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Titre :

Transfert de génes dans les cellules souches pluripotentes induites :
application a la thérapie génique de I'hyperoxalurie primitive de type 1

Résumé :

L’hyperoxalurie primitive de type 1 (ou HP1) est une maladie héréditaire du
métabolisme liée a un déficit en enzyme hépatocytaire AGT (alanine:glyoxylate
aminotransférase), codée par le gene AGXT. Ce déficit entraine, chez les patients
atteints d’"HP1, une excrétion hépatique accrue d’oxalate ; celui-ci est ensuite éliminé
dans les urines ou il se complexe avec le calcium pour former des néphrolithiases
oxalo-calciques massives, pouvant conduire a une insuffisance rénale chronique. Le
seul traitement curatif disponible pour cette pathologie est la greffe allogénique
combinée hépatorénale, actuellement limitée par la disponibilité des donneurs de
greffons, une morbi-mortalité significative et la nécessité d'un traitement
immunosuppresseur au long cours.

L’objectif du projet de recherche est de développer une thérapie génique de 'HP1
par greffe de cellules hépatiques autologues génétiquement corrigées. La faible
disponibilité et la difficulté d’amplification in vitro des hépatocytes adultes nous a
conduit a explorer la piste des cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) pour
produire des cellules hépatiques humaines utilisables en médecine régénérative.

Nous avons dérivé et caractérisé des lignées de cellules iPSCs a partir de
fibroblastes de patients atteints d’'HP1, apres expression transitoire des facteurs de
reprogrammation par des vecteurs Sendai. Nous avons développé deux stratégies de
thérapie génique additive par insertion d"un minigene codant une séquence optimisée
de I’ADNc AGXT au moyen (1) d'un vecteur lentiviral a expression hépato-spécifique
et (2) d'un processus de recombinaison homologue au locus AAVS1 facilité par le
systeme de clivage ciblé de ’ADN « CRISPR/Cas9 ». Enfin, nous avons mis en
évidence I'expression de la cassette thérapeutique apres différenciation hépatocytaire
des iPSCs génétiquement corrigées. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives de
médecine régénérative pour 'HP1 par transplantation de cellules hépatocytaires
autologues génétiquement corrigées dérivées d’iPSCs de patients.

Mots clés : cellule souche pluripotente induite ; hyperoxalurie ; thérapie génique ;
CRISPR/Cas9 ; vecteur lentiviral ; différenciation hépatique
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Title:

Gene transfer in induced pluripotent stem cells for gene therapy
of primary hyperoxaluria type 1

Abstract:

Primary hyperoxaluria type 1 (or PH1) is an inherited metabolic disorder related
to the deficiency of the hepatic AGT enzyme (alanine:glyoxylate aminotransferase),
which is encoded by the AGXT gene. In PH1 patients, this deficiency leads to oxalate
overexcretion by liver, followed by urine filtration and complexation with calcium to
form massive calcium-oxalate nephrolithiasis potentially leading to chronic renal
failure. The only available curative treatment is combined hepatorenal allogeneic
engraftment, which is currently limited by the availability of transplant donors,
significant morbidity and mortality, and the need for long-term immunosuppressive
treatment.

The aim of our research project is to develop gene therapy for PH1, consisting in
engraftment of genetically corrected autologous liver cells. Considering that adult
hepatocytes are hardly available and expandable in vitro, we chose to explore the use
of induced pluripotent stem cells (iPSCs) to produce human liver cells for application
in regenerative medicine.

We derived and characterized iPSC lines from PHI1 patient fibroblasts after
transient expression of reprogramming factors delivered by Sendai virus vectors. We
developed two additive gene therapy strategies by inserting a minigene encoding an
optimized AGXT cDNA sequence using (1) a lentiviral vector designed for liver-
specific expression and (2) homologous recombination process at the AAVSI locus
favoured by the targeted DNA cutting system “CRISPR/Cas9”. Finally, we
highlighted therapeutic cassette expression after hepatic differentiation of genetically
corrected iPSCs. These results pave the way for regenerative medicine for PH1 by
transplantation of genetically modified autologous hepatocyte-like cells derived from
patient-specific iPSCs.

Keywords: induced pluripotent stem cell; hyperoxaluria ; gene therapy ;
CRISPR/Cas9 ; lentiviral vector ; hepatic differentiation
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Abréviations

AAV : Adeno-Associated Virus

AAVSI : AAV integration Site 1

Ad : Adenovirus

ADN (DNA) : Acide DésoxyriboNucléique (DesoxyriboNucleic Acid)
ADNCc (cDNA) : ADN complémentaire (complementary DNA)

aFP : alpha-FoetoProtéine

AGO : Argonaute

AGT : Alanine:Glyoxylate Aminotransférase

AGT-Ma : haplotype majeur de 'AGT

AGT-Mi : haplotype mineur de I’AGT

AOA : acide aminooxyacétique

ARN (RNA) : Acide RiboNucléique (RiboNucleic Acid)

ARNIi : ARN interférent

ARNm : ARN messager

AspAT : Aspartate AminoTransférase

bFGEF : basic Fibroblast Growth Factor

BMP4 : Bone Morphogenetic Protein 4

CHO-GO : cellules Ovariennes de Hamster Chinois surexprimant la Glycolate
Oxydase

copGFP : copepodaGFP

CPP : Cell-Penetrating Peptide

CRISPR/Cas : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-
associated system

crRNA : CRISPR RNA

CYP : CYtochrome P450

DAO : D-Aminoacide Oxydase

DFG : Débit de Filtration Glomérulaire

DsiRNA : Dicer-substrate small interfering RNA

EalbAAT : promoteur de I'a 1-AntiTrypsine associé aux séquences régulatrices de
I"Enhancer de I’albumine humaine

EFla : Elongation Factor 1la

Foxa2 : Forkhead box A2

GalNAc : N-acétylgalactosamine

eGFP : enhanced Green Fluorescent Protein

GO : Glycolate Oxydase

GRHPR : Glyoxylate Reductase-HydroxyPyruvate Reductase
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HDAdJ : Helper-Dependant Adenovirus

HDR : Homology-Directed Repair

HEK : Human Embryonic Kidney

HGEF : Hepatocyte Growth Factor

HLC : Hepatocyte-Like Cell

HNF4a : Hepatocyte Nuclear Factor 4-alpha
HOGA : 4-Hydroxy-2-OxoGlutarate Aldolase
HP (PH) : Hyperoxalurie Primitive (Primary Hyperoxaluria)
Hsc70 : Heat shock cognate 70

Hsp60 : Heat shock protein 60

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell
HYPDH : HYdroxyProline DésHydrogénase
IDLV : Integrase-Defective Lentiviral Vector
iPSC : induced Pluripotent Stem Cell

ITR : Inverted Terminal Repeat

KLF4 (Kruppel-like factor 4)

LDH : Lactate DésHydrogénase

LDL : Low Density Lipoprotein

LTR : Long Terminal Repeat

LV : Lentivirus

MEEF : fibroblaste embryonnaire murin

MIM : Mendelian Inheritance in Man

miRNA : micro RNA

MN : Meganuclease

MSC : Mesenchymal Stem Cell

NHE] : Non-Homologous End-Joining

O. formigenes : Oxalobacter formigenes

Oct3/4 : Octamer-binding transcription factor 4
OSKM : Oct3/4, Sox2, KLF4 et c-Myc

PAM : Protospacer Adjacent Motif

PCR : Polymerase Chain Reaction

PGK : PhosphoGlycérate Kinase

PLP : Pyridoxal 5’ -Phosphate

PTS1 : Peroxisomal Targeting Sequence type 1
PXR : nuclear Pregnane X Receptor

RNAi : RNA interference

RNase : RiboNucléase

SA : Splice Acceptor

scAAV : self-complementary AAV

SD : Splice Donor
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SeV : Sendai Virus

shRNA : short hairpin RNA

siRNA : small interfering RNA

Sox2 : SRY [Sex determining Region of Y]-box 2)

Sox17 : SRY [Sex determining Region of Y]-box 17
TALEN : Transcription Activator-Like Effector Nuclease
TIM : Translocase of Inner Membrane

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

TOM : Translocase of Outer Membrane

tracrRNA : transactivating CRISPR RNA

TTRp : TransThyRetin promoter

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor

VIH : Virus de I'Immunodéficience Humaine

ZFN : Zinc Finger Nuclease

1P5CDH : Al-Pyrroline-5-Carboxylate DésHydrogénase

19



20



INTRODUCTION



22



Chapitre 1 :
Les hyperoxaluries primitives
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Les hyperoxaluries primitives (ou Primary Hyperoxalurias, PHs) ont été décrites
pour la premiere fois par Lepoutre en 19251. Elles constituent un groupe de pathologies
héréditaires de transmission autosomique récessive impliquant un dysfonctionnement
du métabolisme du glyoxylate et une surproduction d’oxalate par le foie?-4.

Les formes primitives endogenes d’hyperoxaluries sont a distinguer des formes
secondaires, consécutives a une exposition (souvent alimentaire) a d’importantes
quantités d’oxalate ou de ses précurseurs, ou a une augmentation pathologique de
I'absorption de l'oxalate dans le tractus intestinal%. Ces formes secondaires, plus
communes que les hyperoxaluries congénitales, présentent pour la plupart un tableau

clinique moins sévere et un meilleur pronostic.

I- Physiopathologie des hyperoxaluries primitives

Le glyoxylate est un céto-acide a deux carbones tres réactif, issu du métabolisme
intermédiaire des acides aminés, dont les principaux précurseurs sont la glycine,
I'hydroxyproline et le glycolate chez les étres humains. Lorsque le glyoxylate se trouve
en excés dans le cytosol, il est rapidement métabolisé par la lactate déshydrogénase
(LDH) pour étre converti en oxalate, un produit terminal du métabolisme chez les
mammiféres. L’oxalate est majoritairement éliminé dans les urines ou il tend a
précipiter avec le calcium pour former des cristaux, potentiellement responsables de
dommages envers les tissus environnants®.

Dans les hépatocytes (cellules métaboliques du foie) humains, ott la LDH est trés
abondante, différents mécanismes de détoxification du glyoxylate sont mis en ceuvre
afin de limiter la production d’oxalate (Figure 1). Au sein du cytosol, 'enzyme
glyoxylate reductase-hydroxypyruvate reductase (GRHPR) entre en compétition de
substrat avec la LDH et procéde a la réduction du glyoxylate en glycolate, une
molécule tres soluble. Une réaction analogue se déroule dans la mitochondrie, suite au
métabolisme de I'hydroxyproline dérivée de la dégradation du collagene matriciel® :
apres transformation de 'hydroxy-2-oxoglutarate en pyruvate et glyoxylate par
I'enzyme 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase (HOGA), le glyoxylate mitochondrial est
réduit en glycolate par la GRHPR. Enfin, I'abondance de I'enzyme alanine:glyoxylate
aminotransférase (AGT) dans le peroxysome hépatocytaire offre a cet organite un role
central dans la conversion finale du glyoxylate. Apres transformation du glycolate en
glyoxylate par I'enzyme glycolate oxydase (GO), I'’AGT est capable de catalyser la
conversion du glyoxylate et de I’alanine en pyruvate et glycine. L’AGT peut tolérer de
grandes concentrations de glyoxylate sans subir d'inhibition de substrat’, ce qui érige
le peroxysome en bouclier contre 'accumulation du glyoxylate et la production
d’oxalate dans le cytoplasme environnant.
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Figure 1. Métabolisme du glyoxylate dans les hépatocytes humains, indiquant les déficits
enzymatiques responsables des trois types d’hyperoxalurie primitive connus (I, II et III) (d’apres
Martin-Higueras et al., 2017)8. Les fleches en pointillés indiquent une diffusion des composés entre les
différents compartiments cellulaires. La membrane du peroxysome est perméable au glycolate, au
glyoxylate et a d’autres solutés hydrophiles de faible taille, principalement grace a la présence de la
protéine-canal PXMP2°. AGT, alanine:glyoxylate aminotransférase; AspAT, aspartate
aminotransférase; DAO, D-aminoacide oxydase; GO, glycolate oxydase; GRHPR, glyoxylate
reductase/hydroxypyruvate reductase; HOGA, 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase 1; HYPDH,
hydroxyproline déshydrogénase ; LDH, lactate déshydrogénase ; 1IP5CDH, Al-pyrroline-5-carboxylate
déshydrogénase.

Les hyperoxaluries primitives surviennent des lors que 'un des mécanismes de
détoxification du glyoxylate est rompu, suite au déficit fonctionnel d’une enzyme clé :
'oxalate issu de la conversion du glyoxylate par la LDH s’accumule et, ne pouvant
étre métabolisé par les mammiferes, il est éliminé dans les urines par filtration
glomérulaire et sécrétion tubulaire®. L'oxalate en exces se complexe alors avec le
calcium pour former des cristaux responsables d’une détérioration croissante du tissu
rénal, se manifestant par des urolithiases (cristaux d’oxalate de calcium dans le tractus
urinaire) et une néphrocalcinose (dépdt d’oxalate de calcium dans le parenchyme
rénal) (Figure 2). Cette derniere induit une inflammation interstitielle et une fibrose
qui entrainent une perte progressive de la fonction rénale, jusqu’a atteindre le stade de
I'insuffisance rénale terminale dans les cas les plus séveres (débit de filtration
glomérulaire ou DFG < 15 mL/min pour 1,73 m?, contre 120 mL/min/1,73 m? chez les
individus sains, ou 1,73 m? est la surface corporelle standard d’un adulte). A ce stade,
l’oxalate n’étant plus filtré, son accumulation dans I'organisme résulte en une oxalose
systémique (dispersion de 1'oxalate dans I’ensemble de I’organisme) qui conduit a des
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complications osseuses, cardiaques, rétiniennes et cutanées pouvant aboutir au déces
des patients1.

A

Figure 2. Manifestations oxalo-calciques chez un patient souffrant de PH1 (d’apres Harambat et al.,
2011)". (A) Radiographie de I'abdomen indiquant la formation d’urolithiases. (B) Echographie rénale
attestant de la présence d'une néphrocalcinose. L’aspect «blanc» du rein a l’échographie est
caractéristique de ce phénomene.

A cejour, trois formes génétiques d’hyperoxaluries primitives ont été identifiées,
désignées par les types 1 (PH1), 2 (PH2) et 3 (PH3). Ces formes différent par le type de
déficit enzymatique responsable de leur survenue, correspondant respectivement a
une perte de fonction de I'enzyme AGT, GRHPR et HOGA, mais également par la
sévérité de leur tableau clinique et de leur pronostic. La PH2 et la PH3 seront
rapidement évoquées, puis nous traiterons essentiellement de l’hyperoxalurie
primitive de type 1, en réalisant dans certains cas opportuns un parallele entre les
différents types d"hyperoxalurie.
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II- L’hyperoxalurie primitive de type 2 (PH2; Mendelian
Inheritance in Man ou MIM 260000)

L’hyperoxalurie primitive de type 2, ou PH2, représente environ 10% des cas
d’hyperoxalurie primitive. Elle est causée par un déficit en GRHPR, une protéine de
328 acides aminés qui forme des homodimeres d’environ 73kD. La GRHPR présente
une distribution ubiquitaire au sein des tissus, mais elle est en majorité exprimée dans
le foiel?13, Son gene de structure GRHPR, constitué de 9 exons, est situé au locus 9q12°.
Actuellement, 28 mutations du géne GRHPR ont été recensées (dont la plupart
correspond a de petites insertions ou délétions), résultant en une perte de I'expression
ou de l'activité catalytique de la protéine GRHPR.

Chez les patients atteints de PH2, le déficit en GRHPR conduit a une
augmentation de l'excrétion urinaire d’oxalate et de L-glycérate (issu de la conversion
cytoplasmique de l'hydroxypyruvate, et dénué de conséquence pathologique)!,
cependant les taux d’oxalate urinaire mesurés sont moins élevés que ceux des patients
souffrant de PH1, et la progression de la PH2 vers une insuffisance rénale terminale se

produit seulement dans une minorité de cas (environ 20%)4.
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III- L"hyperoxalurie primitive de type 3 (PH3 ; MIM 613616)

L’hyperoxalurie primitive de type PH3, ou PH3, représente environ 10% des cas
d’hyperoxalurie primitive. Elle résulte d'un déficit en enzyme HOGA, une protéine
composée de 327 acides aminés formant des dimeres d’environ 72kD et des tétrameres
d’environ 144kD. Son géne de structure HOGA1, constitué de 7 exons, est situé au locus
10g24.25. La découverte de l'implication du gene HOGA1 en tant que cause
d’hyperoxalurie primitive étant récente, la présence de mutations dans le gene HOGA1
est investiguée dans toutes les formes d’hyperoxalurie « non-PH1/PH2 », et la PH3
pourrait ainsi présenter une prévalence plus importante que la PH2. Pour le moment,
les analyses génétiques ont abouti a l'identification de 19 mutations différentes du
gene HOGA1'.

Le mécanisme physiopathologique de la PH3 n’est pas encore déterminé avec
certitude, mais plusieurs études réalisées in vitro indiquent que I"accumulation de 4-
hydroxy-2-oxoglutarate liée au déficit de I'enzyme HOGA entrainerait une inhibition
de l'activité de I'enzyme GRHPR et provoquerait ainsi une réduction de la conversion
du glyoxylate en glycolatel617. L’élévation du taux d’oxalate urinaire est hétérogene
chez les patients atteints de PH3, mais dans 'ensemble, I'évolution de la pathologie
est plus progressive que dans les deux autres formes d"hyperoxalurie primitive (seul
un cas d’évolution vers une insuffisance rénale terminale a été répertorié a ce jour)>15.
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IV- L’hyperoxalurie primitive de type 1 (PH1 ; MIM 259900)
A. Epidémiologie

La prévalence réelle des hyperoxaluries primitives est inconnue. La prévalence
de la PH1, qui représente environ 80% des cas de patients atteints d’hyperoxalurie
primitive, est estimée entre 1 et 3 cas par million au sein de la population mondiale, et
son taux d’incidence est approximativement de 1 cas pour 120 000 naissances vivantes
par an en Europe!819. La PH1 représente 1 a 2% des cas d’insuffisance rénale terminale
pédiatrique d’apres les registres de I'Europe, des Etats-Unis et du Japon?’, mais cette
prévalence est plus élevée dans les pays ou le mariage consanguin est usuel (environ
10% dans certaines nations d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient)?-2. Une
prévalence importante peut également étre observée chez des populations
historiquement isolées telles que celle des Iles Canaries, consécutivement a un effet
fondateur de ces populations?.

