phenotype. Panel A. Structure of the genomic RNA generated by transcription
after transfection of cells with pSDY-SIN plasmids. R, repeated sequence from HIV-1 genome; U5, 5' unique sequence of HIV-1 LTR; Cis-acting, sequences
required for packaging and reverse transcription of the genomic RNA; EF1-alpha, human elongation factor 1-alpha promoter; hPGK, human
phosphoglycerate kinase promoter; Puro, puromycin N-acetyl-transferase gene; AU3, partially deleted version of the 3' unique sequence of HIV-1 LTR.
Panels B and C. The proportion of alive cells over the total number of cells as function of the concentration in gemcitabine is given as a ratio with respect to
the alive cells observed in the absence of drug. White symbols represent reference populations in both panels and. grey symbols represent single and double
mutants (as described in the main text). Since single and double mutants were tested in parallel in the same experiment. The data are the average of 3
independent experiments. Error bars are not shown for the sake of clarity.

doi:10.1371/journal.pone.0140741.g001
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with a further improved phenotype. For this purpose, the HEK 293T cell line stably expressing
G12 that we previously generated [34], was used to start 11 cycles of retrovolution, by transfec-
tion with the transcomplementation plasmids pPCMVAR 8.91 and pHCMV-G [35, 36] as
described in Materials and Methods and outlined in Fig 2. This led to the generation of the
population of HEK 293T cell library we call F11-DL (for F11 directed library). In parallel, in
order to evaluate the possibility of isolating mutants with an improved phenotype with respect
to G12 simply by continuing the retrovolution procedure that led to the isolation of G12, we
also performed a further 11 cycles of retrovolution on the entire F16 population from which
G12 was isolated [34], so as to reach the F27 generation (we call F27-RL, for F27 random
library).

To isolate individual clones from each library, for the last cycle of retrovolution the F10-DL
and F26-RL virus-like populations were used to independently transduce fresh HEK 293T cells
at a multiplicity of vector particles per cell that was substantially lower than 1. Transduced cells
were seeded into 96-well plates, and selection with puromycin was applied as described in
Materials and Methods, in such a way that each clone contained a single copy of the transgene.
Individual clones were expanded and used for sequencing analysis. For the functional screen-
ing of the libraries, the HEK 293T clones isolated by this method were transfected with the
transcomplementation plasmids, and the resulting virus-like populations were used to

dCK variant |
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g Transduction
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Transduction of fresh
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(vectors >> cells)
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(d)

@

Transduction of Clonal Screening for
} target cells selection with the desired
(vectors << cells) puromycin phenotype

Fig 2. Scheme of the procedure followed to generate F27-RL and F11-DL. The general structure of the genomic RNAs used for retrovolution is given at
the top, on the left for the F16 population and on the right for the population containing only the G12 variant. The procedure has been previously described
[34] and consists in the repeated transduction of HEK 293T cells with the lentiviral vectors followed by the selection, with puromycin, of cell populations that
have stably integrated the proviral DNA that has been produced by reverse transcription. Transfection of this population with the transcomplementation
plasmids pHCMV-G and pCMVA8.91 (see main text) allows the production of the next vector generation that is then used to transduce fresh HEK 293T cells
during repeated cycles of selection, transfection and transduction. For screening purposes, target cells are transduced by less than one lentivector particle
per cell, and individual clones were isolated in the presence of puromycin. Screening for sensitisation to various compounds is carried out as described in the

main text.

doi:10.1371/journal.pone.0140741.9002
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transduce Messa 10K cells to generate polyclonal populations, as described above. The result-
ing populations were used for testing for the sensitivity to anticancer and antiviral compounds.

Sequencing of the libraries

To evaluate the complexity of the library and characterise the nature of the mutations gener-
ated during the 11 cycles of retrovolution that were carried out in the DL and in the RL librar-
ies, 41 HEK 293T clones from the F27-RL and 43 from the F11-DL were sequenced in the
dCK-coding region, after PCR amplification from proviral DNA. The clones of the F27-RL
library presented point mutations distributed all along the dCK gene, with 57 positions that
were mutated (Table 1 and S1 Fig), resulting in a mutation frequency of 6.34 x 10~ nt/cycle
per site (a total of 28 cycles having been performed to create this library). G>A transitions rep-
resented 70.9% of the mutations, in line with the mutation bias of HIV-1 reverse transcriptase.
Of note, the majority of these transitions fell in the typical recognition motif of APOBEC3F
(GA>AA).

These mutations generated aminoacid changes all along the protein. However, while the dis-
tribution of the mutations was not different (p = 0.3657) between the two halves of the protein
(aa 1-130 and 131-260) with 26 mutations in the first half, and 29 in the second, the majority
of the mutations falling in the first half of the gene surprisingly corresponded to silent muta-
tions (in black in Fig 3A). Namely, while in the first part 13 of the 25 positions mutated
(52.0%) generated synonymous mutations (one mutation generating a stop codon was not con-
sidered), only 2 synonymous mutations were present among the 27 positions (7.4%) that were
mutated in the second half of the protein (two mutations generating stop codons were not con-
sidered). In the first half of the protein, the ratio of non-synonymous mutations over synony-
mous (dN/dS) was significantly lower than expected under random mutation (p = 0.0019, as
defined by permutation tests, see Material and Methods) indicating the occurrence of purifying
selection on the N-ter half of the protein during the retrovolution cycles in HEK 293T cells. In
sharp contrast, the C-ter half of the protein yielded dN/dS ratios indicative of the occurrence of
significant (p = 0.00143) positive selection.

The analysis of the clones sequenced from the directed evolution library F11-DL (S2 Fig and
Fig 3B) revealed that 14 clones out of 43 did not present additional mutations with respect to
the three mutations observed in G12. The other 29 clones presented 1 to 5 additional nucleo-
tide mutations (1 to 3 aminoacidic substitutions) for a total of 29 mutated positions, giving a
mutation frequency of 7.83 x10 (Table 1). As for the RL library, most mutations (75.9%) were
G> A transitions. Overall, the pattern and frequency of mutations in the two libraries were sim-
ilar to one another other. Also in this case an unbalanced distribution of non-synonymous ver-
sus synonymous mutations in the two halves of the protein was observed, with 40.0% of
mutations in the first half being synonymous as opposed to only 14.3% being synonymous in
the second half (note that the three mutations found in G12 were not considered here since
they were present in the starting sequence).

Screening of the libraries

Forty-one and twenty-three Messa 10K polyclonal populations from F27-RL and F11-DL,
respectively, each derived from an individual clone of HEK 293T isolated as described above,
were then screened for the induction of an increased sensitivity to the antitumor compound
gemcitabine. In the F27-RL, no clones inducing sensitisation to treatment with gemcitabine
were isolated. Only one clone presented the 3 G12 mutations together, but the association with
other mutations generated an aberrant protein with no sensitisation phenotype. The analysis of
the F11-DL library revealed that the association of the G12 mutations with the majority of the
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Fig 3. Position of the mutations found in the individual clones. In each panel, the dCK protein is represented (top of the drawing) as a pale blue box with
the main structural motifs given in color (the first and last aminoacid of each motif is given below the box): purple, P-loop; yellow, insert; green, ERS; blue, lid;
pink, base sensing loop; as defined in [28]. For each panel, a cumulative map of the positions that were mutated is provided at the top of the box with
aminoacid substitutions given in red, while aminoacids that did not change but with associated codons that carried synonymous mutations given in black.
Panels A and B respectively show the patterns observed for the random and directed libraries, respectively. Two deletion were also found: one single
nucleotide deletion in clone 6 indicated as "193 out of frame", and a two-nucleotide deletion (positions 141-142) in clone 36 indicated by a red horizontal line.
In Panel B, clone 36 (corresponding to M36 in the main text, for Mutant 36) is given in bold.

doi:10.1371/journal.pone.0140741.9003

other mutations along the protein either did not change the phenotype with respect to G12 or
it completely abolished sensitisation to gemcitabine. One variant, though, named M36 (repre-
sented in Fig 3B), increased Messa 10K cell sensitivity to gemcitabine to a degree greater than
that of G12 (p<0.005), which was tested in parallel (Fig 4A). Besides the three mutations typi-
cal of G12, this mutant presented the additional substitution S169N (Fig 3B). Therefore, four
mutations clustered in pairs in the 169-171 (S169N, E171K) and in the 247-249 (E247K,
L249M) regions (Fig 4B and S3 Fig) characterise the M36 mutant isolated from F11-DL.

Characterisation of M36 in cell culture with a ALTR lentiviral vector

The need for functional LTRs is intrinsic to the retrovolution procedure. However, as men-
tioned above, the use of vectors carrying a self-inactivating LTR (called SIN vectors) is required
in view of prospective biomedical applications. The expression of the transgene from a proviral
DNA deprived of a functional promoter for the synthesis of the viral genomic RNA could,
however, be altered, leading to a change in the profile of sensitisation of the transgenic cells. To
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Fig 4. The M36 mutant. Panel A. Sensitivity to gemcitabine of Messa10K cells induced by M36. The ratio of living cells over the total number of cells is
plotted as a function of the concentration of gemcitabine. Data are the average of five independent experiments. Panel B. Localisation of the mutations in the
human dCK that characterise M36. The nucleotide sequence (double stranded) is given above, with the aminoacid sequence below. The full-length protein is
given by a pale blue bar with the major functional domains, as defined in [28], indicated in colour.

doi:10.1371/journal.pone.0140741.9g004

evaluate this possibility, the M36-coding sequence has been inserted in a SIN version of pSDY
(Fig 1A) that has been used to generate lentiviral vectors by transfection of HEK 293T cells
with the transcomplementation plasmids, as described above. These vectors have been used to
establish a polyclonal population of Messa 10K cells (SINvec-M36 population), on which cell
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Fig 5. Use of a self-inactivating (SIN) LTR sequence. Panel A, sensitivity of cells harbouring a proviral DNA carrying SIN LTR and expressing M36 (white
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three independent experiments are presented. Panel B, Western blot analysis of the expression of wt dCK and of M36 in wt-LTR and in SIN-LTR vectors. The
band corresponding to the human dCK is shown for protein extracts from a population of Messa 10K cells expressing the M36 variant from a proviral DNA
containing either a wt LTR or a SIN LTR. Three different amounts of total protein extract were loaded for each sample, as indicated (in pg) above each lane.
The picture shows a representative result of 3 independent Western blot experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0140741.g005

death was then measured in response to varying concentrations of gemcitabine. As a control,
the survival of the SINvec-wt dCK Messa 10K polyclonal population (described above) was
evaluated in parallel. As shown in Fig 5A, a strong sensitisation was observed relative to both
wt Messa cells and to the SINvec-wt dCK population (white squares and white triangles in Fig
5A, respectively), in cells expressing the M36 (white circles) transgene from proviral DNA pro-
duced following reverse transcription of SIN vectors. Noteworthy, sensitisation was stronger
(p<0.05) in the SINvec-M36 population than it was in a polyclonal population expressing M36
from a vector carrying a wt LTR (wtvec-M36 population reported as reference in the figure
with grey circles). With respect to the wtvec-M36 population, the IC50 for the SINvec-M36
population was reduced from 50 to 24 nM. In addition, the plateau of residual survival
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observed was also reduced in the SINvec-M36 population, from around 40% to around 20%
(Fig 5A). These efficiencies of cell death are in the range of those observed with the use of SIN
vectors for combination hsTK + gangcyclovir treatment [42].

Since an increased degree of sensitisation in the SINvec-M36 population could be attribut-
able to increased M36 production in the presence of a ALTR variant, we investigated by West-
ern blot whether a higher intracellular concentration of dCK/M36 was present in the SINvec-
M36 polyclonal population of MessalOK cells than in the wtvec-M36 cell population. As
shown in Fig 5B, more protein was detected in SINvec-M36 cells than was detected in wtvec-
M36 cells. This difference in the amount of protein could account for the increased sensitisa-
tion observed for the cells transduced with SIN vectors.

M36 and sensitisation to antiviral compounds

We then investigated whether M36 could induce sensitisation to drugs used for antiviral treat-
ments. Specifically, two deoxycytidine analogs used as antiviral drugs that are activated
through phosphorylation by dCK were tested, 3TC and ddC. To this end, we developed the
antiviral assay depicted in Fig 6A. As described in the Materials and Methods, we generated
HEK 293T/CDA4" cell lines stably expressing either M36-SIN or wt dCK-SIN as a control; these
cell lines were respectively named HEK 293T/CD4"-SINvec-M36 and the HEK 293T/CD4"-
SINvec-wtdCK. For testing resistance to infection of each of these cell lines, cells were culti-
vated in the presence of varying concentrations of antiviral drug for 24 hours and then trans-
duced with lentiviral vectors carrying the HIV-1 ADA envelope and encoding the luciferase
gene, as detailed in the Materials and Methods and outlined in Fig 6A. Cells were maintained
in the presence of the antiviral compound, and luciferase levels were measured 48 hours after
transduction (Fig 6B and 6C). In cells expressing M36, no significant increase in transduction
resistance was observed in the presence of ddC (Fig 6B). A significant (p<<0.05) decrease in the
efficiency of transduction was instead observed for 3TC (Fig 6C), for which 164 nM of 3TC
was required to avoid 50% of transduction in the presence of an extra copy of dCK while only
15 nM of the drug was sufficient to reduce transduction by 50% in cells expressing M36.