B. Manifestations cliniques

Bien que les altérations métaboliques a 1'origine des hyperoxaluries primitives
soient congénitales, I'dge auquel les symptomes se déclarent ainsi que leur sévérité
peuvent varier considérablement d'un patient a 'autre, depuis une forme similaire a
des calculs rénaux idiopathiques retrouvés chez I’adulte, jusqu’a une oxalose infantile
sévere215>2, Les premiers symptomes apparaissent typiquement au cours des 10
premieéres années de vie, les signes les plus communs correspondant a une hématurie,
des douleurs abdominales, la production de calculs et des infections répétées du
tractus urinaire2>26,

Dans les formes infantiles les plus séveres, les patients présentent tres tot les
symptomes d"une insuffisance rénale, qui correspondent typiquement a un retard de
croissance, une anémie et une acidose. Dans les cas les plus modérés, a I'inverse, la
PH1 est souvent identifiée tardivement, les symptomes se limitant a des calculs rénaux
idiopathiques jusqu’a ce qu'une dégradation rénale importante (néphrocalcinose)
apparaisse?’.

L’inflammation interstitielle progressive et la fibrose consécutives au dépot de
cristaux d’oxalate dans le parenchyme rénal, ainsi que les urolithiases et les infections
récurrentes du tractus urinaire conduisent a terme a une insuffisance rénale terminale
et a une oxalose systémique (Figure 3). Le squelette, qui présente une importante
capacité de stockage d’oxalate (15 a 910 umol par gramme de tissu osseux)?, est
particulierement impacté, les patients souffrant d’intenses douleurs osseuses, de
fractures spontanées et d’anémie résistante a 1'érythropoiétine?®30. Des dépdts
d’oxalate de calcium peuvent également survenir au sein de la rétine, entrainant des
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troubles de la vision. En outre, une calcification vasculaire est régulierement observée,
entrainant ischémie et gangrene distale, ainsi que des neuropathies, des anomalies de
la conduction cardiaque et des nodules cutanés liés aux atteintes du systéme nerveux
central, du myocarde et de la peau?#431.32,

Figure 3. Oxalose systémique dans la PH1 (d’aprés Harambat et al., 2011)". Dépots radiodenses de
cristaux d’oxalate de calcium dans les os et les articulations (A), les vaisseaux sanguins (B) et la rétine
©).

C. Bases génétiques et moléculaires
La PH1 résulte d'un déficit en AGT, une enzyme hépato-spécifique localisée dans
le peroxysome des hépatocytes humains3334, ou elle catalyse une transamination entre

la L-alanine et le glyoxylate pour produire du pyruvate et de la glycine (Figure 4) en
présence de pyridoxal 5'-phosphate (PLP), son cofacteur”.
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Figure 4. Représentation schématique de la réaction -catalysée par 1’alanine:glyoxylate
aminotransférase (d’aprés Oppici et al, 2015)%. Bien que la réaction soit réversible, sa constante
d’équilibre est égale a environ 9400 dans le sens direct qui correspond a la conversion du glyoxylate en
glycine® ; elle peut donc étre considérée comme totale dans ce sens.

L"AGT est une protéine composée de 392 acides aminés, de masse relative 43 kD ;
elle appartient a la famille « Fold Type I family of PLP-enzymes » et fonctionne en
homodimere, dont chaque sous-unité contient un site de liaison au PLP. Ce dernier
exerce un role de groupement prosthétique nécessaire a l'activité catalytique de
I'enzyme, ainsi qu’une fonction de chaperon moléculaire (molécules impliquées dans
le repliement des protéines) en favorisant la dimérisation de I’ AGT3738,

Chaque monomere protéique peut étre subdivisé en un large domaine N-
terminal (résidus 1 a 282) composé de l'interface de dimérisation et de la plus grande
partie du site actif, associé a un domaine C-terminal plus court (résidus 283 a 392) qui
contient la totalité des informations nécessaires au ciblage du peroxysome, dont la
séquence de ciblage PTS1 (Peroxisomal Targeting Sequence type 1)3>3940, Les 20 premiers
résidus qui composent le domaine N-terminal d’'un monomere forment un bras qui
enveloppe la surface du domaine N-terminal de la sous-unité opposée?!. Le PLP, quant
a lui, est lié covalemment au résidu Lysine en position 209 de ’AGT en formant une
base de Schiff (imine issue de la réaction entre les fonctions aldéhyde du PLP et amine
primaire de la lysine), et est stabilisé par interaction avec des résidus des sites actifs
appartenant aux deux sous-unités3 (Figure 5).
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Figure 5. Structure chimique et cristallographique du PLP et des résidus avec lesquels il interagit
(d’apres Oppici et al., 2015 ; Pubchem Lysine, consulté le 09.08.2018 et Pubchem Pyridoxal phosphate
anhydrous, consulté le 09.08.2018)%4243, (A) et (B), structures chimiques du PLP et de la lysine,
respectivement. Les fonctions encerclées correspondent respectivement a un aldéhyde et a une amine
primaire. (C) Diagramme de Ribbon représentant la structure d'un dimere de 'enzyme AGT ; chaque
monomere est indiqué dans une couleur différente (gris et orange). Les résidus Prol1 and 11e340 (qui
seront détaillés dans le paragraphe suivant) sont représentés par des batonnets rouges, tandis que les
deux molécules de PLP sont colorées en vert. (D) Détail du site actif de I'AGT. Le PLP est représenté en
vert. Les résidus interagissant directement avec le coenzyme et appartenant a une méme sous-unité sont
colorés en orange pour l'une, et en gris pour la seconde sous-unité. Les atomes d’azote, oxygene et
phosphore sont indiqués en bleu, rouge et violet, respectivement.

Le gene AGXT codant pour I’AGT humaine est situé au locus 2q37.3 ; il comprend
11 exons s’étendant sur environ 10kb*. Ce géne est polymorphe : deux haplotypes
principaux ont été décrits au sein des populations humaines, appelés alleles « majeur »
et « mineur ». L’allele mineur differe du majeur par une duplication de 74 pb dans
I'intron 1, des répétitions en tandem dans l'intron 4, et par deux mutations dans la
séquence codante, c.32C>T et c.1020A>G, générant les variants faux-sens p.Prol1Leu
et p.lle340Met, respectivement*>4¢ (Figure 6). L’haplotype mineur est présent chez
environ 50% des patients souffrant de PH1, tandis que sa fréquence s’étend de 2% au
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sein de la population japonaise a 20% chez la population caucasienne*0-48. La protéine
AGT codée par l'allele mineur (AGT-Mi) se caractérise par une diminution
significative (30 a 50%) de l'efficacité catalytique de la réaction de transamination
qu’elle effectue par rapport a celle réalisée par la protéine codée par l'allele majeur
(AGT-Ma)#92Y, et elle présente également une stabilité thermodynamique et cinétique
réduite®-52. Au niveau cellulaire, environ 5% de I’AGT-Mi produite est dirigée vers la
mitochondrie, car la substitution p.ProllLeu génere une séquence d’adressage
mitochondrial®®, qui reste cependant de faible efficacité.

La présence de l'haplotype mineur seul n’est associée a aucun phénotype
pathologique. Cependant, les effets néfastes de cet haplotype sur la protéine AGT
correspondante, et notamment ceux de la substitution ProllLeu, ont une influence
importante sur la pathogenése de la PH1. En effet, un nombre important de mutants
pathogénes de la protéine AGT, incluant les deux variants les plus communs
p.Gly170Arg et p.lle244Thr, induisent un phénotype morbide uniquement s’ils co-
ségregent avec l'allele mineur (mutations situées en cis, sur le méme alléle)?>4953. Les
bases moléculaires de ce phénomene ne sont pas déterminées pour tous les variants
de I’AGT, mais les données disponibles a ce jour indiquent que les effets des
changements structuraux associés a la substitution p.ProllLeu exacerbent souvent
ceux des substitutions pathogenes. A titre d’exemple, il a été montré que l'activité
catalytique du variant p.lle244Thr de I'’AGT équivaut a 50% de celle de ' AGT non
mutée en présence du résidu Proll, et qu’elle chute a moins de 5% lorsque le résidu
Leull est exprimé, tandis qu’en parallele sa propension a I’agrégation augmente®. De
méme, les variants p.Gly41Arg, p.Phe152lle et p.Arg233Cys présentent une résistance
a la dégradation protéolytique significativement inférieure lorsqu’ils co-ségregrent
avec l'allele mineur5+%.

Dans I’ensemble, plus de 150 mutations du gene AGXT ont été identifiées et
associées a la PH125%3 : outre les insertions et délétions, qui représentent environ 25%
des mutations recensées, la vaste majorité correspond a des mutations ponctuelles, y
compris faux-sens, non-sens et mutations des sites d’épissage. On compte notamment
79 mutations faux-sens conduisant a la substitution d"un seul acide aminé, réparties
sur I'intégralité de la structure de la protéine et concernant pour la plupart des résidus
hautement conservés, supposés cruciaux pour la structure et/ou la fonction de
I'enzyme AGT (Figure 6).
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Figure 6. Cartographie des substitutions pathologiques affectant ’enzyme AGT, découvertes chez
des patients atteints de PH1 (d’aprés Oppici et al., 2015)%. Les modifications des acides aminés
indiquées sont disposées selon la répartition des résidus correspondants au sein des monomeres de la
protéine AGT. Les variants écrits en gras et soulignés correspondent aux substitutions caractéristiques
de I'allele mineur du gene AGXT.

Différentes études réalisées sur la pathogenese moléculaire des mutations faux-
sens ont révélé une importante variété d’effets mutationnels, au niveau moléculaire et
cellulaire (dont certains ont été évoqués plus haut), ayant pour conséquence un déficit
de I’AGT par modification de sa conformation et/ou de sa fonction3>3¢ (Figure 7).

Une réduction de l'activité catalytique de I’AGT (liée a une diminution de la
vitesse de réaction et/ou a une diminution de I'affinité pour le substrat), ainsi qu'une
altération de la liaison au cofacteur correspondent aux principaux effets fonctionnels
observés chez les variants. Ils sont typiquement causés par des mutations survenant
au sein de résidus interagissant directement avec le PLP ou localisés a proximité du
site actif de I’AGT (tels que Ser81, Gly82, His83, Trp108, Phel52, Ser158, Asp183 et
Ser21875156-58), bien qu’un changement conformationnel altérant le site actif puisse étre
généré suite a la mutation de résidus localisés loin de ce site tels que Ser187, Ile244 et
Gly350, comme I'ont démontré des études cristallographiques et biochimiques®8-0.

Néanmoins, dans la majorité des cas, les variants entrainant un changement de
conformation de '’AGT s’accompagnent d’une altération mineure de son activité
catalytique. Les effets de ces variants sont diverses ; ils peuvent par exemple causer
une réduction de la stabilité protéique aux stresses thermique et chimique conduisant
a une augmentation de la propension a l'agrégation, comme c’est le cas pour les
variants p.Gly41Arg et p.Gly41Val®l. Le repliement de la protéine peut également étre
perturbé, conduisant a une diminution de sa demi-vie (variant p.Alal12Asp54) ou a
une agrégation intracellulaire importante favorisée par des interactions avec des
moléculaires de la famille Hsp60, Hsc70 et Hsp90

chaperons (variant
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p-11e244Thr56263). Une méme mutation peut causer des effets multiples, comme c’est
le cas pour les variants du résidu Gly161, qui présentent une expression sévérement
diminuée liée a une réduction de la demi-vie de la protéine associée et a une forte
agrégation cytosolique®*. Enfin, un autre effet structural, sans commune mesure parmi
les autres pathologies génétiques humaines, correspond a une erreur d’adressage de
la protéine AGT qui est dirigée vers la mitochondrie ot elle n’est pas fonctionnelle. Cet
effet est d1 a des mutations présentes obligatoirement en synergie avec I'alléle mineur,
parmi lesquelles figurent les variants p.Glyl70Arg, p.lle244Thr, p.Phel52Ile et
p.Gly41Arg62%. Ces variants, en perturbant le repliement de la protéine AGT, mettent
en évidence la séquence d’adressage mitochondrial créée par la substitution Prol1Leu,
ce qui facilite l'interaction de I’AGT avec le complexe TOM (Translocase of Outer
Membrane) et ainsi ’adressage mitochondrial de la protéine mutée.
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G82E, H83R, E95K, W108R, G109V, ) )
R111Q, A112D, L150P, F1521, G156R, Réduction de activité Adressage mitochondrial G41R,
5158L, G161R, G161S, G161C, L166P, catalytique Flszl'z' 4%7“'
G170R, C173Y, D183N, S187F, M195R,
M195L, D201E, S205P, $218L, R233C,
R233H, D243H, 1244T, C253R, H261Q,

G41R,
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S187F, R233(, 1244T
V336D
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R233C, R233H, 1244T,
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Diminution du niveau
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Instabilité protéique

Figure 7. Représentation schématique des effets moléculaires et cellulaires des principales
substitutions d’acides aminés décrites au sein de I’AGT (d"apres Oppici et al., 2015)%.

Malgré les difficultés liées a la faible incidence de la PH1, pour laquelle le nombre
de patients porteurs d'une méme mutation est limité, il semble de plus en plus crucial
a la communauté scientifique d’établir une corrélation entre le génotype et le
phénotype des patients, dans 'objectif d’évaluer I'influence des mutations sur les
symptomes et la gravité de la pathologie, et ainsi de mieux adapter le traitement et le
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suivi des patients. Deux registres ont été créés en ce sens, dénommeés « International
Registry for Primary Hyperoxaluria » et « European OxalEurope Consortium » (a I'initiative
des Etats-Unis et de I'Europe, respectivement), afin de répertorier 1'ensemble des
patients hyperoxaluriques et faciliter leur suivi ainsi que la création de cohortes pour
la réalisation d’études cliniques et épidémiologiques?>.

Différentes études cliniques ont ainsi pu déterminer que le variant p.Gly170Arg
était associé a un phénotype peu sévere de PH1, caractérisé par une excrétion urinaire
d’oxalate peu élevée, une excellente réponse a la pyridoxine (voir paragraphe dédié)
et une évolution vers l'insuffisance rénale terminale plus lente que la plupart des
autres variants!52567.68, Une issue favorable de la pathologie a également été constatée
au sein de groupes de patients porteurs des variants p.Arg36Cys et p.Phe152Ile?.

En revanche, pour de nombreux autres génotypes étudiés, les résultats ont
montré que de telles corrélations sont difficiles a déterminer. Une étude publiée en
2004 a montré que des patients présentant un génotype homozygote pour la mutation
non-sens c.33_34insC, qui résulte en une protéine AGT tronquée presque dénuée
d’activité catalytique, pouvaient déclarer la pathologie tres tot dans I'enfance (avant
leur 10¢ année de vie), tandis que d’autres ne présentaient les premiers symptomes
qu’a partir de 40 ans®. Une observation similaire a été réalisée au sein d’'une méme
fratrie, dont 5 membres porteurs de la mutation c.33_34insC a 1'état homozygote ont
déclaré une forme de PH1 infantile 1étale dans les premiers mois de vie, tandis que
leur grand frere, 4gé de 20 ans lors de 1'étude et présentant le méme génotype, était
totalement asymptomatique”?. En outre, chez la population génétiquement isolée des
Iles Canaries ot plus de 90% des cas de PH1 sont dus a la mutation p.Ile244Thr, portée
le plus souvent de facon homozygote, il n’existe pas de phénotype distinct apparent?.

Bien que les causes exactes de telles variabilités phénotypiques ne soient pas
encore identifiées, plusieurs facteurs génétiques et environnementaux sont mis en
avant pour expliquer ces phénomenes. Tout d’abord, le glyoxylate apparaissant
comme le précurseur primaire de l'oxalate, les différences cliniques observées
pourraient résulter de l'activité d’autres enzymes utilisant le glyoxylate comme
substrat, telles que la glyoxylate réductase et la glutamate:glyoxylate aminotransférase
qui pourraient compenser l'absence de ’AGT. Le régime de chaque patient est
également a considérer, en termes d’hydratation et d’'ingestion d’aliments riches en
oxalate ou ses précurseurs. Enfin, l'intervention de facteurs limitant la solubilité de
I'oxalate de calcium, et de mécanismes de régulation du génome (épigénétique,
modificateurs de génes) ne sont pas a exclure”’.
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D. Diagnostic

A cause de la rareté de la pathologie, les cliniciens ne rencontrent que peu de
patients (voire aucun) atteints d’hyperoxalurie primitive au cours de leur exercice
professionnel. A cela s’ajoute la présentation clinique hétérogene d'une atteinte du
systeme urinaire peu caractéristique, le tout ayant pour conséquence une absence ou
un retard de diagnostic de I'hyperoxalurie primitive, et une sous-estimation de
I'incidence de ce type de pathologie. Pourtant, un diagnostic précoce de la PH1,
nécessaire a la mise en place de solutions thérapeutiques adaptées, est crucial pour
préserver la fonction rénale des patients. D’apres les cliniciens, les hyperoxaluries
primitives devraient étre investiguées chez tous les patients présentant une
néphrocalcinose et des calculs rénaux répétés, apres avoir écarté les causes les plus
fréquentes de ces manifestations. Elles devraient également étre envisagées dans
toutes les formes familiales de calculs et dommages rénaux de cause inconnue?31.71.

Un algorithme décisionnel a été publié par Edvardsson et al. en 201371 pour
guider le diagnostic des différentes formes d’hyperoxalurie primitive (Figure 8). Les
analyses évoquées seront ensuite détaillées individuellement.

Diagnosis of Primary Hyperoxaluria

Normal Renal Function Chronic Kidney Disease!
* Stones or nephrocalcinosis in childhood « t Serum creatinine with CaOx stones
* Recurrent CaOx stones or nephrocalcinosis in adults Or |+ CaOx tissue deposits
» Family history of primary hype;oxaluria"’ « Nephrocalcinosis
Urine oxalate
UOx >0.7 mmol/1.73 m%24 h or UOX/Cr > normal for age®

Confirmed on repeat testing

v Urine and plasma oxalate
Urine glycolate, L-glycerate*? UOx >0.50 mmol/1.73 m2/24 h
Glycolate or glycerate > 2x normal and/or plasma Ox >20 umol/L
§econdary cause identified? |
No [|* Malabsorption
Yes »]+ Gastrointestinal disease <
* Very high Ox, low Ca diet Evaluate and treat
« Infant with prematurity® Yoe ™ accordingly?
v No ‘

Genetic testing
| No Homozygosity or compound heterozygosity for known mutations of AGXT, GRHPR. or HOGA1

Liver biopsy for AGT,

GRHPR enzyme activities Lo

N | AGT
aﬁﬂaanR AGXT]mutations GRHPleumnons HOGA 1] mutations
activit Oxalate disorder of
LAGT aclivity | GRHPR
activity

Figure 8. Algorithme décisionnel pour le diagnostic des hyperoxaluries primitives (d’apres
Edvardsson et al., 2013)71,

1. La pathologie rénale chronique est définie par un DFG inférieur a 50mL/min/1,73m?, ou une
concentration sérique en créatinine supérieure ou égale au double de sa valeur normale pour un age
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déterminé.

2. Cet algorithme ne s’adresse pas au diagnostic prénatal.

3. Les valeurs des ratios urinaires oxalate/créatinine (UOx/Cr) varient avec 1'dge. Les valeurs de
référence doivent étre consultées avant toute interprétation

4. Les mesures des taux d’oxalate urinaire et plasmatique, et de glycolate urinaire devraient étre
réalisées avant toute administration de pyridoxine ou autres suppléments vitaminiques.