M36 and sensitisation of cells to other anticancer compounds

The possibility that M36 might sensitise cancer cells to anticancer compounds other than gem-
citabine was then tested by evaluating sensitisation of Messa 10K cells to two compounds used
in the clinical treatment of cancer that are structurally related to gemcitabine: fludarabine and
AraC. The tests were performed as previously described for gemcitabine on SINvec-M36 and,
as control, on SINvec-wt dCK Messa 10K polyclonal populations. Markedly different results
were obtained with the two compounds. Although no sensitisation by M36 was observed (Fig
7A) in the case of fludarabine, strong sensitisation to AraC was observed in SINvec-M36 cells
(Fig 7B, black squares) relative to both SINvec-wt dCK cells (grey diamonds) and to wt Messa
10K cells (white circles). A 10,000 fold decrease in IC50 (p<0.001) was observed for SINvec-
M36 cells relative to SINvec-wt dCK cells.

Biochemical characterisation of phosphorylation of gemcitabine and
AraC by M36

To characterise the biochemical properties of M36 and, as a control, of wt dCK, the two
enzymes were produced as recombinant, N-terminal His tagged proteins in E. coli. The purified
enzymes were tested for their efficiency at phosphorylating dC (the natural substrate), gemcita-
bine and AraC in vitro, as previously described [34]. For the three substrates, a decrease in the
initial rate of phosphorylation (V;;) as a function of the concentration of substrate was
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doi:10.1371/journal.pone.0140741.9g006

observed for M36 with respect to the wt enzyme (red and black, respectively, in Fig 8 panels A
to C) with a decrease in Vmax that was more important for dC (3-fold) than for gemcitabine
and AraC (1.6 and 1.5 -fold, respectively).

A comparative analysis of the kinetic parameters of dCK and M36 with respect to phos-
phorylation of dC, gemcitabine and AraC is given in Table 2. While the Kcat/Km, indicative of
the overall efficiency of the reaction, was 2.6 times lower for M36 than for the wt dCK when
considering the natural substrate, it was only 1.3 and 1.1 lower for gemcitabine and for AraC,
respectively. The decrease in efficiency of phosphorylation of M36 specifically for dC is
expected to bias phosphorylation in favour of the drugs providing a likely explanation for the
sensitisation of the cells that express M36 to these drugs.

To understand the molecular bases of the M36 mediated sensitisation of cells to gemcitabine
relative to that of G12, Km and Kcat values for dC and gemcitabine were compared between
these two mutants by dividing the values found with M36 by those we previously reported for
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G12 [34]; (AraC was not tested with G12 in that work). Relative to G12, M36 has an increased
Km (by a factor of 3.5, black in Fig 8D) and Kcat (by a factor of 9.5, grey in the figure) for the
natural substrate dC. For gemcitabine, however, the two enzymes displayed almost identical
Km and Kcat values (ratios of 1 between M36 and G12). The fact that the kinetic parameters
for gemcitabine are unaltered between the two mutants suggests that the different levels of sen-
sitisation to gemcitabine observed in cell culture must be due to differences in their relative
abilities to phosphorylate the natural substrate. In this respect, the values of Kcat and those of
Km of the two dCK mutants point in two opposite directions. The differences observed with
dC imply that M36 has a lower affinity for the natural substrate than G12, while it has
improved catalytic activity that will facilitate phosphorylation of the natural substrate com-
pared to G12. If we compare the time needed for the transformation of one molecule of sub-
strate into product (1/Kcat) G12 will bind 3-4 times more efficiently the natural substrate than
M36, but it will require a 9-10 longer time to complete phosphorylation (G12 1/Kcat = 526 sec,
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M36 1/Kcat = 55 sec). These results indicate that G12 will be blocked in a non productive state
that will impede the phosphorylation of the drug, while M36 will proceed to a new round of

catalysis.

Discussion

Suicide gene therapy is an approach of interest for many biomedical applications such as in the
clinical treatment of cancers and as a safety gene in cell therapy. We previously described the
identification of G12, a triple mutant of the human dCK that sensitises a panel of cancer cells

Table 2. Kinetic parameters of the M36 mutant with respect to dC, gemcitabine and AraC.

dc
Km uM Keat S77 Kea/Km (M7 s77) x 10°
dCK 542 +1.89 0.035 + 0.010 6.46
M36 7.31 £2.11 0.018 + 0.005 2.46
Gemcitabine
Km uM Keat S KeaKm (M7 s77) x 10°
dCK 46.7 +18.9 0.57 +0.15 12.21
M36 38.7 £7.69 0.37 £ 0.05 9.56
AraC
Km pM Keat S Keat/Km (M7 s77) x 10°
dCK 28.2 +3.80 0.38 + 0.08 13.48
M36 20.5 + 3.76 0.25 + 0.01 12.20
doi:10.1371/journal.pone.0140741.t002
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to treatment with gemcitabine at doses significantly lower than those required for induction of
wild type cell death [34]. Here, by identifying a new mutant (M36), we extend these findings in
two main directions. We observed an improved sensitisation to gemcitabine with respect to
G12 and we report that a dramatic sensitisation is also observed with AraC, an anticancer com-
pound that, as with gemcitabine, is currently used in clinics for the treatment of poor prognosis
cancers. Furthermore, we also report that cells expressing the transgene are resistant to trans-
duction with HIV-1 derived vectors at concentrations of 3TC significantly lower than those
required for wt cells, which is consistent with the activation of analogues of dC by M36.

The G12 mutant was identified by screening a library of dCK variants that was created by
using retrovolution, a new procedure developed in our laboratory, where controlled successive
cycles of transduction are carried out using conditional replication-defective HIV-1 derived
viral vectors that contain the dCK coding sequence in their genomic RNA. As the number of
cycles progresses, mutations accumulate in the target gene due to the error-prone nature of the
HIV-1 reverse transcription process. We observed the presence of synonymous mutations at
higher than expected frequencies in the N-terminus half of the protein, indicative of purifying
selection acting during the retrovolution cycles. Since the cycles are performed in HEK 293T
cells that contain functional dCK, it is possible that this effect is due to the removal of domi-
nant negative mutants that might be generated in this part of the protein during the procedure.
In this regard, the N-ter half of the protein encompasses a large part of the dimer interface (54
Fig), and the mutants that are counter-selected could interfere with the correct formation of
dimers of the endogenous dCK dimers that are presumably present in HEK 293T cells. In con-
trast, positive selection was observed in the second half of the protein, indicative of a potential
advantage for the expression of dCK variants with mutations in this region. This part of the
protein contains the substrate binding site as well as the phosphate donor site. It is possible
that modifications in this region favoured the growth of HEK 293T cells containing the trans-
gene, during the retrovolution cycles. However, irrespective of the underlying mechanism, doc-
umenting the occurrence of purifying selection underscores an interesting asset of this system:
mutants that are toxic to the cells are removed during the procedure. Such mutants might be
toxic even in the absence of the drug, and therefore engineered cells containing them would be
of little use for inducing controlled cell death in response to drug treatment.

We performed 11 further cycles of retrovolution either on the entire library from which
G12 was isolated (random library) or starting from the G12 sequence alone (directed library)
aiming at isolating a dCK mutant with greater sensitisation activity than G12. Whereas screen-
ing of the random library failed to identify new mutants of interest, either with a genotype
related to G12, or with a completely different set of mutations a mutant with a related genotype
to G12 but with an improved sensitisation phenotype was isolated from the directed library.
This result indicates that productively extending the mutational pathway of G12 was likely
more easily achievable than was developing a mutant along a completely different mutational
pathway. Although gemcitabien sensitisation conferring dCK mutants that have a totally differ-
ent genotype to that of G12 and M36 are likeky possible, this might require a set of mutations
that are too complex to be easily identified through retrovolution. The difficulty in obtaining a
mutant conferring improved sensitisation to anticancer drug treatment is further underlined
by the following considerations. One is that the analysis of the directed library revealed that in
the majority of cases the association of the G12 mutations with single mutations in other
regions of the protein completely abolished the gemcitabine sensitisation phenotype (data not
shown). Another is the absolute need for the three mutations that characterize G12 to be pres-
ent simultaneously to obtain sensitisation of cells to the drug: mutants containing only one or
two of the G12 mutations failed to induce the sensitisation phenotype (Fig 1, panels B and C).
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The extra mutation (S169N) characterizing M36 with respect to G12 is located two aminoa-
cids upstream one of the three G12 mutations (E171K). This results in a protein with four
mutations clustered by pairs in a region in close proximity of the surface of the protein
involved in the formation of the dimer and in the "base sensing loop" region (S3 Fig). Each clus-
ter contains one mutation that leads to a drastic change in charge (E replaced by K, for posi-
tions 171 and 247) and another pair that is conservative of the physicochemical properties of
the residues involved (replacement between non-polar residues at position 249 and between
polar residues at position 169). These two "mild" mutations, albeit evidently important, proba-
bly reflect fine-tuning adjustments in the local folding of the regions that harbour the more
drastic changes due to the two E to K substitutions. It is noteworthy that the mild mutation
that differentiates M36 and G12, S169N, removes a potential phosphorylation site, possibly
impacting the activity of the enzyme altering its post-translational modifications in vivo. It
should however be stressed that phosphorylation of S169, if it indeed occurs, is probably not
relevant for the activity of the enzyme since the characterisation of the dCK phosphorylation
sites has identified T3, S11, S15, and, more importantly, S74 but not S169 as phosphorylation
sites in vivo [43]. Therefore, loss of the potential phosphorylation site at S169 is unlikely to be
responsible of the differences in activity observed between M36 and G12.

A feature emerging from the biochemical characterisation of M36 is that the mutant dis-
plays, both with respect to the wild type enzyme and to G12, markedly modified kinetic param-
eters relative to the natural substrate dC but only mild changes with respect to either
gemcitabine or AraC. Indeed, the efficiency of phosphorylation (expressed as Kcat/Km values)
for gemcitabine and for AraC is not significantly different between M36 and wt dCK (Table 2)
while the mutant phosphorylates the natural substrate four times less efficiently than wt dCK.
As aresult, M36 phosphorylates the drugs with increased efficiency relative to the natural sub-
strate. Decreased ability to phosphorylate the natural substrate seems to be the preferred path
to inducing increased sensitivity to anticancer drugs. In support of this view, an alteration in its
capacity to phosphorylate the natural substrate also seems to explain the improved phenotype
of M36 with respect to G12: relative to M36, G12 appears to both bind the natural substrate
more avidly, and takes longer periods once bound before it releases the phosphorylated mole-
cule, and therefore has lower availability for binding the drug molecules.

Besides the fact that increases in sensitisation to drug treatment that are induced by G12
and M36 are strongly impacted by the efficiencies with which these mutants hosphorylate the
natural substrate, the characteristics of specific drug molecules are also likely highly relevant.
Indeed, while M36 increases cellular sensitivity to both gemcitabine and AraC (for which the
effect is markedly stronger than for gemcitabine), it failed to detectably sensitise cells to the
other anticancer drug tested, fludarabine (an analogue of dA), an observation that might be
accounted for by the fact that dA is not the preferential substrate of dCK [44]. In addition to
activating anticancer drugs, M36 also activated one of the two antiviral compounds tested,
3TC, effectively protecting M36-containing cells from transduction with HIV-1 derived vectors
at 3TC doses eleven times lower than those required to protect wt cells. The lack of effect
observed with ddC is probably due to this molecule being too structurally dissimilar to its natu-
ral substrate.

We also report here that the use of the SIN vectors for inserting M36 into the target cells,
instead of vectors carrying a wt LTR, further sensitises cells to gemcitabine exposure. This is
probably due to the relief of transcriptional interference that is expected to occur with the func-
tional U3 promoter [45]. In support to such a view, we detected higher intracellular quantities
of synthesised M36, when the protein was expressed from a proviral DNA derived from a SIN
vector than when it was synthetised from a wt vector. In line with the reported direct correla-
tion between the amounts of dCK protein that are present in a cell and the degree to which a
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cell is sensitive to anticancer compounds [21], such vector-mediated increases in cellular con-
centrations of sensitisation mutant protein such as M36, should lead to an increased intracellu-
lar concentration of activated drug molecules and therefore increased degrees of cellular.

In conclusion, these results describe the identification and molecular characterisation of a
new variant of the human dCK enzyme that could be of great interest as either a safety gene
with utility in cell therapy approaches, or as suicide gene for cancer treatment. The ability of
M36 to strongly sensitise cells to two of the drugs that are routinely employed in the treatment
of different types of cancer with poor prognoses makes this dCK mutant a particularly promis-
ing candidate for suicide gene approaches.

Supporting Information

S1 Fig. Schematic representation of the nucleotide substitutions generated in the 41 clones
of the F27-RL. Colour code: red G>A; green C>T; violet T>C; light blue C>A; pink T>A;
dark blue A>C; black A>T. A cumulative map of the positions mutated along the protein is
given at the top of the figure. The light blue segments indicate regions of 100 nt.