5. Une augmentation du taux de glycolate et de L-glycérate urinaire est évocatrice, mais non
diagnostique de la PH1 et de la PH2, respectivement.

6. Les ratios urinaires UOx/Cr sont plus élevés chez les nourrissons prématurés que chez ceux nés a
terme, en particulier lorsque les prématurés recoivent une nutrition parentérale contenant des acides
aminés.

7. Lorsqu’'un régime tres riche en oxalate ou carencé en calcium est suspecté en tant que cause de
I'hyperoxalurie, le régime devrait étre corrigé avant de réaliser une nouvelle mesure du taux d’oxalate
urinaire, pour vérification.

Abréviations : CaOx, calcium-oxalate; UOx, taux d’oxalate urinaire; UOx/Cr, ratio urinaire
oxalate/créatinine.

Analyse de 'urine

Une élévation du taux d’excrétion urinaire d’oxalate > 0,5 mmol/1,73 m?2/24h,
soit typiquement > 45 mg/24h, est caractéristique des hyperoxaluries primitives>10.
Chez les patients atteints de PHI, la surproduction d’oxalate par le foie est telle que
des taux d’excrétion urinaire > 1 mmol/1,73 m?/24h sont atteints, tandis que des taux
plus faibles sont retrouvés chez les patients souffrant de PH2 et PH3. Chez les enfants,
ou il est plus difficile de réaliser une collecte d’urine sur 24h, le calcul du ratio
oxalate/créatinine peut étre utile pour estimer I'excrétion d’oxalate sur des
échantillons d’urine prélevés au hasard dans la journée. Une augmentation de
'excrétion urinaire du glycolate peut également étre détectée chez environ 2/3 des
patients atteints de PH1 ; la mesure d"un taux urinaire normal de glycolate ne constitue
donc pas un critere d’exclusion du diagnostic de la PH1. Des valeurs de référence ont
été établies pour les taux d’excrétion urinaire d’oxalate, de glycolate et de L-glycérate,
en fonction de I'dge des individus (Tableau 1).
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Units MNormal values

Oxalate Glycolate L-Glycerate
mmol/1.73 m* per day <0.5 <0.5
pmol/l <5
mmol/mol creatinine
0—6 months <325-360 <363—425 14-205
7-24 months <132-174  <245-293 14-205
2-5 years <98-101 <191-229 14-205
5—-14 years <70-82 <166-186 23-138
=16 years <40 <99-125 <138

Tableau 1. Valeurs de référence des taux d’excrétion d’oxalate, de glycolate et de L-glycérate en
fonction de l'dge des patients (d’apres Harambat et al., 2011)"". Un taux urinaire de L-glycérate
supérieur a la normale est indicatif de I'hyperoxalurie primitive de type 2.

Mesure de I'oxalate plasmatique

L’excrétion urinaire d’oxalate peut étre faible chez les patients dont le DFG est
diminué : I'oxalate non filtré est retenu dans les reins puis dispersé dans les autres
organes. Dans ce cas, le diagnostic peut étre renforcé par une mesure du taux d’oxalate
plasmatique, dont une valeur > 50 pmol/L est tres évocatrice de la PH1272.

Analyse des cristaux

La cristallurie et la spectroscopie infrarouge présentent un intérét majeur pour
'identification et I'analyse quantitative des cristaux et des calculs (whewellites de
sous-type Ic) (Figure 9), qui sont presque exclusivement constitués d’oxalate de
calcium monohydraté!. Une échographie et une biopsie rénales peuvent également
étre indicatives, révélant la présence d’'une néphrocalcinose et de granulomes
macrophagiques entourant les dépots d’oxalate de calcium”. Dans les cas les plus
séveres, la détection de granulomes osseux et de cristaux d’oxalate de calcium répartis
dans la rétine peuvent permettre d’établir un diagnostic définitif.
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Figure 9. Analyse des cristaux oxalo-calciques (d’aprés Harambat et al, 2011)!%. (A) Examen
microscopique de I'urine montrant des cristaux d’oxalate de calcium monohydratés. (B) Le sous-type Ic
de whewellite, de couleur claire, est caractéristique des hyperoxaluries primitives.

Mesure de 'activité enzymatique

La mesure de I'activité catalytique de I’AGT a partir d’un échantillon de biopsie
hépatique a longtemps été considérée comme le diagnostic de référence de la PH1. Elle
se caractérise en effet par une sensibilité >95%74 bien que la détection de faux négatifs
soit envisageable, notamment dans le cas de protéines AGT présentant une activité
intrinséque significative mais qui s’averent non fonctionnelles in vivo a cause d'un
adressage erroné vers la mitochondrie#’. Une partie de la biopsie de foie peut alors étre
utilisée au cours d’analyses d’immunohistochimie, afin de vérifier la localisation
subcellulaire de la protéine AGT.

Analyse génétique

Actuellement, une approche alternative moins invasive que la biopsie hépatique,
consistant en un séquencage du génome des patients, est en développement constant
et supplante la biopsie en tant que diagnostic de référence. Cette approche permet de
détecter les éventuels polymorphismes et mutations des génes responsables de la
survenue des hyperoxaluries primitives (AGXT pour la PH1, GRHPR pour la PH2 et
HOGAI1 pour la PH3) chez les cas cliniques suspectés. Elle est également utilisée pour
le diagnostic prénatal de ces pathologies, ainsi que chez les membres de la famille d'un
patient diagnostiqué. Chez les patients pour lesquels cette analyse ne permet pas
d’identifier la mutation causale (environ 11% des cas suspectés d’hyperoxalurie
primitive, d’apres une étude de 2015%5), la mesure de 'activité enzymatique a partir
d’une biopsie hépatique est requise pour poser le diagnostic définitif, en pouvant
toutefois étre complétée par un séquencage étendu du génome pour tenter d’identifier
le variant génique morbide.
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E. Traitements

1. Mesures conservatives

L’objectif de ces mesures est de diminuer l'excrétion et d’augmenter la solubilité
urinaire de 'oxalate, afin de maintenir la concentration plasmatique et urinaire des
complexes oxalo-calciques en-dessous du seuil de sursaturation (30 pmol/L) au-dela
duquel les complexes précipitent. Les mesures conservatives doivent étre initiées le
plus tot possible et maintenues tant que la fonction rénale persiste. Une fois le stade
de I'insuffisance rénale terminale atteint, seule la supplémentation en pyridoxine doit
étre poursuivie, si le patient est répondeur!!.

Ces mesures s’appliquent a I’ensemble des hyperoxaluries primitives, avec pour
seule exception la pyridoxine qui est spécifique a la PHI.

Hyperdiurése

Les effets bénéfiques de I'hyperdiurese sur la diminution de la formation de
cristaux et calculs d’oxalate de calcium ont été prouvés par une étude épidémiologique
prospective”. La quantité d’eau recommandée est > 2L /m? par jour (jusqu'a 3L/m?
par jour), répartie sur 24h. Chez les nourrissons et les jeunes enfants, 1'utilisation d'une
sonde gastrique peut étre nécessaire pour y parvenir. Une attention particuliére doit
étre donnée aux situations de pertes de fluide (diarrhée, vomissement, fiévre) ou
d’alimentation orale limitée (chirurgie) ; la mise en place d'une hydratation par voie
intraveineuse doit alors étre envisagée pour maintenir un débit urinaire important.

Régime alimentaire

La restriction de l'ingestion d’oxalate présente un intérét limité pour les patients,
car sa principale origine est endogene. En outre, 'absorption intestinale de I'oxalate
est plus faible chez les patients hyperoxaluriques que chez les sujets sains’®.
Néanmoins, par précaution, certains experts recommandent d’éviter 1'ingestion
d’aliments riches en oxalate (tels que la betterave, les épinards, la rhubarbe et le cacao) ;
de plus, une étude clinique pilote a récemment montré des effets bénéfiques de ce
régime sur l'excrétion urinaire d’oxalate chez certains patients’”. L’ingestion de
calcium doit quant a elle étre maintenue a un taux normal : le calcium présente en effet
la faculté de se complexer a 1’oxalate dans I'intestin et de limiter son absorption, ce qui
a été corroboré par des études indiquant qu'une restriction alimentaire en calcium
résultait en une augmentation de 1’absorption intestinale de I'oxalate”87°. Des apports
excessifs en vitamines C (précurseur de l'oxalate) et D (favorisant l'absorption du
calcium dans l'intestin et pouvant provoquer une hypercalcémie et une hypercalciurie)
doivent en revanche étre évités.
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Inhibition de la cristallisation

L’alcalinisation des urines avec du citrate de potassium ou de sodium permet de
réduire leur saturation en complexes oxalo-calciques et ainsi la précipitation de ces
derniers, par formation compétitive de complexes de citrate de calcium®. La dose
journaliere de citrate de potassium ou de sodium recommandée est de 100 a 150mg/kg
par jour. L’administration de thiazides (diurétiques), en combinaison avec le citrate de
potassium, peut faciliter I'inhibition de la formation des cristaux en réduisant la
calciurie par augmentation du volume urinaire®!. Le magnésium peut également étre
utilisé pour inhiber la formation d’agrégats oxalo-calciques, grace a son importante
affinité de liaison pour l'oxalate; de plus, le magnésium présente la faculté de
diminuer I’absorption de 1'oxalate lorsqu’il est administré au cours du repas®. La dose
journaliere de magnésium recommandée?? correspond a 500 mg/m?.

Supplémentation en pyridoxine

Le cofacteur de I'enzyme AGT est le pyridoxal 5'-phosphate, qui appartient a la
catégorie des vitamines B6. Plusieurs études ont démontré que 1’administration de
chlorhydrate de pyridoxine, un précurseur du PLP, est associée a une diminution
significative de I'excrétion urinaire d’oxalate chez 30 a 40% des patients8-8¢, bien que
le mécanisme moléculaire sous-jacent ne soit pas totalement élucidé. L’administration
de pyridoxine constitue a ce jour le seul traitement pharmacologique disponible pour
les patients atteints de PH13¢. La positivité de la réponse a la pyridoxine est définie
comme une diminution d’au moins 30% de l'excrétion urinaire d’oxalate apres une
période test minimale de 3 mois a la dose maximum supportée par le patient!” ; la dose
de départ recommandée correspond a 5 mg/ kg par jour et peut étre augmentée jusqu’a
10 mg/kg par jour. Certains experts recommandent qu'une évaluation de la réponse a
la pyridoxine soit réalisée chez tous les patients atteints de PH1, et que les répondeurs
soient traités (y compris les femmes enceintes et ceux ayant recours a I’hémodialyse)
jusqu’a ce qu'une greffe hépatique curative soit effectuéell.

De nombreuses études de corrélation entre le génotype des patients et leur
réponse a la pyridoxine ont été menées, afin de mieux comprendre le mécanisme
d’action de la molécule, et de prédire la réponse des patients diagnostiqués
ultérieurement pour progresser vers une médecine personnalisée. Plusieurs d’entre
elles ont montré que les patients porteurs des mutations p.Gly170Arg et p.Phel52lle
(chacune associée a l'allele AGXT mineur) sont d’excellents répondeurs a la
pyridoxine®®8788. De plus, dans le cas du variant p.Gly170Arg, il a été observé que la
réponse des patients homozygotes était plus importante que celle des patients
hétérozygotes pour la mutation, suggérant un possible effet de dosage génique®’.
D’autres études, réalisées in vitro (modeéle cellulaire CHO-GO, cellules ovariennes de
hamster chinois surexprimant la glycolate oxydase) et in silico ont permis de confirmer
les observations faites sur les variants p.Gly170Arg et p.Phel52lle, et de mettre en
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évidence la sensibilité a la pyridoxine d’autres variants de "’AGT (p.Arg36His,
p.Gly42Glu, p.Ile56Asn, p.Gly63Arg -associés a 1'allele majeur- et p.Ile244Thr -associé
a l'allele mineur-), présentant une expression cellulaire et une activité catalytique
supérieures, ainsi qu’'un meilleur adressage vers le peroxysome en présence de la
molécule3¢8. Ces résultats suggerent que la pyridoxine exerce ses effets en revétant les
roles de groupe prosthétique (en augmentant l'activité catalytique de ’AGT) et de
chaperon chimique (en favorisant 1'expression et I'adressage au peroxysome de la
protéine), bien que ces observations doivent étre démontrées au niveau mécanistique.

L’ensemble de ces mesures doit étre accompagné d’un suivi de tolérance et
d’efficacité, comprenant une évaluation de la formation des calculs et de la
néphrocalcinose (par échographie et radiographie), des mesures régulieres du pH et
du volume urinaires ainsi que de la concentration urinaire en citrate et magnésium, et
une évaluation de 'excrétion et de la saturation urinaires en oxalatell. En résumé, un
accompagnement important doit étre mis en place des que le diagnostic
d’hyperoxalurie primitive est suspecté, pour entretenir une compliance optimale et
ainsi favoriser le maintien de la fonction rénale®.

ii. Traitement urologique

Il est recommandé d’éviter le recours a la chirurgie ouverte pour éliminer les
litihiases oxalo-calciques, car elle entraine des lésions rénales susceptibles d’altérer le
DFG, et de lui préférer 'endoscopie endoluminale”l92. ['utilisation de la lithotripsie
extracorporelle, qui consiste a fragmenter les calculs par ondes de choc et ainsi a
obtenir leur élimination par voies urinaires naturelles, peut étre efficace chez certains
patients, mais cette technique doit étre utilisée avec précaution car elle peut entrainer
des dommages séveres du parenchyme rénal en cas de choc dans une zone de
néphrocalcinose®.

iii. Dialyse

L’oxalate est une petite molécule (90 daltons) et peut donc étre filtrée facilement,
mais la quantité produite quotidiennement par le foie des patients atteints
d’hyperoxalurie primitive (4 a 7 mmol/1,73 m?) est supérieure a la capacité
d’extraction de la dialyse (1 a 4 mmol/1,73 m?), ce qui résulte en une accumulation de
I'oxalate malgré la mise en place de cette procédure®®. La dialyse, sous forme
péritonéale ou d’hémodialyse (utilisées seules ou en combinaison), ne constitue donc
pas une thérapie de remplacement adéquate pour les patients ayant atteint le stade de
I'insuffisance rénale terminale, mais elle peut étre utilisée en préparation d'une greffe

de foie et/ou de rein afin de réduire la charge corporelle en oxalate et éviter la
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mobilisation et le dépot de cristaux au sein des greffons, ainsi que pendant la période
post-transplantation, en tant que relai de la fonction rénale avant que le transplant ait
atteint son fonctionnement optimal®. Enfin, la dialyse peut étre envisagée chez les
individus les plus agés, pour qui la transplantation ne présente pas un ratio
bénéfice/risque favorable, ou chez les patients n’ayant pas acces a la transplantation.

iv. Transplantation

Les procédures thérapeutiques précédemment décrites, bien qu’efficaces, se
limitent & une action symptomatique. Un traitement définitif de la PH1 ne peut étre
réalisé qu’en rétablissant la voie métabolique de détoxification du glyoxylate. Dans la
pratique courante, cette finalité est obtenue grace a la transplantation hépatique, qui
peut étre associée a une transplantation rénale nécessaire a la restauration des
fonctions des reins souvent endommagés par les dépots oxalo-calciques.

Idéalement, la transplantation de foie et/ou de rein devrait étre réalisée avant
que le patient n’atteigne les stades de l'insuffisance rénale terminale et de 1'oxalose
systémique, afin d’assurer une efficacité optimale de la greffe.

Un rationnel pour la mise en place des procédures de transplantation est proposé
dans le Tableau 2 ; 'ensemble de ces procédures sera détaillé dans les paragraphes
suivants.

Tx options

Simultaneous liver +

kidney Sequential liver—kidney Isolated kidney Isolated liver

HD strategy

Peroperative *+
postoperative according to
POx and GFR

Standard HD following
liver Tx aiming at
POx < 20 pmol/L

Preoperative and
peroperative

Sometimes peroperative

CKD Stage 3 (30 << GFR No No No Option in carefully
< 59) selected patients
CKD Stage 4 (15 < GFR Yes Option Option 1f B6 response but No
< 29) no evidence
CKD Stage 5 (GFR < 15) Yes Yes Option 1f B6 response but No

no evidence
Infantile form (ESRD < 2 Yes Yes No No

years)

Tableau 2. Suggestion de procédures de transplantation chez les patients souffrant de PH1 (d’apres
Cochat et al., 2012)%. Abréviations: B6, vitamine B6 (pyridoxine) ; CKD, chronic kidney disease
(insuffisance rénale chronique); ESRD, end-stage renal disease (insuffisance rénale terminale); GFR,
glomerular filtration rate (débit de filtration glomérulaire) ; HD, hémodialyse ; POx, oxalate plasmatique ;
Tx, transplantation.

a. Transplantation rénale

La transplantation rénale permet un drainage efficace de I'oxalate plasmatique?’.
Cependant, puisque I'origine de la pathologie correspond a un défaut du métabolisme
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hépatique, la surproduction d’oxalate et son dépot consécutif dans les tissus se
poursuivent avec la méme intensité dans le cas d’une transplantation rénale isolée, ce
qui conduit a un risque important d’endommagement du greffon et de rechute de la
pathologie. De ce fait, la transplantation rénale isolée n’est plus recommandée chez les
patients atteints de PH1, les rechutes fréquentes entrainant une faible survie du greffon
et une mauvaise qualité de vie des patients®. Une exception peut étre envisagée chez
les patients répondeurs a la pyridoxine, a condition que son administration soit
maintenue apres la greffe®®, mais les preuves cliniques de l'efficacité de cette
combinaison sont encore rares. La greffe de rein isolée peut également étre considérée
comme une solution temporaire pour les patients issus de pays en voie de
développement, avant de pouvoir conduire le patient vers un centre spécialisé en vue
d’une greffe combinée hépatorénale.

Chez les patients atteints de PH2, la transplantation rénale isolée s’est montrée
suffisante au controle de la pathologie chez de nombreux patients®, ce qui s’explique
notamment par la moindre sévérité des symptomes cliniques en comparaison de ceux
de la PH1. Cependant, de récents cas d’échec de la transplantation rénale, caractérisés
par une récurrence de cristaux oxalo-calciques urinaires et de néphrocalcinose!3,
amenent a reconsidérer cette pratique, tandis qu’en parallele la transplantation
hépatorénale combinée semble bénéfique pour les patients atteints des phénotypes les
plus séveres de PH212.

b. Transplantation hépatique

Transplantation hépatique isolée préventive

La transplantation hépatique isolée peut étre envisagée chez des patients
présentant un DFG > 30 mL/min/1,73 m?, avant qu’'une insuffisance rénale chronique
ne se développe, si I'on estime que ce traitement suffira a suspendre le déclin de la
fonction rénale. Une expérience menée a Hambourg chez 4 patients pédiatriques
souffrant de PH1 (DFG situé entre 27 et 98 mL/min/1,73 m?) ayant recu une
transplantation hépatique préventive montre qu’apres un suivi médian de 12 ans
environ, 3 d’entre eux conservent une fonction rénale résiduelle significative!®. Un
groupe britannique a également rapporté un maintien du DFG chez 2 enfants
transplantés (DFG pré-transplantation égal a 81 mL/min/1,73 m? en moyenne), apreés
un suivi de 5 ans!ol.