(TTF)

S2 Fig. Schematic representation of the nucleotide substitutions generated in the 43 clones
of the F11-DL. The representation and colour code is the same as in S1 Fig.
(TIF)

$3 Fig. Schematic diagram of a dCK monomer. The G12 mutations are outlined in red and
the additional M36 mutation is outlined in yellow.
(TTF)

$4 Fig. Structure of a human dCK dimer. The part in blue constitutes the N-ter half of the
protein; in grey the C-ter half and in red highlighted the positions mutated in M36.
(TIF)
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1.2 Etude du mutant M36

[11.2.1 Capacité a sensibiliser différentes lignées cellulaires cancéreuses

Un des points forts de la rétrovolution est de pouvoir tester directement dans les cellules
cibles la banque de mutants obtenue. Les cellules utilisées pour cette étude sont les cellules

229 Ces

Messa 10K qui ont été adaptées en laboratoire afin d’étre résistantes a la Gem
cellules représentent un bon modele d’étude car elles expriment une dCK inactive, et
fournissent donc un fond génétique « vierge » sur lequel il est plus facile d’apprécier les
propriétés des mutants isolés. Le mutant M36 originairement identifié dans les cellules HEK
293T a démontré sa capacité a sensibiliser les cellules MessalOK, et nous avons souhaité
savoir s’il est également capable de sensibiliser d’autres lignées cellulaires cancéreuses
exprimant une dCK endogene fonctionnelle. J’ai notamment utilisé des lignées cellulaires
issues de cancer solides (HT29, HCT116) ou de leucémies (Jurkat, MT4, THP-1, DAMI, K562).
A partir de ces cellules, jai établi des lignées stables exprimant soit une copie
supplémentaire de la dCK sauvage, soit le M36, comme décrit dans le Matériels et
Méthodes, et testé leur sensibilité a la Gem et/ou a I’AraC (figure 31). Les résultats obtenus

montrent qu’aucune des lignées testées ne semble présenter une sensibilisation accrue aux

médicaments lorsqu’elles expriment le M36.
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Figure 31 : Capacité du M36 a sensibiliser d’autres cellules cancéreuses. Pour chacune des lignées

cellulaires testées, des lignées stables ont été établi de manicre a exprimer soit une copie supplémentaire

de la dCK soit le mutant M36. Les cellules non transduites sont représentées en gris, les cellules

exprimant une copie supplémentaire de la dCK en vert et les cellules exprimant le M36 en bleu. n=2.

Les barres n’erreurs n’apparaissent pas pour plus de clarté.
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[11.2.2 Sensibilisation des cellules par une expression du M36 et une réduction de
I’expression de la RRM1

La ribonucléotide réductase est une enzyme impliguée dans la production des
désoxyribonucléotides a partir des ribonucléotides (figure 10). Cette enzyme est composée
de deux sous unités et il a été démontré que la répression de I'expression de la sous-unité 1
(RRM1) permet de sensibiliser les cellules aux composés chimiothérapeutiques (cf Partie I-
I11.3.2). Nous avons donc voulu tester la sensibilité des cellules exprimant le M36 en
réduisant en méme temps, I'expression de la RRM1. Pour ce faire, j’ai dans un premier
temps généré 4 siARN dirigés contre I'extrémité 5’ du gene (Matériels et Méthodes), et
déterminé par western blot leur capacité a réprimer I'expression de la RRM1 dans les
cellules transfectées (figure 32). L'analyse du résultat de western blot montre que les siARN
1 et 4 sont ceux qui permettent une meilleure répression de I'expression de la protéine.
L'objectif de cette étude était de pouvoir utiliser des vecteurs permettant a la fois
I'expression du M36 et la répression de I'expression de la RRM1. Pour qu’une séquence
SiARN puisse réprimer I'expression de la RRM1 via l"utilisation d’un vecteur lentiviral, il faut
gu’elle soit produite a partir d’un précurseur shARN, qui serait introduit dans I’ARN
génomique du vecteur. Pour atteindre notre objectif, il fallait tout d’abord tester la capacité
des shARN correspondant aux siARN 1 et 4, a réprimer I'expression de la RRM1. A partir des
séquences des siARN, j'ai donc construit un plasmide permettant I'expression de chaque
shARN sous le contréle d’'un promoteur U6 (figure 33A) et évalué la capacité de ces shARN a
induire une réduction de I'expression de la RRM1. Deux jours aprés la transduction, les
cellules ont été récoltées, lysées et le niveau d’expression de la RRM1 a été évalué par
western blot, effectué a partir de 30 pug de protéines totales (figure 33B). L’analyse du niveau
d’expression de la RRM1 dans chacun des extraits cellulaires (figure 33C) montre cependant
que lI'expression de la protéine n’est pas réprimée par les shARN et cela, méme en
augmentant la quantité de vecteurs utilisés pour la transduction. Ce résultat ne permet pas
de déterminer si le manque de répression de la RRM1 est d{ a un défaut de production des

siARN ou alors a une faible expression de ceux-ci.
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Figure 32 : Répression de D’expression de la

A N R RRM1 par les siRNA. Les cellules HEK 293T ont
E % % % EZ(; EZ(; été transfectées avec I'un des 4 siARN générés afin
— < de cibler ’extrémité 5° du géne codant la RRM1. Le
contrdle correspond aux cellules non transfectées.
_(_ hetine Le siARN neg est un siARN ne ciblant aucune
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Figure 33 : Répression de I’expression de
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Toutefois, afin de déterminer si une réduction de la RRM1 couplée a I'expression du M36
permettrait une meilleure sensibilisation des cellules aux médicaments, nous avons utilisé
les siRNA 1 et 4 pour transfecter les cellules Messa exprimant de maniere stable le M36. Le
niveau d’expression de la RRM1 dans les cellules transfectées a été évalué deux jours aprés
la transfection et un test de sensibilité a la Gem et a I'’AraC a été réalisé. Comme vu
précédemment, I'utilisation des siARN permet de réduire considérablement |’expression de
la RRM1 dans les cellules (figure 34A), mais elle en permet pas d’accroitre la sensibilité des

cellules a la Gem (figure 34B).
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Figure 34 : Sensibilisation des cellules exprimant le M36 couplé a une réduction de

I’expression de la RRM1. Les cellules Messa exprimant la protéine M36 ont ¢&té

transfectées avec les siARN 1 et 4. A) La réduction de I’expression de la RRM1 a été
évaluée par western blot deux jours post-transfection a partir de 30 pg de protéines totales
de chaque extrait cellulaire. B) Les cellules transfectées ou non ont été utilisées pour réaliser
un test MTT avec la Gem (a gauche) ou I’AraC (a droite). En bleu sont représentées les
cellules Messa M36 non transfectées, en rouge les cellules transfectées avec le SIARN 1 et

en violet, les cellules transfectées avec le siARN 4. n=1, chaque lignée est testée en duplicat.
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[11.2.3 Caractérisation des différentes mutations du M36

La protéine M36 étant issue du processus de rétrovolution a partir du G12, elle posséde les