Si cette technique semble efficace, elle souleve cependant des controverses,
notamment lorsqu’elle est pratiquée chez les patients présentant un
DFG > 60 mL/min/1,73 m2. Etant donnés les bons résultats obtenus avec les mesures
conservatives et le développement de nouvelles solutions thérapeutiques, certains
cliniciens estiment que la complexité et les risques encourus par la pratique d’une
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transplantation hépatique isolée ne sont pas éthiquement justifiés, et ils préféerent
reporter la greffe jusqu’a ce qu'une transplantation hépatorénale soit requise!31.

Transplantation hépatorénale

L’efficacité de la greffe hépatorénale en tant que traitement curatif de la PH1 a
été démontrée par de nombreuses études a travers le monde, justifiant son
positionnement en traitement de premiére ligne. Une étude épidémiologique publiée
en 2005 et menée sur une cohorte de 117 patients européens a notamment rapporté des
résultats de survie des patients a 10 ans post-transplantation a hauteur de 69%1%2. Des
résultats encore plus satisfaisants ont été mis en évidence lors d'une étude francaise
publiée en 2014 et réalisée sur 54 patients, qui indique une survie a 10 ans des patients
transplantés de 78%, et une survie du greffon rénal a 10 ans de 87% (contre 13% pour
la greffe rénale seule)'®. Dans la pratique, il existe deux types de transplantation
hépatorénale : combinée et séquentielle.

La transplantation combinée est une procédure au cours de laquelle les greffons
hépatique (organe entier ou partiel) et rénal, provenant généralement d’'un méme
donneur, sont transplantés simultanément lors d’une unique opération chirurgicale.
Ce mode de transplantation est proposé a 'ensemble des patients des lors que leur
DFG est inférieur a 30 mL/min/1,73 m? 31. Cette procédure présente 1'avantage de
limiter le pool antigénique apporté par un seul donneur, ce qui favorise le controle
immunitaire de la greffe et limite le risque de rejet. Cependant, chez les patients
présentant une charge corporelle oxalo-calcique élevée (PH1 infantile sévére ou
patients ayant atteint le stade de I'insuffisance rénale terminale, en attente de greffe
depuis longtemps), cette pratique n’est pas a privilégier : en effet, I'importante
mobilisation d’oxalate issu du sang et des tissus qui suit I'opération peut surcharger le
transplant rénal et provoquer une nouvelle accumulation de cristaux oxalo-calciques,
mettant en péril le succés de la greffel®105. Chez ces patients, le meilleur choix
thérapeutique est alors de procéder a une greffe hépatorénale séquentielle.

La transplantation séquentielle consiste en une transplantation hépatique isolée
suivie par une phase de dialyse permettant de réduire la charge corporelle en oxalate,
avant de procéder a une greffe rénale!l. La transplantation d'un organe unique est
moins complexe que celle d’organes multiples, ce qui limite les complications post-
opératoires, mais en contrepartie, 1'utilisation d’organes issus de deux donneurs
différents (situation la plus fréquente) expose le patient a un risque plus important de
rejet de greffe que le recours a un donneur unique.

Quel que soit le type de procédure évoqué, la plupart des publications traitant
de cas de patients hyperoxaluriques transplantés rapporte l'utilisation d’organes
prélevés sur des corps cadavériques. Cependant, des études de plus en plus
nombreuses attestent d’excellents résultats obtenus apres transplantation de foie et/ ou
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de rein issus de donneurs vivants1%1%. [ est néanmoins important de noter que la
pertinence du recours a un parent hétérozygote pour un variant morbide du gene
AGXT en tant que donneur n’est pas déterminéel?”. Bien que typiquement caractérisés
par une excrétion urinaire normale d’oxalate et une absence de dépdts oxalo-calciques,
les individus hétérozygotes peuvent présenter une activité enzymatique de I'’AGT
réduite, dont les conséquences sur un receveur sensibilisé ne sont pas documentées.

c. Protection du greffon rénal apreés transplantation

Lorsqu'une procédure de tranplantation implique un greffon rénal (seul ou en
association avec un transplant hépatique), il est indispensable de protéger le greffon
contre une surcharge en oxalate pendant la période post-opératoire. Le recours a une
hyperdiurése associée a 1'utilisation d’inhibiteurs de cristallisation correspond a
I'approche la plus importante®!. Un suivi régulier de la concentration plasmatique en
oxalate, de la cristallurie et de la saturation urinaire en oxalate de calcium doit
également étre mis en place. Le bénéfice d'une hémodialyse quotidienne post-
transplantation est quant a lui débattu, et certains experts recommandent de le limiter
aux patients présentant une oxalose systémique importante. En effet, 'hémodialyse
entraine une diminution rapide de la concentration en oxalate plasmatique, ce qui
réduit 1'exposition oxalique du greffon, mais elle peut également provoquer une
sursaturation urinaire des complexes oxalo-calciques par réduction du volume de
'urine!l. Néanmoins, I'hémodialyse doit obligatoirement étre mise en place chez les
patients présentant une nécrose tubulaire aigué ou un retard dans la prise de fonction
de leur greffon rénal.

Nous avons vu que les procédures de transplantation s’accompagnent d’une
réelle efficacité thérapeutique chez les patients souffrant de PH1. Cependant, ces
pratiques sont limitées par (i) une faible disponibilité de greffons présentant une
compatibilité tissulaire avec le receveur (déterminée par le systéme ABO), (ii) des
complications post-opératoires significatives pouvant conduire a I'échec de la greffe et
nuire a la qualité de vie du patient (voire entrainer son déces), et (iii) la nécessité d'un
traitement immunosuppresseur au long cours, qui n'est toutefois pas garant d'une
absence de rejet du greffon conduisant a la perte du bénéfice thérapeutique de la
procédure, et qui peut étre lui-méme source de complications morbides.

Dans I’ objectif de s’affranchir de ces limitations, de nouvelles thérapies cellulaires
et moléculaires alternatives se sont développées au cours de ces derniéres années,
basées sur les connaissances des mécanismes physiopathologiques de la PH1. Elles
seront détaillées dans le chapitre suivant.
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v. Thérapies alternatives

Avant de <s’intéresser aux différentes solutions thérapeutiques en
développement, il faut considérer que les hyperoxaluries primitives constituent un
défi important a cause de la particularité de leur mécanisme physiopathologique. Bien
que les genes AGXT, GRHPR et HOGA1 correspondent typiquement a des génes de
structure d’enzyme dont les mutations résultent en une perte de fonction de la protéine
correspondante, les hyperoxaluries primitives sont consécutives a une augmentation
de la production d’oxalate par le foie, plutot que le résultat de la diminution de la
synthése d"un produit cellulaire donné. Ces pathologies constituent donc un exemple
d’erreur innée du métabolisme ot chaque cellule impliquée dans le processus
pathologique doit étre considérée comme autonome, ce qui signifie que la correction
du mécanisme morbide doit étre effective au sein d"un grand nombre d"hépatocytes.
La quantité exacte de cellules a corriger n'a pas encore été déterminée chez I'étre
humain, mais elle a été estimée entre 40% et 80% chez un modele murin de PH1 (décrit
plus loin)108109, L es thérapies alternatives proposées doivent donc idéalement cibler les
hépatocytes avec une grande efficacité pour espérer restaurer un phénotype
métabolique sain a I’échelle de I'organisme.

L’ensemble des solutions thérapeutiques évoquées dans cette partie est résumé
dans la figure 10. La plupart de ces thérapies ne se situe encore qu’'au stade de
développement in vitro ou in vivo au sein de modéles animaux, mais certaines d’entre
elles commencent en revanche a faire preuve d"une efficacité satisfaisante en clinique.
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Figure 10. Stratégies thérapeutiques alternatives pour I’hyperoxalurie primitive de type 1 (d’apres
Martin-Higueras ef al., 2017 et Borrel and Maslo, 2015)5110, Ces différentes thérapies ciblent des acteurs
situés en amont et en aval de la synthese d’oxalate, a Iéchelle moléculaire ou cellulaire, et peuvent donc
étre utilisées en complémentarité. Abréviations : AGT, alanine:glyoxylate aminotransférase ; AGT-Mi,
haplotype mineur de I'’AGT ; AspAT, aspartate aminotransférase ; DAO, D-aminoacide oxydase ; ER,
endoplasmic reticulum ; ERT, enzyme replacement therapy ou thérapie enzymatique substitutive ; GO,
glycolate oxydase ; GRHPR, glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase ; HOGA, 4-hydroxy-2-
oxoglutarate aldolase 1; Hsp, heat shock protein ou protéine de choc thermique ; HYPDH, hydroxyproline
déshydrogénase ; LDH, lactate déshydrogénase; SRT, substrate reduction therapy ou thérapie par
réduction du substrat ; 1IPSCDH, Al-pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase.

a. Thérapie cellulaire
1. Présentation, succes et limites de la thérapie cellulaire hépatocytaire

La thérapie cellulaire consiste en une greffe de cellules destinée a restaurer la
fonction d’un tissu ou d"un organe. Elle constitue I'un des fondements de la médecine
régénérative, qui inclut également I'ingénierie tissulaire, les dispositifs médicaux et les
organes artificiels dans 1'objectif de remplacer ou réparer les tissus endommagés.

Bien que restant dépendante de la disponibilité d’un donneur compatible et de
la mise en ceuvre d'un traitement immunosuppresseur, la thérapie cellulaire
représente une alternative intéressante a la greffe d’organes, car elle est moins

N

invasive, moins colteuse et moins complexe a mettre en ceuvre. La plupart des
protocoles et produits de thérapie cellulaire actuellement sur le marché et en
développement considere 1'utilisation de cellules souches (cutanées pour reconstituer

I'épiderme des grands bralés, hématopoiétiques pour traiter les hémopathies
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malignes, ou limbiques pour reconstituer une cornée lésée, a titre d’exemple)!!!, mais
cette approche peut également concerner l'utilisation de cellules somatiques
différenciées. Dans le cadre des pathologies hépatiques, les cellules utilisées
correspondent dans la majorité des cas aux hépatocytes, qui peuvent étre assimilés aux
unités fonctionnelles minimales du foie (Figure 11). Ces cellules sont injectées par voie
intraportale (veine porte), intra-artérielle (arteres hépatiques) ou intrasplénique pour
leur permettre d’atteindre les sinusoides hépatiques et de s'implanter au sein du
parenchyme du foie. Elles peuvent également étre administrées de facon extra-
hépatique, par voie intrapéritonéale.

Rangées d'hépatocytes «

Veine centrale |obule
A

Sinusoide V e e >

_ Branche interlobulaire du
" conduit biliaire

“~.__ Branche interlobulaire de la
veine portale

“\__ Branche interlobulaire de
I'artéere hépatique

hépatique Veine
portale
hépatique

vésicule biliaire

veine hépatique

segments

canal cholédoque

artére hépatique
veine porte

Figure 11. Structure des lobules hépatiques et circulation lobulaire (d"aprés Development of a new
microfluidic platform in order to study intestinal and hepatic first pass effects, consulté le 08.09.2018
et Anatomie du foie - Cancer du foie, consulté le 08.09.2018)112113, (A) Le sang véhiculé par l'artere
(provenant du cceur) et la veine porte (provenant de l'cesophage, de l'estomac et des intestins)
hépatiques circule entre les travées d"hépatocytes via les sinusoides en direction des veines hépatiques
centrales. En parallele, les cellules hépatiques produisent de la bile qui est dirigée vers les conduits
biliaires hépatiques par l'intermédiaire des canalicules biliaires. (B) Apres avoir irrigué I'ensemble des
cellules du foie, le sang est évacué par les veines hépatiques qui convergent vers la veine cave inférieure,
cette derniere étant reliée directement au cceur.

La transplantation d’hépatocytes primaires a été envisagée en tant que traitement
de nombreuses affections du métabolisme hépatique chez I'Homme (Tableau 3).
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Disease Cells Age at Dose Outcome Reference
infusion
Crigler-Majjar Cadaveric donor 10yrs Single infusion of 7.5 = 10% Decrease in serum bilirubin; Fox et al. (1998)
Disease hepatocytes enzyme activity in liver biopsy
Cadaveric donors Syrs 18 infusions from 3 donors over Decrease in serum bilirubin; OLT at Lysy et al. (2008)
5 mo, total 0.16 billion/kg (4% liver G mo
cell mass)
Cadaveric donor 1yr 14 infusions over 15 days, total Decrease in serum bilirubin; OLT at Lysy et al. (2008)
0.35 billion kg (9% liver cell mass) 4mo
Cadaveric donors 7 mo 15 infusions over 15 days, total Decrease in serum bilirubin; Ribes-Koninckx
6.7 x 10° hepatocytes (17% liver improvement in neurological etal (2012)
cell mass) functions
Cadaveric donor 9yrs Two infusions of 7.5 = 10% Decrease in serum bilirubin; OLT at Ambrosino et al.
hepatocytes over 1 day 5mo (2005)
18wk foetus 2yrs Single infusion of 15 = 10% 50% reduction in bilirubin levels Khan et al. {2008a)
hepatoblasts 2 mo post infusion
OTC deficiency Cadaveric donors 10h 11 infusions over 15 days, total of Decrease in ammonia; Transient Horslen et al.
4.4 x 10° hepatocytes protein tolerance; OLT at 6 mo (2003)
Living donor 1 day 1.7 = 10° hepatocytes Improvement in blood ammonia Mitry et al. {2004)
and serum urea; OLT at 7 mo
Unidentified 1 day 7 infusions over 1 mo, total Initial maintenance of ammonia Puppi et al. (2008)
donor(s) 1.57 = 10° hepatocytes levels; complications from
rotavirus infection; POLT at & mo
Cadaveric donors 12yrs 2 infusions over 1 week, total Decrease in ammonia increase in Ribes-Koninckx
0.87 = 10° hepatocytes (2% liver urea. Died of nosocomial infection etal. (2012)
cell mass) at 2 weeks"
ASS deficiency Cadaveric donors 42 mo 11 infusions over 5 mo, total 0.35 Ammeonia normalisation; disease Stephenne et al.
billion/kg converted from severe to (2006
moderate-late onset; Increase in
ASS activity and detection of
infused donor cells via FISH
Glycogen storage Cadaveric donor 47 yrs 2 infusions over 2 sessions, total of Improved fasting tolerance with Muraca et al.
disease type la 2 x 10° hepatocytes (1% of liver cell marked decrease in triglcyerides (2002]); Burlina
mass) for at least 3 years (2004)
Cadaveric donors Gyrs 7 infusions over 65 days, total Improvement but nor Ribes-Koninckx
2.3 » 10” hepatocytes (6% liver cell normalisation in blood glucose etal. (2012)
mass) levels. Well to time of report at 1
year
Glycogen storage Cadaveric donors 18 yrs 3 infusions over 1 mo, total 6 = 107 Marked improvement in Lee et al. (2007)
disease type Ib hepatocytes (6% of liver cell mass) hyperglycemic symptoms 2 mo
post-infusion with substantial
weight and height gains over the
next year
Tyrosinaemia type | Cadaveric donors 45 days 2 infusions over 2 days, total Improvement in clotting factors Ribes-Koninckx
0.66 = 10° hepatocytes (3.5% liver and decrease in bili in levels. etal (2012)
cell mass) OLT 4 weeks after infusion
Primary oxaluria Cadaveric donor 15 mo Daily infusion of hepatocytes over Decrease in plasma oxalate; OLT Beck et al. (2012)
6 days, total 2.1 x 107 cells 12 mo post cell infusion; detected
donor hepatocytes by PCR after OLT
Infantile Refsum Cadaveric donors 4yrs 8 infusions over 6 days, total Decrease in total bile acids and Sokal et al. (2003

disease

2 x 10° hepatocytes (5% of liver cell

mass)

DHCA 5 days post infusion.
Progressive decrease in C26/C22
fatty acid ratio and pipecholic acid
over following 18 mo

Tableau 3. Résumé des essais cliniques de thérapie cellulaire hépatocytaire réalisés dans le cadre du
traitement d’anomalies congénitales du métabolisme et attestant d'un bénéfice clinique (d’apres
Logan et al., 2014)"14, Ce tableau présente les essais cliniques répertoriés jusqu’en 2014. Abréviations :
ASS, arginine-succinate synthétase; DHCA, dihydroxycoprostanoic acid ; FISH, fluorescence in situ
hybridization ; mo, month ; OLT, orthotopic liver transplant ; OTC, ornithine transcarbamylase ; PCR,

polymerase chain reaction ; wk, week ; yr(s), year(s).

Cependant, il faut noter que, contrairement a la greffe de cellules souches, les

protocoles de transplantation d’hépatocytes ne sont pas suffisamment optimisés pour

étre utilisés en routine chez 'Homme. En effet, de nombreux obstacles sont a prendre

en considération, tels que la difficulté a isoler des cellules de bonne qualité provenant

de foies non optimaux (souvent utilisés en seconde indication apres avoir été récusés
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de la greffe d’organes), la complexité de la cryopréservation des hépatocytes humains
sans perte de viabilité cellulaire, et une faible capacité de prise de greffe et de
prolifération au sein du foie receveur®. Ce dernier élément est particulierement
critique lorsque les greffons cellulaires ne présentent aucun avantage sélectif par
rapport aux cellules hotes, comme c’est le cas dans la PH1. En effet, malgré leurs
difficultés a détoxifier le glyoxylate, les hépatocytes mutés pour le gene AGXT ne
semblent pas souffrir d'une réduction de leur demi-vie ou de leur capacité de
prolifération, ce qui résulte en une faible prise de greffe et une durée de vie limitée des
greffons®. Il est alors nécessaire de conférer artificiellement un avantage sélectif aux
cellules transplantées pour favoriser le repeuplement de 1'organe receveur, comme
cela a été réalisé dans les études non cliniques évoquées ci-apres.

2. Application a la PH1

Dans le cadre de la PH1, plusieurs études de faisabilité de la greffe d"hépatocytes
ont été réalisées dans un modele murin Agxt7~. Ce modele se caractérise par une
délétion homozygote des exons 4 a 8 du gene Agxt (équivalent murin du géne AGXT
humain), et présente les principales caractéristiques biochimiques des patients
souffrant de PH1, dont un déficit hépatique en enzyme AGT'. Lors de ces études,
1 million d"hépatocytes murins Agxt*/* ont été administrés par injection intrasplénique
au sein de souris Agxt~7~, préalablement préparées a la greffe par irradiation hépatique
inhibant la prolifération des hépatocytes hotes, combinée a une hépatectomie partielle
ou a I'administration du facteur de croissance hépatocytaire (HGF), dans I'objectif de
stimuler la mitose des hépatocytes transplantés?’118, Ces études ont montré une
repopulation hépatique importante a long terme des receveurs (jusqu’a 90% des
hépatocytes des receveurs ont été remplacés par les transplants, 20 semaines apres la
greffe, dans la condition d’administration de I'HGF!17), associée a une réduction
significative du ratio urinaire oxalate/créatinine (80% en moyenne) par rapport aux
souris Agxt~~ non transplantées.