9228 an plus d’une mutation

trois mutations du G12 précédemment décrites et étudiées’
supplémentaire en position 169. Dans le cas du G12, j'avais déja établi que toutes les
mutations sont nécessaires pour I'efficacité de la protéine??®. Concernant le M36, il nous
fallait déterminer si la mutation S169N permet éventuellement de compenser I'absence
d’une ou de plusieurs des mutations précédentes. Pour ce faire, la mutation S169N a été
introduites dans les précédents mutants simples et doubles du G12, générant ainsi les
mutants doubles et triples couvrant toutes les combinaisons possibles a partir des quatre
mutations du M36 (figure 35A). A partir des constructions réalisées, les lignées stables
exprimant chacune une des variantes de la protéine ont été établies et leur sensibilité a la
Gem a été testée (figure 35B). Comme dans le cas du mutant G12, cette étude des

différentes combinaisons de mutation du M36 a permis de déterminer que toutes les

mutations du M36 sont requises pour |'effet observé.
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Mutations du G12 Mutations du G12
Position 169 171 247 249 Position 169 171 247 249
M36 N K K M M36 N K K M
Mutant 1 (A) N K - - Mutant4 (A) N K K -
Mutant2 (J) N - K - Mutant 5 ([J) N - K M
Mutant3 (O) N - - M Mutant6 (O) N K - M
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Figure 35 : Contribution de la mutation S169N du M36. A) Les tableaux indiquent les

différentes combinaisons de mutations testées. Les cellules MessalOK ont ¢té transduites avec
des vecteurs permettant 1’expression de ces mutants afin d’établir les lignées stables. B)
Chacune de ces lignées a ¢été utilisée pour réaliser des tests MTT avec la Gem. Sur les
graphiques sont représentés en gris les cellules MessalOk non transduites, en vert les cellules
exprimant une copie exogeéne de la dCK sauvage et en bleu les cellules exprimant le M36. en
orange sont représentés les cellules exprimant les mutants testés. A gauche (tableau et
graphique) sont reportés les mutants doubles et a droite (tableau et graphique) les mutants

trinles. n=3

[11.2.4 Modification du M36 sur une base rationnelle en vue d’identifier un meilleur
variant de la protéine

Aprés avoir démontré que toutes les 4 mutations du M36 sont nécessaires pour son
efficacité, nous avons voulu savoir s’il était possible d’améliorer la protéine sur une base
rationnelle ou si la variante trouvée était la meilleure que nous puissions obtenir (par
mutagénese de ces positions).

Au cours de la rétrovolution, la génération des mutants n'est pas complétement aléatoire et
est majoritairement influencée par deux facteurs. Le premier facteur est la nature des

mutations introduites par la transcriptase inverse. En effet, certaines mutations tel que la
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substitution des G par des A, sont favorisées par la transcriptase inverse du VIH-1, de méme
que les transitions sont plus fréquentes que les transversions®*°. Le deuxieéme facteur est le
nombre de nucléotides qui doivent étre mutés dans le codon d’origine pour obtenir le codon
du nouvel acide aminé. En effet, si le changement d'un seul nucléotide est requis pour
obtenir un acide aminé différent, le mutant généré par cette mutation unique sera plus
fréquent qu’un autre mutant pour lequel le changement de deux ou trois nucléotides est

requis.

En ce qui concerne la dCK, L'analyse de la nature des mutations montre que les mutations en
position 171 et 247 conduisent a un changement de charge de I'acide aminé (K a la place de
E), celle en position 169 conduit a un changement de polarité (N a la place de S) et celle en
position 247 conserve la nature de I'acide aminé présent dans la dCK (M a la place de L). En
analysant la séquence nucléotidique au niveau des mutations, on constate que les
changements en acides aminés résultent tous de la substitution d’une seule base dans les
codons. Le processus de rétrovolution semble donc indiquer que pour obtenir une meilleure
capacité de la dCK a activer les médicaments, il faudrait en position 171 et 247 un acide
aminé basique, en position 169 un acide aminé polaire et laisser un acide aminé hydrophobe
en position 247.

Nous avons donc avancé I'hypothése que d'autres acides aminés avec les mémes
caractéristiques (basiques, polaires ou hydrophobes) aux mémes positions pourraient avoir
un meilleur effet sur l'activité du mutant. Dans notre hypothése, ces mutants n’ont
cependant pas été générés au cours de la rétrovolution a cause de la difficulté biochimique
et génétique pour leur génération.

Ainsi, nous avons modifié la séquence du géne codant le M36 de facon a conserver la nature
des modifications présentent dans la protéine M36, tout en introduisant au niveau des
positions mutées, des acides aminés avec une distance génétique plus éloignée de ceux
présents dans la dCK sauvage. Le tableau récapitulatif des modifications effectuées est
présenté dans la figure 36A. Chacune des positions a été modifiée dans la protéine M36,
comme indiqué dans le tableau, générant ainsi 4 mutants ponctuels du M36 et un quadruple
mutant. Aprés avoir établi les lignées stables permettant leur expression, un test de
sensibilité a la Gem a été réalisé (figure 36B). On observe que les 4 mutants ponctuels ne
permettent pas de sensibiliser les cellules aux médicaments et, qu’au contraire,

I'introduction d’une seule de ces modifications dans le M36 est suffisante pour abolir toute
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sensibilisation des cellules. Le quadruple mutant quant a lui présente un phénotype
intermédiaire entre la dCK sauvage et le M36, avec une meilleure capacité a sensibiliser les
cellules que la dCK sauvage, mais sans pour autant atteindre le niveau de sensibilisation du

M36.

A
. ) Position 169 171 247 249
Position dCK M36 variant du M36 | | |
M 3¢ N K K M
. Ser Asn Gln
169 AGC AAC ( Mutant 1 (0) K K M
171 Mutant 2 (o) N K M
) Glu Lys Arg
GAA AA Mutant 3 (A) N K ! M
47 Al Al | |
T Mutant 4 (©) N K K
Leu Met lle
249 -
- CTG TG T Mutant 5 (®)
B
1,2

Cellules vivantes / Cellules totales

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Gemcitabine (nM)