En dépit de ces résultats prometteurs, les expériences décrites ci-dessus n’ont été
que peu développées chez les patients hyperoxaluriques. Seule une étude, publiée en
2012, rapporte la mise en ceuvre d'une greffe d’hépatocytes qui a servi de pont
thérapeutique préalable a la réalisation d"une transplantation hépatique!'®. Le sujet de
I’étude était une fillette de 15 mois homozygote pour le variant p.Arg360GIn de I'AGT,
souffrant de PH1 infantile et ayant développé une insuffisance rénale terminale a 1’age
de 3 mois. Au cours de cette expérience, 2,1.10° hépatocytes prélevés chez un donneur
male néonatal ont été administrés au receveur par injection intraportale, ce qui a
permis de réduire la concentration plasmatique en oxalate de 25% a long terme
(derniere analyse réalisée a J335 post-greffe) et a conduit a une amélioration
significative de la condition clinique de I'enfant, permettant la réalisation d'une
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transplantation hépatorénale 12 mois apres la greffe cellulaire. Il faut cependant noter
qu’'aucune cellule issue du donneur male n’a pu étre détectée chez le receveur lors
d’une biopsie réalisée 5 mois aprés la greffe cellulaire. Cette observation serait
consécutive a un rejet de greffe lié a une immunosuppression trop faible car mal
tolérée, et a une difficulté de survie a long terme des hépatocytes transplantés, aucun
avantage sélectif ne leur ayant été conféré.

Dans I'objectif d’augmenter I'efficacité de la thérapie cellulaire et de favoriser son
utilisation en clinique, notamment pour les pathologies les moins favorables a cette
procédure, la communauté scientifique a considéré 1'utilisation de cellules hépatiques
alternatives aux hépatocytes primaires.

3. Sources alternatives de cellules

La premiere source de cellules évoquée pour remplacer ['utilisation
d’hépatocytes primaires adultes correspond a I’emploi de cellules souches
embryonnaires et d’hépatocytes foetaux!'>. Les cellules souches embryonnaires sont
dérivées de la masse cellulaire interne du blastocyste (stade embryonnaire précoce) et
se caractérisent par une capacité de prolifération (ou auto-renouvellement)
considérable, et par un potentiel de différenciation (appelé pluripotence) en1’ensemble
des cellules de I'organisme humain, dont les hépatocytes. Les hépatocytes foetaux
correspondent quant a eux aux hépatocytes immatures présents chez le fcetus. Si
I'utilisation de ces cellules peut s’avérer efficace dans le traitement de pathologies
hépatiques (la greffe d’hépatocytes feetaux humains a notamment permis le
rétablissement complet d"individus présentant une insuffisance hépatique aigug!20.121),
la destruction de blastocystes et de foetus nécessaires a leur approvisionnement
souléve cependant des controverses éthiques qui constituent des freins a leur
utilisation a grande échelle. En outre, les protocoles actuels de différenciation des
cellules souches vers la lignée hépatique (qui seront évoqués dans un chapitre dédié)
aboutissent a I’obtention de cellules dont le phénotype est plus proche des hépatocytes
fecetaux que des cellules adultes!??, tandis que les capacités de repopulation hépatique
des hépatocytes feetaux eux-mémes sont débattues'?. L'emploi de progéniteurs
hépatocytaires adultes, qui présenteraient la capacité de se différencier en hépatocytes
et en cellules épithéliales biliaires'?*, est également évoquée, mais des études de
caractérisation de ces cellules sont toujours en cours'?, et leur implication dans la
régénération du parenchyme hépatique est controverséel26.127,

Dans un autre registre, différentes équipes ont développé des protocoles de
transdifférenciation de fibroblastes humains en hépatocytes induits : les fibroblastes
ont été convertis par induction de I'expression des facteurs de transcription HNF1q,
HNF4a, FOXA3 et SV40 large T antigen'?® ou HNF1a, HNF4a, HNF6, ATF5, PROX1,
CEBPA et c-MYC associés a une inhibition de p53!?, ces facteurs étant véhiculés par
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des vecteurs lentiviraux. Les hépatocytes induits obtenus ont montré une activité
métabolique comparable a celle des hépatocytes primaires humains, ainsi qu'une
capacité de repopulation allant jusqu’a 30% du foie de souris immunodéficientes.
Cependant, la mise au point de protocoles de transdifférenciation non intégratifs,
basés sur I'utilisation de petites molécules ou de plasmides (fragments
extrachromosomiques d”ADN circulaire dérivés de bactéries), serait préférable dans le
cadre de l'utilisation clinique de ce type de cellules. Le développement de tels
protocoles est en cours chez la souris!®.

Finalement, de grands espoirs se portent actuellement sur I"utilisation de cellules
souches pluripotentes induites humaines (induced Pluripotent Stem Cells ou iPSCs)
reprogrammeées a partir de cellules adultes différenciées!3!, qui présentent les mémes
caractéristiques d’auto-renouvellement et de pluripotence que les cellules souches
embryonnaires. Les iPSCs sont en revanche dotées d'un avantage éthique par rapport
aux cellules souches embryonnaires, car elles ne nécessitent 1'utilisation d’aucun
matériel biologique prénatal. Elles peuvent en outre étre développées a partir de
cellules autologues, ce qui permet de s’affranchir de la nécessité d'un donneur
extérieur, et d'un traitement immunosuppresseur dans le cas dune greffe. Il faut
cependant considérer que 'utilisation d’hépatocytes autologues dérivés d’iPSCs dans
le traitement d"une pathologie hépatique d’origine génétique nécessite au préalable de
modifier le génome des iPSCs ex vivo afin de restaurer un phénotype cellulaire sain.
Les aspects de modification génique des cellules, et d’obtention et de différenciation
des iPSCs en hépatocytes seront détaillés au sein de chapitres dédiés.

b. Thérapie génique

La thérapie génique peut étre définie comme un ensemble de stratégies
permettant de délivrer des acides nucléiques (ADN ou ARN) au sein de cellules
spécifiques, dans 1'objectif de modifier 1'expression génique d’un individu afin de
traiter une pathologie déterminée’32. Cette approche thérapeutique est actuellement en
plein essor, et des succes majeurs ont été obtenus en clinique, conduisant a la mise sur
le marché de produits de thérapie génique destinés a des indications variées telles que
le cancer, le déficit immunitaire combiné sévére, le rejet de greffe de moelle osseuse, la
dystrophie rétinienne de Leber et la dystrophie musculaire de Duchenne’33. L’emploi
de la thérapie génique dans le traitement de pathologies hépatiques est également
étudié (Tableau 4), et I’acces au marché a été accordé pour un premier médicament de
cette catégorie, destiné au traitement du déficit familial en lipoprotéine lipase.
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Year (Start of

Number of

i Viral vector Disease Therapeutic Route Dose A Status Reference
trial) treated patients
Z ili i Tto33x1
1992 MOML.V Homozygous famlllall LDL receptor gene Intraportal (Ex vivo t03.3 x 10e9 5 Terminated
Retrovirus 5 hypercholesterolaemia approach) hepatocytes Grossman et al 1994
Grossman et al 1995
Ornithine transcarbamylase 2 x10e9 to
1998 Ad irus 5 OTC g Intrahepati 18 Terminated
enovirus deficiency gene nirahepatic 6 x 10el1vg/kg erminate Raper et al 2003
2 x10el1 to Kay etal 2000
1999 AAV2 Haemophilia B Factor IX gene Intramuscular 8 Terminated
1.8 x10el2vg/kg Manno et al 2003
MoMLV - 2.8 x10e7 to .
2003 Retrovirus Haemophilia A FVIII gene Intravenous 4.4 x 10e8vg/kg 13 Terminated Powell et al 2003
HD-Adenovirus ~ Haemophilia A FVIII gene Intravenous 4.3 x10e10vg/kg 1 Terminated Chuah et al 2004
. . 2.1 x10e12 to . Flotte et al 2004
2004 AAV2 al-antitrypsin hAAt Intramuscular 69 x 10el3vg 12 Terminated
Brantly et al 2006
8 x10e10 to
. X . 7 .
AAV2 Haemophilia B Factor IX gene Intrahepatic 2% 10e12vg/kg Terminated Manno et al 2006
. . 6.9 x10e12 to .
2006 AAV1 al-antitrypsin hAAT Intramuscular 6 % 10e13vg 9 Terminated Brantly et al 2009
2009 AAV2/8 H hilia B Factor IX Intr 2x10ell to 10 Recruiti
aemophilia actor IX gene avenous 2x 10e12vg/kg ecruiting Nathwani et al 2014
2010 AAV1 1-antitrypsin hAAT Intramuscular 61012 to 9 Terminated
o -antitryps amuseuia 6 x 10e12vg/kg erminate Flotte et al 2011
Padua mutant factor IX 2 x10e11 to
2012 AAV2/8 H: hilia B Intr: 6 Terminated
/ aemophitia gene avenous 3 x10el2vg/kg erminate Monahan etal 2015
2014 AAV2/5 Acute intermittent porphyria PBGD gene Intravenous 5x10ell to 8 Terminated
Porphy 5 1.8 x 10e13vg/kg D’ Avola etal 2016
Pad tant factor IX 5 x10el1 vg/kg (L
Engineered AAV  Haemophilia B adua mutantfactor Intravenous dx el1 vg/kg (Low 7 Recruiting
gene ose) George etal 2016
AAV2/5 Haemophilia B Factor IX gene Intravenous 5x10el2to 5 Recruiting
2015 2 x10e13vg/kg Miesbach et al 2016
1.6 x 10e12
AAV2/rh10 Haemophilia B Factor IX gene Intravenous 6x10e12to Undisclosed Recruiting
1 x10e13vg/kg . .
clinicaltrials.gov
6 x 10e12
AAV2/5 Haemophilia A Factor VIII gene Intravenous 6 z 10213V;/kg 9 Recruiting Pasi etal 2016
Factor IX integrating in cDNA 4 x10el2 to
4 x 10e13vg/kg and
AAV2/6 Haemophilia B the albumin locus via Intravenous Z;N ;x ]\:)bﬁlbtan Undisclosed Recruiting
2016 Zinc-finger-nuclease e . .
5 x10el2vg/kg clinicaltrials.gov
H Z familial 2.5 x10e12 t
AAV2/8 OmoZygous farmt 1a. LDL receptor gene Intravenous etz to Undisclosed Recruiting . .
hypercholesterolaemia 7.5 x 10e12vg/kg clinicaltrials.gov
AAV2/8 Orr.ut‘hme transcarbamylase OTC gene Intravenous 2x10el2to Undisclosed Recruiting L .
deficiency 2 x10el3vg/kg clinicaltrials.gov
Engineered AAV  Haemophilia A Factor VIII gene Intravenous Undisclosed Undisclosed Recruiting clinicaltrials.gov
6 x10el11 to
AAV2 H hilia A F il I A iti
/8 aemophilia actor VIII gene ntravenous 6 x 10e12vg/kg N Not yet recruiting clinicaltrials.gov
Engineered AAV  Haemophilia B Undisclosed
AAV2/8 Haemophilia A Factor VIII gene
Announced
for 2017 AVV Haemophilia A Factor VIII gene
Factor VIl integrating in
AAV2/6 Haemophilia A the albumin locus via
Zinc-finger-nuclease
AAV2/8 Mucopolysaccharidosis VI ARSB gene
AAV2/8 Crigler Najjar UGT1A1 gene

Tableau 4. Essais cliniques de thérapie génique réalisés a 1’aide de vecteurs viraux dans le cadre du

traitement de pathologies hépatiques monogéniques (d’aprés Baruteau et al., 2017)'34. Ce tableau

présente les essais de thérapie génique répertoriés jusqu'en 2017 (pour 'année 2017, la liste est

indicative, et non exhaustive). Les voies d’administration intraportale et intrahépatique se réferent a
une injection au sein de la veine porte et de I'artére hépatique, respectivement. FVIII : facteur VIII de la
coagulation ; FIX : facteur IX de la coagulation ; HD-adenovirus : Helper-Dependent adenovirus ; LDL :
Low Density Lipoprotein ; MoMLV : Moloney Murine Leukaemia Virus ; NA, Not Applicable ; OTC : Ornithine
Transcarbamylase ; PBGD : Porphobilinogen Deaminase.

La mise en place d'un protocole de thérapie génique nécessite au préalable de

définir la stratégie d’administration de la « séquence médicament », qui sera discutée

dans le chapitre suivant.

56




1. Stratégie d’administration des produits de thérapie génique
1.1. Mode d’administration des acides nucléiques
Les protocoles de thérapie génique peuvent étre réalisés ex vivo, par modification

de cellules cultivées en laboratoire puis transplantées chez le patient, ou in vivo, en
administrant directement les acides nucléiques thérapeutiques dans 1'organisme du

patient (Figure 12).

Modification
des cellules IN VIVO

Gene
ﬁ thérapeutique

Le géne

thérapeutique
est transféré
dans un vecteur

Modification des cellules EX VIVO

Gene
thérapeutique A

Prélevement
de cellules souches
(dans le sang
ou la moelle osseuse) ‘7
e

Le vecteur viral 7 e <
est directement injecté % - Y J
dans l'organe cible ) } o)
2 3
; Le vecteur viral
. pénétre dans les cellules
prélevées chez le patient

)

Les cellules se multiplient
et expriment le géne
thérapeutique

Les cellules sont réinjectées
dans l'organisme du patient

Figure 12. Modalités d’administration des produits de thérapie génique (d’aprés Thérapie génique
Inserm, consulté le 27.08.2018)133, Cette figure illustre I'administration d’acides nucléiques vectorisés a
I'aide de virus, mais des stratégies identiques sont employées lors de I'utilisation de vecteurs non
viraux. De méme, la stratégie ex vivo représentée cible les cellules souches hématopoiétiques, mais il faut
considérer que cette approche peut étre utilisée pour corriger de nombreux autres types cellulaires, des
lors que le prélevement et la culture ex vivo des cellules sont réalisables.

L’avantage de I'administration ex vivo réside dans la promiscuité du contact entre

les acides nucléiques et les cellules cibles en culture, ce qui réduit les risques de
dégradation des acides nucléiques, facilite 'acces aux génomes cibles et focalise la
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thérapie uniquement sur les cellules d’intérét. Cette approche permet également
d’annihiler les risques de dissémination des acides nucléiques dans I'organisme, et de
caractériser les modifications apportées au génome en s’assurant de leur efficacité et
de leur intégrité avant de transplanter les cellules chez le patient. Cependant, de la
méme fagon que la thérapie cellulaire, la thérapie génique ex vivo expose les cellules
thérapeutiques aux difficultés de prise de greffe et de repeuplement des organes cibles
de la thérapie, les hépatocytes présentant en outre une capacité d’expansion et une
durée de vie limitées ex vivo, sil’on considére une thérapie a destination de pathologies
hépatiques!?>.

La thérapie génique in vivo, quant a elle, permet de s’affranchir de la
manipulation des cellules et des contraintes de la greffe. En revanche, cette approche
s’accompagne d’un obstacle majeur, qui consiste a cibler les cellules d"intérét en évitant
la dispersion et la dégradation des acides nucléiques au sein de I'organisme. Cette
difficulté peut étre surmontée en administrant les séquences a 1'aide de vecteurs, qui
peuvent étre considérés comme des transporteurs d’acides nucléiques.

1.2. Vectorisation des acides nucléiques

La fonction principale des vecteurs de thérapie génique consiste a faciliter le
passage du matériel génétique a travers les membranes cellulaires, qui sont constituées
d"une bicouche lipidique chargée négativement les rendant réfractaires au passage des
acides nucléiques. Les vecteurs jouent également un role de protection de ce matériel
face aux composants cellulaires susceptibles de le dégrader (nucléases, lysosome) et
présentent, pour certains, la capacité de restreindre la libération du matériel génétique
aux seules cellules d’intérét.

La majorité des vecteurs utilisés actuellement dans les protocoles de thérapie
génique est dérivée de virus, mais l'utilisation de vecteurs non viraux (tels que les
plasmides et les vecteurs lipidiques) est également répandue (Figure 13).
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Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (‘i/)

Adenovirus 20.5% (n=547)
Retrovirus 17.9% (n=478)
Naked/Plasmid DNA 16.6% (n=442)
Adeno-associated virus 7.6% (n=204)
Lentivirus 7.3% (n=1946)

Vaccinia virus 6.6% (n=175)
Lipofection 4.4% (n=117)

Poxvirus 4% (n=107)

Herpes simplex virus 3.5% (n=93)
Other vectors 8.4% (n=223)
Unknown 3.3% (n=88)

0000000000

The Journal of Gene Medicine, @ 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figure 13. Emploi des vecteurs dans les essais cliniques de thérapie génique (d’apres Gene Therapy
Clinical Trials Worldwide, consulté le 27.08.2018)'3%. Le graphique prend en considération 1’ensemble
des essais cliniques de thérapie génique répertoriés jusqu’en 2017. La « lipofection » correspond a
I"utilisation de vecteurs lipidiques.

Le choix du type de vecteur utilisé influence les stratégies de thérapie génique
mises en place, qui peuvent étre classées en deux catégories : intégrative et non
intégrative. Les deux chapitres suivants présenteront les caractéristiques de chacune
de ces approches, ainsi que les principaux vecteurs viraux utilisés en thérapie génique
et évoqués tout au long de ce mémoire.

1.2.1. Approches intégratives non ciblées

La stratégie intégrative consiste a modifier la séquence du génome cellulaire, le
plus souvent en y intégrant un «transgene », qui correspond a une séquence
nucléotidique exogéne responsable des effets de la thérapie génique. L'intégration du
transgene dans le génome peut étre facilitée par des enzymes spécifiques, les
intégrases, fournies par les vecteurs oncorétroviraux et lentiviraux, qui procedent a
une intégration efficace mais aléatoire dans le génome ; I'intégration peut également
suivre le principe de la recombinaison homologue, un concept permettant une
insertion génique ciblée de séquences qui sera détaillé dans un chapitre ultérieur.

L’approche de thérapie génique intégrative permet d’obtenir une modification
pérenne de l'expression du génome, maintenue pendant toute la durée de la vie de la
cellule corrigée et transmise a ses cellules filles. Elle ne nécessite donc potentiellement
qu’une seule administration du produit de thérapie génique, ce qui est bénéfique a la
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qualité de vie des patients et réduit les risques de toxicité et d'immunogénicité liés au
produit (notamment lorsqu’il est vectorisé par des virus). Cependant, I'intégration de
transgenes au sein du génome cellulaire expose 1'individu receveur a d’importants
risques de dérégulation de I'expression des genes, liés au phénomene de mutagenése
insertionnelle (apparition de mutations génomiques suite a 1'insertion de séquences
exogenes)!? : la construction du transgene et les vecteurs utilisés doivent étre
optimisés pour éviter ce risque, et un suivi des patients doit étre mis en place apres
administration des produits de thérapie génique pour détecter une éventuelle
tumorigeneése associée.