Figure 36 : Modification du M36 sur une base rationnelle. A) Tableau récapitulatif des
variants du M36 testés. B) Tests de sensibilité des lignées stables exprimant les différents
variant de la dCK. En gris sont représentés les cellules Messa 10K non modifiées, en vert les
cellules exprimant la dCK exogene et en bleu les cellules exprimant le M36. En orange sont
représentées les cellules exprimant les différents mutants ponctuels du M36 et en violet le

quadruple mutant. n=3

[11.2.5 Etude structurelle de la protéine M36

Les tests biochimiques réalisés avec le mutant M36 ont montré que le M36 garde une
capacité a phosphoryler la Gem et I’AraC comparable a celle de la dCK, alors qu’il perd la
capacité a phosphoryler son substrat naturel la dC. Ainsi, la compétition entre la dC et les
médicaments devient favorable a une activation des médicaments en présence du M36. Ce

comportement avait notamment été observé avec le mutant G12 et la Gem™®. Dans le but
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d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires a I'origine de cette perte
de capacité a phosphoryler la dC, nous avons entamé une collaboration avec I'équipe de
Marc Ruff a I'lGBMC de Strasbourg, afin de réaliser la structure de la dCK et du M36 en
présence de la dC ou de la Gem. En superposant les structures obtenues avec les deux
substrats pour la méme enzyme, on constate que dans le cas de la dCK (figure 37B), les deux
substrats se positionnent de facon pratiquement identique au sein de la protéine. En ce qui
concerne le M36 (figure 37 C), on constate pour la dC, spécifiquement, une délocalisation du
groupement accepteur de phosphate, ce qui entraine un éloignement de celui-ci de 0,7A.
Cette délocalisation pourrait expliquer la plus faible capacité du M36 a phosphoryler la dC

comparé a la dCK.

Site de liaison du substrat

Figure 37 : Structure comparative de la dCK et du M36 avec la dC et la Gem. A)

Représentation de la structure d’un monomeére de dCK avec indiqué en rouge les quatre
mutations du M36. Sont également indiqués les sites de fixation pour le donneur de phosphate et
le site de fixation du substrat. B) Structure du site actif de la dCK avec une superposition de la
dC (en beige) et de la Gem (en bleu) au niveau de ce site. La structure de la dCK avec la dC
dans le site actif a été obtenue avec une résolution de 2,2 A et celle de la dCK avec la Gem dans
le site actif avec une résolution de 1,9 A. C) Structure du site actif du M36 avec une
superposition de la dC (en beige) et de la Gem (en bleu) au niveau du site. La structure du M36
avec la dC dans le site actif a été obtenue avec une résolution de 2.9 A, et celle avec la Gem
dans le site actif, avec une résolution de 2,3 A. Les pointillés correspondent a la distance entre
les sites donneur et accepteur de phosphate. Les figures ont été obtenues avec le logiciel PyMol
et les distances entre les différents groupements ont été déterminées en utilisant ce méme

logiciel. 73



IV Discussion

La thérapie génique est une approche intéressante pour différents domaines de
biomédecine tel que la médecine régénérative ou le traitement du cancer. Grace a la
rétrovolution, une nouvelle méthode d’évolution moléculaire mise en place au laboratoire,
deux mutants de la dCK potentiellement intéressant comme géne suicide ont été identifiés.
Le premier, appelé G12 a démontré sa capacité a sensibiliser les cellules a des faibles
concentrations de Gem>°. Avec le G12 comme point de départ pour la rétrovolution, un
second mutant de la dCK a également été identifié et est appelé M36. Le G12 est caractérisé
par 3 mutations (E171K, E247K, L249M) comparé a la dCK sauvage, et le M36 contient une
mutation supplémentaire (S169N) comparé au G12. Les premiéres études réalisées sur les
mutants G12 et M36 ont été réalisées avec des vecteurs lentiviraux portant des séquences
LTR fonctionnelles du fait du mécanisme de fonctionnement de la rétrovolution qui a permis
leur identification (figure 11). Nous avons montré ici que I'utilisation de vecteurs SIN qui est
requise pour une utilisation des vecteurs lentiviraux pour des applications biomédicales,
permet une meilleure efficacité de la protéine (article-figure 5). Les raisons pouvant
expliquer cette meilleure efficacité avec les vecteurs SIN, comme évoqué dans la discussion
de I'article, sont vraisemblablement liées a un effet d'interférence transcriptionnelle entre le
promoteur interne qui porte a I'expression du transgene et le promoteur viral contenu dans
les LTR. Au cours de ce travail, nous avons également mis en évidence le fait qu’en plus de
sensibiliser les cellules a la Gem, le M36 permet également de les sensibiliser fortement a
I’AraC (Article-figure 7). Cet effet n'avait pas été mis en évidence pour le G12 mais les
conditions dans lesquelles les tests avec le G12 avaient été effectués étant un peu
différentes on ne peut pas exclure qu'une certaine sensibilisation ne soit pas présente avec
le G12 également. Quoi qu'il en soit, la possibilité de sensibiliser les cellules a deux
médicaments différents (comme pour le M36) est trés intéressant car elle élargit l'intérét de
ce mutant a plusieurs types de cancers comme les cancers solides du pancréas, du sein et du

colon (par le biais de la Gem) et des leucémies (par le biais de I'AraC).

Le M36 permet également une meilleure activation comparé a la dCK sauvage du 3TC, un
analogue de la dC activé par la dCK et utilisé pour le traitement des infections aux VIH
(Article-figure 6). La stratégie que nous envisageons dans le contexte de |'utilisation du M36

pour des finalités antivirales est de modifier des cellules souches hématopoiétiques pour
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gu'elles expriment le transgene. Une fois réimplantées chez le patient, ces cellules, et celles
auxquelles elles auraient donné origine, seraient plus résistantes a l'infection lors d'un
traitement par l'antiviral. Cette stratégie a déja fait ses preuves dans un contexte différent :
pour la mutation CCR5 A 32, qui empéche I'expression du corécepteur majeur pour le VIH. Il
a en effet été mis en évidence, en 2009, que la mutation CCR5 A 32 permet aux cellules
implantées d'étre résistantes a I'infection des souches VIH R5 tropiques®!. La réduction de
I'expression de CCRS5, atteinte par le biais de vecteurs lentiviraux permettant I'expression de
shARN®??® ou encore des nucléases en doigt de zinc?*** dirigés contre le géne codant le
CCR5, a permis d’atteindre une réduction de I'expression de CCR5 dans les cellules
transduites allant jusqu’a 90%, et cette inhibition de I'expression de la protéine a été

corrélée avec la résistance des cellules a I'infection®?

. En complément de ces observations,
les résultats obtenus avec le 3TC et les cellules exprimant le M36 permettent d’envisager
une stratégie combinée dans laquelle les vecteurs utilisés permettraient a la fois une
expression stable du M36 et une inhibition de I'expression du CCR5. L'utilisation de tels
vecteurs pourraient permettre de renforcer l'effet du traitement par la délétion du

récepteur CCRS5.

La lignée cellulaire utilisée comme modele pour la sélection des mutants générés par la
rétrovolution est la lignée Messa 10K. Cette lignée cellulaire issue d’un carcinome utérin a
été adaptée en laboratoire afin d’étre résistante a la Gem et exprime une dCK inactive®”. De
ce fait, la lignée Messa 10K permet d’avoir une bonne appréciation de I'efficacité des
mutants identifiés car elle présente un fond génétique « vierge » en ce qui concerne
I'activité de la dCK. Physiologiquement, ces cellules constituent un modeéle pour les cellules
résistantes au traitement qui émergent fréquemment lors des thérapies anticancéreuses.
Exprimée dans les cellules Messa 10K, le M36 permet de sensibiliser les cellules a des
concentrations de Gem 900 fois inférieures a celles requises pour les cellules non modifiées,
et a des concentrations d’AraC jusqu’a 10 000 fois inférieures (article). Toutefois, la capacité
du M36 a sensibiliser a la Gem ou a I’AraC, d’autres lignées cellulaires exprimant une dCK
endogene fonctionnelle, n’a pour l'instant pas encore été démontré (figure 28). Cette
observation est en adéquation avec les résultats obtenus par d’autres équipes. Il est en effet
décrit que, en fonction de la lignée cellulaire utilisée, I'apport d’une copie supplémentaire de
la dCK ou d’une de ses variantes ne permet pas d’atteindre des niveaux de sensibilisation

équivalents des cellules aux médicaments>>’**. Afin de pallier a ces problémes, il serait
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nécessaire soit d'introduire plusieurs copies du transgéne (objectif qui peut étre atteint en
culture de cellules en utilisant une MOI plus élevée, mais qui est difficilement atteignable in
vivo), soit d'utiliser un promoteur plus fort que le promoteur EF1- « utilisé dans nos
expériences, pour conduire a l'expression du transgéne. Le promoteur EF1- « est un
promoteur constitutif, et une expression du transgene a partir d’'un promoteur plus fort et
spécifique aux types de cellules cancéreuses ciblées (comme par exemple le promoteur PSA
pour le cancer de la prostate ou le promoteur MIA pour les mélanomes)?’, pourrait étre
envisagé pour une meilleure expression du transgene.

Une autre possibilité pour augmenter I'efficacité du M36 dans les cellules serait d’utiliser
une stratégie combinée entre I'expression du M36 et la répression de la RRM1. Nous avons
montré qu’une telle stratégie utilisant des siARN dirigés contre le géne codant la RRM1,
permet une meilleure sensibilisation des cellules a la Gem (figure 34). Toutefois, lorsque les
siARN doivent étre générés a partir de leurs précurseurs shARN eux méme introduit via
I'utilisation de vecteurs lentiviraux, aucun effet n’est observé. Il se peut que dans ce
contexte, I'expression du siARN a partir du précurseur shARN ne soit pas suffisante pour
observer une sensibilisation des cellules. Il serait donc intéressant d’optimiser nos
précurseurs pour augmenter |'efficacité de génération des siARN, si cela est I'origine du

probleme.

Le mutant M36 est caractérisé par 4 mutations organisées par paire. Les mutations S169N et
E171K sont situées au niveau de linterface de dimérisation de la protéine alors que les
mutations E247K et L249M sont situées au niveau de I'hélice « 10 qui influence sur le
repliement de la protéine ainsi que sur sa capacité a fixer les substrats. Ici, nous avons mis
en évidence pour le M36, comme pour le G12 auparavant (article-figure 1), la nécessité de
I'ensemble des mutations car. En effet, lorsqu’'une mutation du M36 est éliminée, le mutant
généré perd la capacité, a sensibiliser les cellules au traitement (figure 34). Le fait que la
réponse des cellules soit comparable a celle des cellules transduites avec une dCK sauvage et
non a celle des cellules Messa 10K non transduites, suggere que les mutants ont quand-

méme gardé une activité semblable a celle de la dCK sauvage (figure 34).

Au cours de cette étude nous avons aussi tenté d’améliorer I'efficacité du M36 sur une base

rationnelle. Notre hypothése a été qu’en gardant la nature des acides aminés introduits par
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la rétrovolution (basique, hydrophobe, polaire), aux mémes positions (169, 171, 247 et 249),
mais en allant plus loin au niveau de la divergence génétique au niveau de la séquence des
codons, on pourrait obtenir une variante de la dCK encore plus efficace que le M36. Lorsque,
sur cette base, nous avons réalisé la substitution d’une seule des 4 positions mutées dans le
M36, cela a également conduit a une perte de |'efficacité des 4 mutants générés et a une
activité de ces mutants qui est comparable a celle de la dCK sauvage (figure 35 lignées
représentées avec des ronds vides). En revanche, lorsque les 4 positions sont substituées
simultanément, on obtient un phénotype de sensibilisation intermédiaire entre celui du M36
et celui de la dCK sauvage (figure 35 lignées représentées en orange avec des ronds pleins). Il
serait intéressant de poursuivre I'étude du mutant afin notamment d’obtenir une meilleure
compréhension de I'impact de chacune des mutations sur la structure de la protéine. Il
semble en effet, suite a I'étude de I'importance des mutations que j'ai effectuée, que les
codons les plus adaptés pour |'effet que nous souhaitions observer aient été sélectionnés au

cours du processus de rétrovolution.

Les tests biochimiques réalisés (Article-Tableau 2) indiquent que I'efficacité du M36 serait
liée a une baisse de sa capacité a phosphoryler la dC et non a une hausse de sa capacité a
phosphoryler la Gem comparé a la dCK. Cette observation semble confirmée par la
comparaison des structures de la dCK et du M36 en présence de la dC ou de la Gem. En
effet, il apparait que dans la protéine M36, le site accepteur de phosphate de la dC est plus
éloigné du donneur de phosphate de 0,7 A comparé a sa position dans la dCK. Cela rendrait
la phosphorylation de la dC par le M36 potentiellement plus difficile, alors que la Gem garde
sensiblement la méme position dans la dCK et dans le M36. Il faut toutefois considérer le fait
que la structure du M36 en interaction avec la dC a été obtenue avec une résolution de 2,9A

qui reste une résolution de faible qualit¢*****

, hous obligeant donc a rester prudents avec
les conclusions tirées. La structure de la protéine semble étre difficile a obtenir ce qui
explique que la premiere structure obtenue avec une bonne résolution n’ait été publiée
qu’en 2003 et ait nécessité de réaliser différentes substitutions dans la protéine’®. Une des
structures publiées de la dCK a notamment nécessité une substitution de la position 247
(E247R), afin de pouvoir étre résolue**. Si I'introduction d’une mutation en cette position
est nécessaire pour I'obtention de la structure la protéine, cela suggére que cette position

est impliquée dans la stabilité et donc probablement dans I’activité de la protéine. Sachant

qgue l'une des mutations caractéristiques du G12 et du M36 est la mutation E247K, cela
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suggere la possibilité que certaines des mutations introduites au cours de la rétrov