1.2.1.1. Vecteurs oncorétroviraux

Les oncorétrovirus appartiennent a la famille des Retroviridae ; ce sont des virus
enveloppés dont le génome, long de 7 a 12 kb, se compose de deux segments linéaires
identiques d’ARN monocaténaire, de polarité positive (polarité identique a celle des
ARN messagers cellulaires) et reliés de facon covalente a leur extrémité 5. Tous les
génomes oncorétroviraux présentent 3 genes communs, nommés GAG, POL et ENV,
qui codent pour des polyprotéines devenant matures apres action lytique d’une
protéase oncorétrovirale!®. Les protéines résultant de l'expression de GAG
correspondent a I'ensemble des protéines de structure des particules virales (matrice,
nucléocapside) ; le géene POL code pour les enzymes virales (transcriptase inverse,
intégrase, et protéase dans la majorité des cas) ; le gene ENV est responsable de la
synthese des glycoprotéines d’enveloppe. Ces trois genes sont encadrés en 5 par les
segments R (qui comporte la séquence promotrice TATA Box et le site d’initiation de
la transcription, actifs en 5’, ainsi que la séquence signal de polyadénylation, active en
3’) et U5 (nécessaire au processus d’intégration du génome viral au sein du locus
cellulaire cible); I'extrémité 3’ est composée des segments U3 (qui contient des
séquences enhancer, activatrices de transcription) et R138 (Figure 14).
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The Retrovirus Genome
(plus strand RNA)

otoas polymerase
e ‘( RTase, integrase)
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Figure 14. Représentation schématique du génome oncorétroviral (d’aprés Retroviral Vector Gene
Therapy Review, consulté le 01.10.2018)'%. Les séquences ™’GpppGm et A(A)nAon correspondent
respectivement a la coiffe 5" et a la séquence signal de polyadénylation du génome oncorétroviral. La
séquence signal d’encapsidation du génome dans les particules oncorétrovirales, située entre la
séquence PBS et le gene GAG, n'est pas représentée sur ce schéma. Abréviations: RTase,
rétrotranscriptase ; tRNA, ARN de transfert nécessaire a la rétrotranscription.

La réplication des oncorétrovirus dans les cellules hotes est dépendante de la
« rétrotranscription » cytoplasmique de I’ARN oncorétroviral en ADN
complémentaire a I'aide de la transcriptase inverse, puis I’ ADN néosynthétisé franchit
passivement l'enveloppe nucléaire (ce qui implique que les oncorétrovirus se
répliquent uniquement dans des cellules en division, dont 1’enveloppe nucléaire est
fragmentée) pour finalement s’intégrer au sein du génome cellulaire a I'aide de
I'intégrase. Cette derniere étape nécessite la formation d’une boucle par I’ADN viral
complémentaire, dont la résolution aboutit a la duplication du segment U3 en 5" du
génome, et du segment U5 en 3’ du génome. Les séquences 5 -U3-R-U5-3" ainsi formées
de part et d’autre de I’ADN viral correspondent aux LTR (Long Terminal Repeat),
responsables du controle de I'expression des génes oncorétroviraux40.141,

La génération des vecteurs dérivés des oncorétrovirus consiste a minima, comme
pour I’'ensemble des vecteurs dérivés de virus, a remplacer les séquences responsables
du potentiel infectieux des virus par les séquences transgéniques d’intérét, afin de
sécuriser leur administration en inhibant toute possibilité de prolifération pathogeéne
et de permettre le transport des séquences géniques dont la taille peut étre
conséquente. Concernant les oncorétrovirus, cela se traduit par une élimination de
I'’ensemble des génes GAG, POL et ENV du vecteur oncorétroviral (Figure 15).

L’'importante efficacité de transduction des vecteurs, et la possibilité d’une
expression permanente du transgéene d’intérét apres insertion dans le génome hote,
ont placé les vecteurs oncorétroviraux au centre de nombreux projets de recherche en
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thérapie génique. Ces vecteurs ont ainsi fait 1'objet du premier essai clinique de
thérapie génique autorisé au monde en 1990, mené par WF Anderson et RM Blease et
destiné a traiter le déficit immunitaire combiné sévere (caractérisé par une absence
combinée des fonctions lymphocytaires T et B) consécutif a une insuffisance en
adénosine désaminasel#2. Les résultats de cette premiere étude furent difficilement
interprétables, du fait du maintien d’un traitement pharmacologique en paralléle de la
thérapie génique, mais le protocole mis en place a quant a lui ouvert la voie a d’autres
essais, dont celui réalisé par I'équipe d’Alain Fischer en 1999. Cet essai avait pour
objectif le traitement ex vivo du déficit immunitaire combiné séveére lié a I'’X, caractérisé
par un blocage du développement des cellules lymphocytaires T et natural killer'43 : le
protocole de thérapie génique s’est révélé tres efficace, mais le déroulement de cet essai
s’est distingué par 'apparition de 2 cas de leucémie sur les 10 patients traités, liée a
I'intégration du vecteur oncorétroviral au sein du promoteur du proto-oncogene
LMO-2 (LIM domain Only 2) conduisant a un effet activateur des LTR sur la
transcription de ce genel®. Ces résultats ont été déterminants dans la prise de
conscience du risque et des conséquences du phénomene de mutagenése insertionnelle
lié a I'intégration génomique des vecteurs de thérapie génique, et ils ont contribué au
développement de vecteurs oncorétroviraux modifiés de fagon a réduire 1'effet
activateur exercé par les LTR (Figure 15).
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Figure 15. Représentation schématique d'un exemple de vecteur oncorétroviral et de ses
modifications, permettant d’améliorer sa sécurité. (d’apres Cavazzana-Calvo and Fischer, 2007)144,
Quel que soit le type de vecteur développé, la capacité d’encapsidation (taille maximale des transgenes
a véhiculer) est de 8 kb environ. (A) La transcription du gene thérapeutique est dirigée par I'activité
promotrice et activatrice de la région U3 du LTR oncorétroviral. (B) La transcription du gene
thérapeutique est dirigée par un promoteur interne pouvant correspondre au promoteur ubiquitaire de
la phosphoglycérate kinase (PGK) ou du facteur d’élongation 1a (EF-1a), tandis que la région U3 des
LTR oncorétroviraux est supprimée : le vecteur ainsi créé est dit « auto-inactivé » (self-inactivating). (C)
Le vecteur se compose de deux séquences insulatrices cHS4 (chicken beta-globin 5’-DNase I-Hypersensitive
Site 4), qui isolent I’ADN flanquant de I'influence du vecteur oncorétroviral et réciproquement. (D) La
transcription de la cassette oncorétrovirale est dépendante du promoteur interne et aboutit a la synthese
de deux protéines distinctes, résultant de 'expression du transgene thérapeutique et d'un « géne
suicide », grace a la présence de la séquence IRES (Internal Ribosome Entry Site) qui permet la réalisation
d’une initiation de la traduction indépendante de la coiffe 5" de I’ARN. La présence du geéne suicide est
destinée a éliminer les cellules génétiquement modifiées en cas d’apparition d’effets indésirables tels
qu'une prolifération cellulaire anormale. Le gene codant pour la thymidine kinase (TK) du virus Herpes
simplex, responsable de la mort cellulaire par blocage de la réplication de I’ADN aprés administration
de ganciclovir, est fréquemment utilisé. Abréviations : LTR, Long Terminal Repeat ; SA, site accepteur
d’épissage ; SD, site donneur d’épissage ; p: séquence signal d’encapsidation, seules les séquences
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pourvues de ce signal sont susceptibles d’étre présentes au sein de la capside des particules virales
matures.

1.2.1.2. Vecteurs lentiviraux

Comme les oncorétrovirus, les lentivirus appartiennent a la famille des
Retroviridae ; leurs propriétés structurales et biologiques sont donc similaires.
Cependant, trois caractéristiques importantes des lentivirus different de celles des
oncorétrovirus, et présentent un intérét significatif pour I'élaboration des vecteurs
lentiviraux.

Premiérement, les lentivirus sont capables de franchir activement la membrane
nucléaire : contrairement aux oncorétrovirus, les lentivirus sont donc actifs a la fois
dans les cellules quiescentes et en division!44145, ce qui permet d’envisager 1'utilisation
de vecteurs lentiviraux pour cibler des cellules a faible taux de prolifération, telles que
les neurones et les cellules hépatiques#6147. De plus, bien que constitué de deux LTR
encadrant les 3 genes fondamentaux GAG, POL et ENV, le génome des lentivirus
présente une organisation plus complexe que celle des oncorétrovirus : il inclut en effet
des génes accessoires et de régulation absents chez les oncorétrovirus'3® (Figure 16).
Enfin, tandis que les oncorétrovirus tendent a insérer leur matériel génétique au sein
des régions promotrices des genes, il a été montré que l'intégration du génome
lentiviral s’effectue préférentiellement en aval des sites d’initiation de transcription
génique!®8. Ces deux derniéres propriétés conferent un profil d'intégration génomique
plus str aux lentivirus, et aux vecteurs qui en dérivent.

' Transcription

- rev—__
I tat \I. i

Env I
.

B

Figure 16. Représentation schématique du génome lentiviral et de sa vectorisation (d’apres Dufait et
al., 2013)138, (A) Génome lentiviral (environ 9200 nucléotides) représenté apres intégration dans celui de

la cellule hote. Comme chez les oncorétrovirus, le géne GAG code pour les protéines de structure virales,
le géne POL code pour la protéase (Pro), I'intégrase (IN) et la transcriptase inverse (non mentionnée),
tandis que le géne ENV est responsable de la synthese des glycoprotéines d’enveloppe. En rouge :
séquences codant pour les protéines de régulation du lentivirus, soient Rev : protéine essentielle au
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transport post-transcriptionnel de I’ARN messager viral incomplétement ou non épissé, depuis le noyau
vers le cytoplasme ; et Tat : protéine transactivatrice de la transcription de ' ADN proviral et du génome
des cellules infectées, et modulatrice de différentes voies de signalisation cellulaires pour conduire a
I'expansion de I'infection virale et a une dérégulation immunitaire. En vert : séquences codant pour les
protéines accessoires du lentivirus, nécessaires au processus infectieux in vivo, soient Vpr : protéine
favorisant la dissémination du lentivirus au sein des lymphocytes T CD4*, et interférant avec la réponse
antivirale spécifique des macrophages ; Vif, Vpu et Nef : protéines conférant au virus la capacité
d’atténuer les effets déléteres d’une réponse immunitaire antivirale induite par les interférons en
interagissant avec différents facteurs de I'immunité cellulaire ; et RRE : Rev Responsive Element, séquence
de liaison de la protéine Rev. (B) De fagon similaire aux vecteurs oncorétroviraux, les vecteurs
lentiviraux sont généralement constitués d'un promoteur interne régulant I'expression du transgene
d’intérét, ces séquences étant encadrées par des LTR caractérisés par une inactivation des régions
promotrices et activatrices de transcription situées dans la région U3. Leur capacité d’encapsidation est
de 8 kb environ. Abréviations: LTR, Long Terminal Repeat; SA, site acepteur d’épissage; SD, site
donneur d’épissage.

Comme nous venons de l'évoquer, les propriétés naturelles des lentivirus
assurent une sécurité plus importante de l'intégration génomique médiée par les
vecteurs qui en sont dérivés, en comparaison des vecteurs oncorétroviraux.
Cependant, la gravité des pathologies engendrées par certains lentivirus (dont le
syndrome de I'immunodéficience acquise, consécutif a une infection par les virus de
I'immunodéficience humaine ou VIH de type 1 et 2) impose la prudence lors du
développement de protocoles de thérapie génique impliquant les vecteurs lentiviraux.

De ce fait, des techniques similaires a celles employées pour modifier les vecteurs
oncorétroviraux ont été envisagées pour controler les effets génomiques des vecteurs
lentiviraux, telles que la délétion de la région U3 des LTR (vecteurs «auto-
inactivés »)1491%0 et 'emploi de séquences insulatrices!0.

Au cours de cette thése, nous avons employé des vecteurs lentiviraux de type
auto-inactivé afin de développer une approche de thérapie génique additive pour la
PHI1. Ce type d’approche consiste en1’apport d"une copie fonctionnelle d'un gene dans
le noyau d’une cellule cible. Si notre projet (décrit en détails dans la partie « Résultats »
de cette thése) constitue a notre connaissance la premiére application des vecteurs
lentiviraux au traitement de la PH1, ces vecteurs ont en revanche été largement
employés au cours d’études de transfert de génes a destination d’une multitude de
pathologies d’origine génétique, dont plusieurs sont en lien avec un
dysfonctionnement hépatique.

Les vecteurs lentiviraux ont notamment été utilisés en tant que médiateurs de
I'intégration hépatocytaire du gene de structure du facteur IX (F9) pour traiter
I'hémophilie B, un trouble de la coagulation caractérisé par un déficit en facteur IX :
I’étude la plus avancée dans ce registre, réalisée chez un modele canin en 2017, a révélé
qu'une administration unique de ces vecteurs in vivo conduisait a la persistance de
I'activité du facteur IX a hauteur de 1% de sa valeur physiologique pendant 1,5 an,
suffisante pour réduire significativement les épisodes d’hémorragie spontanée
survenant chez les animaux!51.
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Ces vecteurs ont également été employés pour traiter le syndrome de Crigler-
Najjar de type 1, qui consiste en une hyperbilirubinémie non-conjuguée provoquant
un ictere chronique pouvant évoluer vers une encéphalopathie bilirubinique. Ce
syndrome résulte du déficit hépatique de l'activité de la bilirubine-uridine 5'-
diphosphate-glucuronosyltransférase, une enzyme métabolique codée par le gene
UGT1A1. Des études ont montré que 'administration in vivo de vecteurs lentiviraux
véhiculant le transgene UGT1A1 chez des rats de type Gunn (modéles du syndrome
de Crigler-Najjar de type 1) néonataux!4® et adultes!>? permettait de normaliser les taux
de bilirubine sérique pendant 10,5 et 6 mois respectivement, tandis que la greffe
d’hépatocytes humains transduits ex vivo avec ce type de vecteurs s’est traduite par
une expression transcriptionnelle du transgéne UGT1A1 pendant 26 semaines chez des
souris immunodéficientes!>.

1.2.2. Approches non intégratives

La stratégie de thérapie génique non intégrative n'implique aucune modification
de la séquence génomique. Cette méthode est donc plus sécuritaire que la stratégie
précédente, mais elle se caractérise par des effets temporaires, et implique plusieurs
administrations du produit de thérapie génique pour obtenir un effet a long terme.
L’objectif d’une approche non intégrative peut consister en (i) 'apport d’une séquence
supplémentaire au sein des cellules hotes ou (ii) la modification de la régulation de
I'expression du génome par modulation des étapes de transcription et de traduction.
Les technologies les plus répandues de cette deuxieme catégorie correspondent au saut
d’exon (excision d'un exon muté pour favoriser la transcription d’une protéine
fonctionnelle), qui est notamment étudié dans le traitement de la dystrophie
musculaire de Duchenne’® ; au trans-épissage (recombinaison d"une molécule de pré-
ARN messager endogene non épissé avec une molécule d’ARN exogene pour
supprimer une mutation située en aval de la recombinaison) qui a montré une
efficacité satisfaisante lors d’études non cliniques dans le traitement du cancer
colorectal, de I'hépatocarcinome et de 1'épidermolyse bulleuse!-157 ; et a I'inhibition
de I'expression génique par interférence a ARN, qui a été étudiée dans le traitement
de la PH1 et sera développée dans le chapitre « Réduction du substrat par interférence
a ARN ».

Dans le cadre de la thérapie génique non intégrative, les vecteurs viraux les plus
utilisés sont dérivés d’adénovirus et d’adénovirus associé ; ces deux types de vecteurs
seront présentés dans les chapitres suivants.

1.2.2.1. Vecteurs adénoviraux

Les adénovirus (Ad) appartiennent a la famille des Adenoviridae. Ce sont des virus
non enveloppés a ADN linéaire bicaténaire (taille du génome : 36 kb), qui présentent
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un tropisme cellulaire large. Ils se caractérisent par une distribution mondiale, et les
infections humaines sont fréquentes, bien que peu symptomatiques chez les individus
immunocompétents. 51 sérotypes d’adénovirus, définis par les anticorps induits lors
d’une infection virale, ont été identifiés chez ' Homme%8. Les séquences génomiques
des adénovirus sont réparties en deux catégories : d'une part, les séquences E1, E2A et
B, E3 et E4 qui codent pour des protéines impliquées dans la réplication virale, et
d’autre part, les séquences L1, L2, L3, L4 et L5 qui codent pour des protéines
nécessaires a la structure des particules virales (Figure 17). La région E3 est également
corrélée au blocage de la réponse immunitaire antivirale. L’ensemble de ces séquences
est encadré de part et d’autre par des répétitions terminales inversées ou ITR (Inverted
Terminal Repeat), qui sont nécessaires a la circularisation du génome adénoviral et a sa
persistance sous forme d’épisomes au sein du noyau cellulaire, tout en jouant le role
de promoteur pour les séquences nécessaires a la réplication virale. La synthese des
protéines de structure est quant a elle régulée par le promoteur tardif majeur ou MLP
(Major Late Promoter)1.

Les sérotypes d’adénovirus les plus employés en tant que vecteurs de thérapie
génique correspondent aux sérotypes 2 et 5. Ces vecteurs sont particuliérement
adaptés a la thérapie génique de cellules eucaryotes, car ils présentent une grande
efficacité de transduction cellulaire, a la fois dans les cellules quiescentes et en division,
et ils sont compatibles avec une production a grande échelle!®. Il faut ainsi noter que
ce sont ces vecteurs qui ont été utilisés pour développer le premier médicament de
thérapie génique mis sur le marché au monde sous la dénomination de spécialité
Gendicine®, autorisé par la State Food and Drug Administration of China (agence de
régulation du médicament chinoise) en 2003 pour traiter le carcinome a cellules
squameuses de la téte et du cou'®V.

Cependant, ces vecteurs présentent un inconvénient majeur qui réside en
I'induction de réactions inflammatoires, rendant trés complexe la répétition des
administrations du vecteur et aboutissant progressivement a l’élimination des
vecteurs viraux et des cellules transduites, conduisant alors a la perte du transgene
thérapeutiquel®l. Dans l'objectif de réduire ces réponses, plusieurs générations de
vecteurs ont été développées, qui ont également permis d’aboutir a une capacité
d’encapsidation considérable (Figure 17).
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Figure 17. Différentes générations de vecteurs adaptés du génome de 'adénovirus (exemple du
sérotype 5; d’apres Alba et al.,, 2005)'%. Les vecteurs de premiére génération sont constitués de
I'ensemble du génome adénoviral a 1'exception du MLP et des régions E1 et E3, et sont capables
d’encapsider un transgene d’environ 8 kb, tandis que les vecteurs de deuxieme génération combinent
la délétion des régions E1, E2, E4 et parfois E3, et présentent une capacité d’encapsidation de 14kb. Bien
que considérablement modifiés par rapport aux virus originaux, ces vecteurs se caractérisent par une
immunogénicité non négligeable. Une troisiéme et derniere génération de vecteurs dépourvus de
I'ensemble des régions adénovirales codantes a finalement été générée, permettant de réduire la
stimulation du systéme immunitaire et ainsi d’augmenter la stabilité des séquences introduites dans les
cellules transduites. Ceci implique également une capacité d’encapsidation considérable, pouvant
atteindre 36 kb, et la nécessité de la présence d'un adénovirus auxiliaire (ou Helper) pourvu de
I'ensemble des régions codantes lors de la production des vecteurs. La taille des séquences est exprimée
en paires de bases. Abréviations : Ad5, adénovirus de sérotype 5 ; ITR, Inverted Terminal Repeat ; MLP,
Major Late Promoter ; W, séquence signal d’encapsidation du génome ; A, délétion de la séquence
correspondante.

1.2.2.2. Vecteurs viraux associés aux adénovirus

Les virus associés aux adénovirus (Adeno-Associated Viruses, AAV) appartiennent
a la famille des Parvoviridae. Ce sont des virus a ADN monocaténaire linéaire, non
enveloppés, dont la réplication est dépendante de la présence d’un virus auxiliaire,
principalement 1'adénovirus (d’ott leur nom) et I'herpesvirus’®2. Ce sont des virus
majoritairement épisomaux, mais des événements intégratifs sont cependant
rapportés a faible fréquence (environ 1 intégration / 1000 particules infectieuses),
préférentiellement au sein de I'intron 1 du gene PPPIR12C situé dans le chromosome
19, appelé site AAVS1 (AAV integration Site 1)163164, Comme les adénovirus, les AAV
sont fréquemment rencontrés chez I'Homme (70 a 80% de la population est
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séropositive), mais ne sont en revanche associés a aucune pathologie connue. 11
sérotypes différents d’AAV ont été identifiés, chacun correspondant a un tropisme
cellulaire particulier ; les cellules hépatiques sont principalement ciblées par les
sérotypes 5 et 8 (AAV5 et AAVS).

Les vecteurs dérivés des AAV résultent du remplacement des genes Rep et Cap
de 'AAV sauvage, respectivement responsables de la réplication virale et de la
synthese des protéines de capside, par le transgene thérapeutique (Figure 18). Ces
vecteurs sont communément utilisés dans les études de thérapie génique,
essentiellement parce que les AAV sauvages ne sont assimilés a aucune pathogénicité
chez 'Homme, et que les vecteurs présentent une faible immunogénicité, associée a
un maintien possible de I'expression du transgéne pendant plusieurs années dans des
cellules quiescentes chez lesquelles ils persistent sous forme d’épisome’%5. Ces vecteurs
ont ainsi été utilisés dans le développement du premier médicament de thérapie
génique mis sur le marché en Europe sous le nom de spécialité Glybera®, indiqué dans
le traitement du déficit en lipoprotéine lipase, une pathologie héréditaire rare
consécutive a des altérations du gene de structure de la lipoprotéine lipase (géne LPL)
se caractérisant par une augmentation sanguine du taux de chylomicrons (complexes
lipido-protéiques) pouvant étre a l'origine d’épisodes de pancréatite aigu&l®.
Cependant, il faut noter que le type de transgene véhiculé par les AAV est limité par
leur faible capacité d’encapsidation, qui est au maximum de 5 kb.

Virus | ITR Rep Cap IR

Vector IREIE S Therapeutic Gene ITR

Figure 18. Vectorisation des AAV (d’apres the Children’s Medical Research Institute, consulté le
28.08.2018)1¢7. Les vecteurs dérivés des AAV résultent du remplacement, par la cassette thérapeutique,
des genes Rep et Cap de 'AAV sauvage (respectivement responsables de la réplication virale et de la
synthese des protéines de capside) ainsi que des promoteurs responsables de I'expression de ces génes,
et de la séquence de polyadénylation (non représentés sur la figure). Des séquences promotrices
(« control element », sur la figure) et de polyadénylation doivent donc étre ajoutées au transgene pour
assurer son expression. Seules les séquences ITR de 'AAV sauvage sont conservées, car elles sont
nécessaires a I'encapsidation du génome dans les particules virales (signal d’encapsidation W présent
dans I'ITR 5, non représenté sur la figure).
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2. Application de la thérapie génique au traitement de la PH1

2.1. Restauration de l'expression du gene AGXT par thérapie
génique additive

Dans le cas de I'hyperoxalurie primitive de type 1, trois expériences de thérapie
additive in vivo ont été menées dans le modele de souris Agxt/-, chacune employant un
vecteur viral non intégratif véhiculant une version saine du gene Agxt.

La premiére étude, publiée en 2006, impliquait I'administration du transgene
Agxt vectorisé par un adénovirus de premiere génération (construction Ad-AGT)!16,
qui s’est montrée efficace dans la restauration d’un phénotype sain : une injection
unique de 2.10° unités infectieuses a permis de normaliser 1'activité de I'enzyme AGT
au sein des hépatocytes de souris Agxt/, ce qui s’est traduit par une réduction d'un
facteur 8 a 20 de la concentration urinaire d’oxalate pour atteindre une concentration
non significativement différente des souris Agxt** (analyses réalisées 7 et 14 jours
aprés l'injection), et par une inhibition de la formation de cristaux oxalo-calciques.
Cependant, ces effets se sont révélés uniquement transitoires, s’illustrant par une
augmentation de la concentration urinaire d’oxalate atteignant jusqu’'a 70% de sa
valeur initiale avant traitement, et ce 30 jours apres 'injection, ce qui suggere une perte
progressive de I'expression du transgene!e.

Une seconde étude impliquant 'administration d'un transgene Agxt vectorisé
par un adénovirus au sein de souris Agxt/- a été publiée en 2016, en employant cette
fois un vecteur adénoviral Helper-dependant ou HDAA'®. Lors de cette étude, 1.1072,
5.1012 et 1.10™ particules de vecteurs HDAd exprimant la protéine AGT sauvage sous
la dépendance du promoteur hépato-spécifique de la
phosphoenolpyruvatecarboxykinase ont été administrées par kg en dose unique a des
souris Agxt/199 Tandis que l'injection de la plus faible dose s’est traduite par des
résultats modérés, l'administration de 5.1012 et 1.10'3 particules virales s’est
caractérisée par une transduction cellulaire estimée a 80% et 100% des hépatocytes
murins, respectivement, résultant en une restauration de l'activité de I’AGT a un
niveau physiologique (voire supra-physiologique) et une normalisation de I'excrétion
urinaire de 1'oxalate maintenue pendant 24 semaines apres injection.

Enfin, une derniére expérience a été réalisée a 1'aide de vecteurs AAV : au cours
de cette étude, 5. 101, 5.1012 et 1,5.10'3 particules de vecteurs AAVS, et 5.10'2 particules
de vecteurs AAVS8 exprimant le transgene Agxt sous la dépendance du promoteur
hépato-spécifique EalbAAT (promoteur de I'a 1-antitrypsine associé aux séquences
régulatrices de l'enhancer de l’albumine humaine; constructions AAV5-AGT et
AAVS-AGT) ont été administrées par kg en dose unique a des souris Agxt/1%8. Les
injections du vecteur AAV8-AGT et de la plus haute dose du vecteur AAV5-AGT se
sont caractérisées par une transduction cellulaire estimée entre 80 et 90% des
hépatocytes murins, résultant en une normalisation de I’excrétion urinaire de I'oxalate
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maintenue pendant 4 semaines apres injection. De plus, des analyses réalisées chez les
souris 50 jours apres administration du vecteur AAV8-AGT montrent une restauration
de 'activité AGT a un niveau physiologique, I'absence de développement de cristaux
d’oxalate de calcium dans les reins, et une innocuité satisfaisante du vecteur
caractérisée par une absence de lésion hépatique, d’élévation sérique des
transaminases (alanine aminotransférase et aspartate aminotransférase) et d’anticorps
sériques anti-AGT.

2.2. Réduction du substrat par interférence a ARN

L’accumulation de substrat lié a la perte de fonction de genes codant pour des
enzymes clés du métabolisme peut résulter en une toxicité cellulaire et fonctionnelle
importante, qu’elle soit consécutive a la présence en grande quantité du substrat en
lui-méme (exemple de l'accumulation du glycogene lysosomal dans la maladie de
Pompel%8), ou en lien avec la prise en charge du substrat par une voie métabolique
secondaire, comme c’est le cas dans les hyperoxaluries primitives ot le substrat
« glyoxylate » est transformé en produit nocif « oxalate ». L’objectif de 1'approche
thérapeutique décrite a présent consiste a annihiler ce phénomene toxique en
réduisant la quantité de substrat a un niveau tolérable par I'organisme.

Nous avons vu précédemment que 1'une des principales sources de glyoxylate
chez les étres humains correspond a la transformation du glycolate par 1'enzyme
hépatique glycolate oxydase (GO). Il a été envisagé qu'une suppression de I'activité de
la GO pourrait entrainer une réduction de la production de glyoxylate bénéfique aux
patients souffrant de PH1, tandis que I'augmentation consécutive de la concentration
du glycolate, qui est une molécule soluble rapidement excrétée dans les urines, ne
semble pas présenter de caractere délétere au vu du phénotype asymptomatique
observé chez des patients déficitaires en GO

La sécurité et I'efficacité de I'inhibition de la glycolate oxydase ont tout d’abord
été testées dans des modeéles de souris génétiquement modifiées. Un modele de souris
Haol7/~ a été développé a ce effet : ce modele présente une absence totale d’expression
de la protéine GO suite a une délétion homozygote de I'exon 3 du gene Haol murin
(équivalent du géne HAOI humain), et l'ensemble de ses caractéristiques
histologiques, biochimiques et d’accouplement s’avere non significativement différent
des souris controles Haol**, a l'exception d’une élévation asymptomatique de la
concentration urinaire en glycolate”?. Un second modéle de souris Agxt1~7/~ Haol”~,
déficitaire pour les genes Agxtl et Haol murins, a ensuite été mis au point par
croisement de souris Haol7~ avec le modele murin de PH1 Agxt17/~ précédemment
évoquélle. Contrairement aux souris Agxt1~7~, le modele Agxt17/~ Haol”/~ s’est révélé
non pathologique, ne différant encore une fois des souris controles Agxt1** Haol**
que par une augmentation asymptomatique du taux de glycolate urinaire!”0. Ces
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résultats attestent de la sécurité et de I'efficacité de la stratégie d’inhibition de la
glycolate oxydase dans la réversion du phénotype de PH1 chez la souris.

Suite a cette preuve de concept, une stratégie de thérapie génique a été testée sur
le modele de souris Agxt1~/~. Dans cette stratégie, la technologie des ARN interférents
(ARN], voir figure 19) a été utilisée pour inhiber 1'expression transcriptionnelle du
gene Haol. Ces ARNi, administrés sous forme de Dicer-substrate small interfering RNA
(DsiRNA) vectorisé par des nanoparticules lipidiques, ou de small interfering RNA
(siRNA) conjugué a des résidus de N-acétylgalactosamine (désigné sous 1'appellation
ALN-GO1), ont permis de réduire de 90% 1'expression de 'ARN messager (ARNm)
du gene Haol chez la souris Agxt17/", ce qui s’est traduit par une réduction de 50% du
taux urinaire d’oxalate!”1172, tandis que leur profil de tolérance, testé chez les rongeurs
(souris et rat) et les primates non humains, s’est révélé satisfaisant. Les bons résultats
obtenus ont permis I'autorisation d"un essai clinique de phase I/II pour I’ARNi ALN-
GO1 développé par Alnylam Pharmaceuticals'”®: I’ARNi a démontré un profil de
tolérance satisfaisant chez 32 volontaires sains et 20 patients atteints de PH1, tandis
qu’une diminution moyenne de 64% du taux urinaire d’oxalate a été constatée chez les
12 patients atteints de PH1 chez lesquels ce parametre a pu étre évalué
(http:/ /www.alnylam.com/wp-
content/uploads/2018/06/Luma_OxalEurope_Slides_ FINAL060820182.pdf). L’essai
a ensuite été étendu en phase II (essai ouvert non randomisé) pour évaluer la tolérance
a long terme de ’ALN-GO1 au sein d'une cohorte constituée d’une vingtaine de
patients atteints de PH1174, et se poursuit actuellement en phase III, sous une forme
multicentrique en double aveugle randomisée versus placebo afin d’évaluer la sécurité
et l'efficacité du produit chez 30 patients pédiatriques et adultes souffrant
d’hyperoxalurie primitive de type 1175.
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Figure 19. Fonctionnement de la technologie des ARN interférents (d’apres Bobbin and Rossi,
2016)'7¢. A I'origine du processus, au sein des cellules animales, un transcrit primaire de microRNA (pri-
miRNA) est synthétisé dans le noyau, puis il est pris en charge par le complexe ribonucléasique
Drosha/DGCRS qui permet sa maturation en short hairpin RNA (shRNA). Ce dernier est véhiculé vers
le cytoplasme a I'aide de I'exportine 5 ot il subit une seconde étape de clivage par la ribonucléase Dicer
pour former un duplex de small interfering RNA (siRNA) de 21pb. La derniére étape de maturation
consiste en I'incorporation du brin fonctionnel « dominant » du duplex (choisi notamment en fonction
de sa stabilité) au sein du complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex), qui comprend les protéines
argonautes AGO associées au cofacteur TRBP (TAR (HIV) RNA Binding Protein 2). Ce complexe est alors
capable de se fixer a une séquence d’ ARNm homologue a I’ARN interférent pour inhiber son expression.
L’action des protéines AGO différe en fonction du degré d’homologie entre le brin fonctionnel du
siRNA et la séquence d’ARNm cible : si I'appariement entre le siRNA et ' ARNm est parfait (a gauche
sur la figure), la protéine AGO?2 intervient pour déstabiliser et cliver ’ARNm cible ; en revanche, si
I'appariement est imparfait, ce sont majoritairement les protéines AGO 1, 3 et 4 qui interviennent pour
inhiber la traduction protéique (répression de l'initiation de la traduction, de I’élongation ou protéolyse
des peptides naissants). Les ARNi synthétiques utilisés en thérapeutique peuvent se présenter sous 4
formes différentes, et entrent dans le processus de maturation a diverses étapes (fleches rouges). L' étape
la plus précoce correspond a l'introduction de plasmides au sein du noyau, destinés a exprimer des
shRNAs qui nécessiteront un processus de maturation nucléaire avant d’étre exportés dans le
cytoplasme. L’utilisation de DsiRNAs permet de se soustraire a I'étape nucléaire, en ne nécessitant
qu'une étape de maturation endonucléolytique par la protéine Dicer, tandis que les formes « siRNA »
et « miIRNA mimic » sont directement matures. La différence entre ces deux derniéres formes

73



correspond au degré d’homologie avec leur ARNm cible, I'hybridation étant parfaite pour les siRNAs
et imparfaite pour les miRNA mimic. Abréviation : pol III, ARN polymérase III.

2.3. Inhibition de la lactate déshydrogénase hépatique par
interférence a ARN

Une derniere piste de thérapie génique, trés récemment explorée, consiste a
inhiber I'expression de la lactate déshydrogénase, qui est I'enzyme clé de la conversion
du glyoxylate en oxalate. Cette protéine est composée de quatre chaines
polypeptidiques formant un tétramere. Les deux sous-unités les plus communes,
nommées M (« muscle ») et H (« heart ») sont codées chez I'Homme par les génes
LDHA et LDHB, respectivement. Cinq isozymes différents (LDH1 a LDH5) ont été
identifiés en fonction des sous-unités qui les composent (4H, 3H1M, 2H2M, 1H3M,
4M). L’isozyme majoritairement présent dans le foie (et également prépondérant dans
le muscle squelettique), LDH5, est composé de quatre sous-unités M177.178, Qutre son
role dans la régulation du métabolisme du glyoxylate et de I'oxalate, la LDH est
également responsable de la balance systémique du lactate et du pyruvate, nommée
cycle de Cori (Figure 20). Lors de ce procédé, le lactate produit par les organes (en
particulier les muscles) pendant la glycolyse anaérobie est transféré au foie et aux reins
pour étre converti en pyruvate par la LDH, ce dernier étant nécessaire au processus de
néoglucogenese. Le risque d’acidose lactique consécutif a I'inhibition de la LDH5 doit
étre pris en considération, car une accumulation trop importante de lactate peut
conduire au développement de myopathies, d’érythémes squameux et de rigidité
utérine, comme cela a été rapporté chez des individus déficitaires pour le gene
LDHA179-181

LOH1 (4H), erythracytes, CNS
LDHZ2 (1M3H) Immune system

LDH3 (2M2H) gut
LDH4 (3M1H) placenta
LOHS (4M) muscle, gut

Glucose iy Pyruvate sl Lactate Muscle, Skin, CNS, Erythrocytes, Gut placenta

Glucose ffmmmmmmmm Pyryvate -offee— | octate  Liver (70%), kidney (30%)

LDHS (4M) liver
LDH4 (3M1H) kidney

Figure 20. Cycle de Cori (d’apres Lai et al., 2018)'82. Cette suite réactionnelle, également appelée cycle
de l'acide lactique, fait référence a la voie métabolique au cours de laquelle le lactate, produit en
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conditions anaérobies & partir du pyruvate dérivé de la glycolyse se déroulant au sein des muscles, de
la peau, du systéme nerveux central et des hématies notamment, circule vers le foie et les reins. Le lactate
est alors métabolisé par la LDH pour produire du pyruvate, qui constitue le composé initial de la
réaction de néoglucogenese aboutissant a la formation du glucose. Ce dernier est ensuite administré
vers les organes initiaux pour une nouvelle réaction de glycolyse. Les cinq isoformes de la LDH

présentent une activité enzymatique similaire, bien que leur distribution soit différente.

Le bénéfice d"une inhibition de la LDH sur l'excrétion d’oxalate a été étudié chez
la souris Agxt/, via 'administration de siRNAs dirigés contre les ARN messagers
exprimés par le gene Ldha murin, conjugués a des résidus de N-acétylgalactosamine
(GalNAc-siRNAs) leur conférant une spécificité hépatique’®?. Cette expérience de
thérapie génique s’est traduite par une diminution de 50% du ratio urinaire
oxalate/créatinine par rapport aux souris non traitées, rapprochant ainsi sensiblement
'excrétion urinaire d’oxalate des souris PH1 traitées de celle des souris Agxt** (ratio
urinaire oxalate/créatine égal a 260 mg/ g vs 250 mg/ g en moyenne, respectivement).
De plus, l'inhibition de l'expression du gene Ldha a conféré aux animaux une
protection rénale significative, s’illustrant par une absence totale de dépots d’oxalate
de calcium apres 8 semaines de traitement hebdomadaire par les GalNAc-siRNAs
associés a I’administration d’éthylene glycol, un précurseur du glycolate favorisant la
formation des cristaux oxalo-calciques. L'étude a également montré une diminution
de 25% du ratio urinaire oxalate/créatinine apres administration de GalNAc-siRNAs
anti-Ldha au sein d’'un modele de souris PH2 Grhpr/, qui se caractérise par un déficit
total en protéine GRHPR suite a une insertion homozygote au sein de l'intron 1 du
gene Grhpr murin (équivalent du gene GRHPR humain) et présente, comme les
patients souffrant de PH2, une excrétion urinaire d’oxalate et une néphrocalcinose
modérées'®. Enfin, l'étude stipule qu’aucune élévation significative de la
concentration plasmatique du lactate n’a été observée dans les souris PH1 traitées avec
les GalNac-siRNAs anti-Ldha par rapport aux souris controles ('analyse n’a pas été
réalisée dans les souris PH2), aucune toxicité hépatique aigué n’est apparue, et aucune
diminution significative de '’ ARN messager Ldha n’a été constatée dans les reins, la
peau, le muscle et I'utérus, ce qui témoigne de la spécificité de la construction.

Les excellents résultats obtenus avec cette stratégie ont conduit au transfert de la
technologie vers un développement industriel, réalisé par l'entreprise Dicerna
Pharmaceuticals, qui a récemment recu l'autorisation de mise en place d'un essai
clinique multicentrique de phase I, destiné a évaluer la sécurité d’emploi et les
parameétres pharmacologiques des siRNAs anti-LDHA chez des volontaires sains et
des patients atteints de PH1 et PH2 (cohorte totale attendue de 41 participants)8418.
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c. Thérapie enzymatique substitutive

L’objectif de cette approche est d’apporter I'enzyme déficitaire in vivo sur son site
d’action pharmacologique, directement sous sa forme protéique, ce qui permet
d’obtenir des résultats immédiats mais nécessite de réitérer 'administration de la
thérapie.

Avant de parvenir a leur cible, les protéines se heurtent a de nombreuses
barriéres intra- et extracellulaires. Si I'on considére 'exemple de ’AGT, les deux
premiers obstacles consistent a cibler les hépatocytes, puis a franchir la membrane
cellulaire, qui entrave la pénétration des macromolécules hydrophiles. Les molécules
sont ensuite généralement prises en charge par la voie d’endocytose, constituée par
une succession de compartiments endosomaux et lysosomaux de pH décroissant. Si ce
mécanisme facilite le traitement des pathologies lysosomales (telles que la maladie de
Pompe, par exemple) par thérapie enzymatiquel8®1%’, il complique en revanche
l"utilisation de cette approche pour une enzyme telle que ’AGT, qui doit étre capable
de se soustraire a la dégradation endolysosomale, rester stable dans le cytosol et
interagir avec le récepteur Pex5p (par reconnaissance de la séquence PTS1) pour étre
finalement ciblée vers le peroxysomels8.

Dans I'objectif de faciliter le franchissement de ces étapes, différentes stratégies
visant a modifier la structure de ' AGT et/ou a 'associer a d’autres molécules ont été
explorées. Ainsi, une étude récente a montré une amélioration significative de
l'internalisation cellulaire de I’ AGT dans un modéle CHO-GO apres conjugaison de la
protéine avec un bloc de copolymeres poly(ethylene glycol)-co-poly(L-glutamic acid),
sans altération des propriétés fonctionnelles de la protéine’®, tandis que des travaux
visant a mieux comprendre les interactions entre la séquence PTS1 et le récepteur
Pex5p ont été entrepris afin d’optimiser la distribution de I'AGT vers le peroxysome88.
L’utilisation d"une séquence consensus de '’AGT, qui différe de la protéine sauvage
par 5 mutations, est également étudiée dans le cadre d'une thérapie
enzymatique substitutive : la protéine obtenue se caractérise in vitro par une activité
catalytique augmentée et par des stabilités thermique et cinétique plus importantes
que celles de la protéine sauvage, qui sont susceptibles d’améliorer I'efficacité de la
thérapie in vivol®.

Dans I'objectif de faciliter le transfert de cette approche chez les patients, il est
possible d’envisager d’autres types de modification protéique, non testés dans le cadre
de la PH1 pour le moment, mais qui ont fait leurs preuves sur différentes protéines et
pourraient faciliter 1'adressage de I’AGT. Le ciblage des hépatocytes, tout d’abord,
pourrait étre amélioré par conjugaison chimique de I’AGT avec des résidus galactosyl
(interagissant avec les récepteurs hépatocytaires des asialoglycoprotéines)!91.192,
Alternativement a l"utilisation de copolymeres, dont la toxicité cellulaire est parfois
significative, le passage membranaire de la protéine peut quant a lui étre facilité par
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couplage avec des peptides de type CPP (cell-penetrating peptides) tels que la protéine
transactivatrice TAT du virus de I'immunodéficience humaine (VIH), la protéine VP22
du virus Herpes simplex ou des séquences de polyarginine: ces molécules, qui
présentent une charge nette positive, favorisent le passage de leur cargo protéique par
interaction avec des composants membranaires chargés négativement, tels que le
protéoglycane héparane sulfate’®. Ces CPP peuvent en outre étre couplés a des
épitopes d’hémagglutinine dérivés du virus Influenza (virus de la grippe) qui facilitent
significativement la libération des cargos protéiques associés depuis 'endosome vers
le cytosol4.

d. Modulation du repliement protéique

L’existence de formes intermédiaires de repliement est fréquente pour les
protéines, et ces intermédiaires nécessitent souvent une réorganisation structurale
importante médiée par I'intervention de chaperons moléculaires afin de parvenir a
leur forme nativel®. Cependant, si l'intervention de ces chaperons est bénéfique et
nécessaire a la maturation des protéines, elle peut également étre néfaste et contribuer
aux effets pathogenes de formes mutées mal repliées, comme c’est le cas pour ' AGT
(Figure 21). Il semblerait alors que la modulation des interactions entre les variants
pathogenes de 'AGT et les chaperons moléculaires associés constitue une approche
intéressante pour le traitement de la PHI.
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Figure 21. Représentation schématique des principales étapes du repliement de I’AGT, native ou
mutée (d’apres Pey et al., 2013)1%. Apres sa synthése par le ribosome (représenté en bas a gauche de la
figure), le monomere d’AGT est maintenu dans un état soluble partiellement replié par interaction avec
les chaperons Hsp40 (Heat shock protein 40), ce qui autorise son engagement vers la machinerie de
repliement Hsp70 incluant les chaperons NEF (Nucleotide Exchange Factor) et Hsc70 (Heat shock cognate
70), ainsi que les cofacteurs de ce dernier nommés Hip (Hsc70-interacting protein) et Hop (Hsc70-Hsp90-
organizing protein). Les modifications conformationnelles se poursuivent a travers le transfert du
polypeptide partiellement replié vers les machineries Hsp90 et Hsp60 pour aboutir a une protéine AGT
dimérique, capable de s’associer avec son cofacteur (le PLP) et d'interagir avec le récepteur Pex5p pour
étre finalement transportée vers le peroxysome. Cependant, certains variants pathogénes de I’AGT
présentent des interactions plus fortes que la protéine sauvage avec les chaperons Hsp70, Hsp60, et
Hsp90 qui peuvent (i) retarder le repliement de la protéine et conduire & son agrégation, (ii) engager
I’AGT vers un processus de dégradation par le protéasome, suite a une interaction avec les protéines
CHIP (Carboxy terminus of Hsc70 Interacting Protein) et BAG-1 (BCL2-Associated Athanogene 1) et (iii)
conduire a une présentation de I’AGT vers la machinerie d’import mitochondrial par interaction avec
les récepteurs TOM20 et TOM70. Abréviations : Apo, apoprotéine (sans cofacteur) ; Holo, holoprotéine
(avec cofacteur) ; TIM, Translocase of Inner Membrane ; TOM, Translocase of Outer Membrane ; Ub,
ubiquitine.

Une premiere approche thérapeutique de cette catégorie, ayant fait ses preuves
depuis longtemps en clinique, semblerait étre 'administration de pyridoxine, mais les
mécanismes sous-jacents a son role de chaperon ne sont pas encore identifiés (voir
paragraphe dédié précédemment).

Différents criblages pharmacologiques réalisés ces derniéres années'?”1% ont
permis de mettre en évidence de nouvelles molécules, qui pourraient jouer un role
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dans le repliement et I'adressage de I’AGT. Certaines de ces molécules sont en
repositionnement, ce qui signifie que leur utilisation chez I'étre humain a déja été
approuvée par une autorité de santé, et que leur mise a disposition dans I'indication
de I'hyperoxalurie primitive de type 1 sera facilitée (par minimisation des études de
toxicité, notamment).

Dans ce registre, une étude menée sur le chlorure de déqualinium (un agent
bactéricide et fongicide utilisé dans le traitement des infections gynécologiques) a
montré une restauration de 1'adressage du variant muté AGTProllleu/Glyl70Arg yers le
peroxysome (au lieu de la mitochondrie) au sein d'un modéle de cellules CHO-GO, cet
effet s"accompagnant d"une réduction de I'accumulation d’oxalate d’environ 25% dans
les cellules’®. Le mécanisme d’action supposé du chlorure de déqualinium serait
I'induction d"un blocage de la protéine AGTProllLeu/Glyl70Arg 3y niveau des translocons
TOM et TIM, le domaine C-terminal de la protéine étant positionné en regard du
cytosol ; cette conformation permettrait un maintien de I'import vers le peroxysome
par interaction avec le récepteur Pex5p.

Des effets similaires de restauration de I'import peroxysomal ont été observés
suite a l'administration d’émétine (un alcaloide utilisé dans le traitement des
amibiases) au sein de cellules CHO exprimant le variant p.Gly170Arg-Mi (Mi, minor
allele)?. Bien que n’étant pas elle-méme un chaperon moléculaire, I'émétine présente
la propriété d’inhiber légérement la phase d’élongation de la traduction protéique
(inhibition de 25% de la synthese globale des protéines), ce qui entraine une
diminution du nombre de substrats des protéines chaperonnes et pourrait augmenter
la performance du systeme de repliement201.

Enfin, une expérience réalisée dans des cellules Cos7 (fibroblastes-like issus de
reins simiens) exprimant le variant p.lle244Thr-Mi a montré une amélioration
significative de la solubilité de la protéine suite a l'administration de bétaine
(substance extraite de la betterave, utilisée dans le traitement de ’homocystéinurie)®3.
La protéine ainsi solubilisée présentait une activité catalytique équivalente a 50% de la
protéine AGT sauvage, alors que l'activité du variant est inférieure a 10% de celle de
la protéine sauvage en I'absence de traitement. Cependant, I'efficacité de cette drogue
dans la réduction de la production d’oxalate reste a confirmer.

e. Enzymes de dégradation de I'oxalate

Comme nous l'avons évoqué précédemment, 1'oxalate ne peut pas étre
métabolisé par les mammiferes, et c’est ce qui constitue la raison de ’'accumulation de
cette molécule dans leurs hépatocytes. Cependant, d’autres formes de vie sont
pourvues d’enzymes capables de dégrader 1"oxalate en produisant des métabolites non
toxiques pour I'Homme, et seraient donc potentiellement utiles au traitement des
hyperoxaluries primitives.
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L’organisme le plus étudié correspond a Oxalobacter formigenes, une bactérie
anaérobie commensale dépendante de 1'oxalate en tant que source de carbone et
d’énergie?0? (Figure 22). Outre ses facultés de métabolisation de I’oxalate, de nombreux
tests effectués chez des animaux (souris et rats) indiquent que la bactérie favorise la

sécrétion d’oxalate depuis le plasma vers le colon, par activation du transporteur
SLC26A6203-205,
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Figure 22. Principales étapes du métabolisme de 1’oxalate vers le formate et le 3-phosphoglycérate
chez Oxalobacter formigenes (d’apres Stewart et al., 2004)%. Environ 99% du carbone issu de I’oxalate
est converti en formate et en CO,. Les 1% restants entrent dans la voie de biosyntheése du 3-
phosphoglycérate.

O. formigenes appartient au microbiote intestinal des étres humains??7, et il a été
mis en évidence qu'un défaut de colonisation intestinale par cette bactérie constitue
un facteur de risque de néphrolithiase oxalo-calcique récurrente idiopathique20820°. De
plus, plusieurs études ont révélé que I'excrétion wurinaire d’oxalate est
significativement inférieure chez les patients néphrolithiasiques colonisés par la
bactérie, en comparaison de ceux qui en sont dépourvus?10-212, Ces observations
prometteuses ont encouragé la communauté scientifique a étudier les effets d’une
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administration du commensal dans le cadre du traitement des hyperoxaluries
primitives.

Une étude de principe a été réalisée chez le modele murin Agxt1--: 'inoculation
d’O. formigenes s’est révélée satisfaisante, s'illustrant par une réduction de 50% du taux
plasmatique et de l'excrétion urinaire d’oxalate, en comparaison des animaux non
traités?®. Chez I'Homme, une premiére étude publiée en 2002 a montré une réduction
de 40% de I'excrétion urinaire d’oxalate et du ratio oxalate/créatinine chez 4 sujets
sains non colonisés par O. formigenes, apres administration orale simultanée d’une
charge importante d’oxalate et d’'un inoculum d’environ 5.10'0 bactéries (sujets
controles : ingestion de I’oxalate sans inoculum bactérien)?!3.

Cependant, ces résultats doivent étre nuancés par des études cliniques récentes
de phase II/III de plus grande envergure (cohortes de 42 patients en 2011214 et 36
patients en 201821%), randomisées et en double aveugle, effectuées chez des individus
hyperoxaluriques. Au cours de ces études, les patients ont recu des doses quotidiennes
d"une (en 2011) ou deux (en 2018) capsules contenant 1.107 colony forming units de O.
formigenes lyophilisées ou un placebo pendant 24 semaines. Bien que les traitements
aient été bien tolérés, aucune de ces deux études n’a mis en évidence de réduction
significative de 'excrétion urinaire d’oxalate par rapport au placebo. Une nouvelle
formulation du produit, plus concentrée et présentant un délai d’action plus court, est
actuellement la cible d'une étude clinique multicentrique de phase III, qui devrait
inclure 22 patients hyperoxaluriques?15216,

Une autre voie de dégradation est également étudiée, impliquant 1'enzyme
oxalate décarboxylase dérivée de la souche bactérienne Bacillus subtilis?7, qui est
fréquemment retrouvée dans les sols. Cette enzyme, administrée par voie orale sous
forme recombinante, est capable de dégrader 1'oxalate présent dans le tractus gastro-
intestinal, et a permis de réduire significativement (jusqu’a 50%) 1'excrétion urinaire
d’oxalate chez la souris Agxt17/218. Cet effet bénéfique a été corroboré par une étude
clinique de phase I, randomisée versus placebo et en double aveugle, réalisée chez 30
volontaires sains rendus hyperoxaluriques par ingestion d"un régime riche en oxalate
et pauvre en calcium : les individus ayant recu I'oxalate décarboxylase ont présenté
une réduction significative (bien que modeste) de I'excrétion urinaire d’oxalate par
rapport aux individus ayant requ le placebo (excrétion de 67.2 + 18.8 mg versus 80.5 +
27.4 mg oxalate/jour, soit une réduction de 17%)?!°. Une nouvelle étude clinique, de
phase II, est actuellement en cours pour évaluer la sécurité et lefficacité de
I'administration de I'oxalate décarboxylase chez des patients adultes et pédiatriques
(agés de plus de 12 ans) souffrant d’hyperoxalurie primitive ou d’origine entérique,
constituant une cohorte totale d"une vingtaine de participants?20-221.
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Chacune des thérapies alternatives évoquées précédemment a été traitée
individuellement ; cependant, il semble raisonnable d’imaginer que, lorsque ces
thérapies auront été validées cliniquement pour une utilisation chez les patients, elles
pourront étre combinées, entre elles et/ ou avec le support des mesures conservatives,
afin d’obtenir une restauration du métabolisme hépatique du glyoxylate et un
maintien de la fonction rénale suffisants pour supplanter toute nécessité de
transplantation, y compris chez les phénotypes hyperoxaluriques les plus séveres.
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Chapitre 2 :
Développement d'une stratégie de
médecine régénérative
pour le traitement de
I’hyperoxalurie primitive de type 1
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Dans le cadre de notre projet de recherche, nous avons envisagé la mise au point
d’une approche de médecine régénérative pour le traitement de l’hyperoxalurie
primitive de type 1, consistant en la génération d’hépatocytes-like autologues
génétiquement modifiés. Ce choix fut motivé par la découverte fondamentale des
capacités de reprogrammation des cellules somatiques en cellules souches
pluripotentes induites, associée aux progres considérables réalisés ces derniéres
années dans le développement des outils de thérapie génique.

Dans cette partie, nous nous intéresserons a la génération des cellules souches
pluripotentes induites et a leur différenciation en hépatocytes-like, puis nous
aborderons les approches de modification ciblée du génome étudiées lors de cette
theése.

[- Obtention et différenciation des cellules souches
pluripotentes induites

A. Reprogrammation de cellules somatiques différenciées en
cellules souches pluripotentes induites

i. Emergence du concept de reprogrammation des cellules somatiques

L’origine de tout étre vivant eucaryote multicellulaire correspond a la formation
d’un zygote, issu de la fusion de deux gametes male et femelle. Le zygote est une
cellule souche « totipotente », possédant un potentiel de division (appelé auto-
renouvellement) illimité et capable de se différencier en I'ensemble des cellules de
'organisme. Cette cellule souche est dotée de la faculté de développer a elle seule un
organisme entier, ainsi que les annexes embryonnaires nécessaires a la croissance
prénatale de ce dernier.

Le développement de I'organisme s’effectue grace a la division du zygote en
cellules filles, qui se spécialisent graduellement en cellules souches pluripotentes,
multipotentes et unipotentes, en perdant a chaque étape une partie de leur potentiel
de division et de différenciation envers les cellules qui composent les tissus, pour
aboutir a une cellule mature totalement différenciée. Dans un contexte physiologique,
ce processus de développement est irréversible, ce qui permet de maintenir I'intégrité
de I'architecture de 1’organisme ; il peut étre comparé a une bille dévalant une pente,
depuis I'état de cellule souche jusqu’a un stade cellulaire physiologiquement mature,
comme cela a été représenté par Conrad Waddington au milieu du vingtiéme siecle??
(Figure 23 ; désigné par 1'étape de « maturation », sur la figure).

Cependant, le dogme de la linéarité de la spécialisation des cellules souches a été
rapidement remis en question, grace au succes majeur de 1'expérience menée par Sir
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John B. Gurdon en 1962, correspondant au clonage de I'amphibien Xenopus laevis par
transfert du noyau d"une cellule somatique différenciée dans un ovocyte énucléé?23. La
naissance du premier mammifére cloné par ce processus a la fin du vingtieme siecle,
une brebis nommée Dolly, a confirmé que la « programmation » des cellules pouvait
étre modifiée, y compris chez les mammiferes??.

Les acteurs responsables de la plasticité de la programmation cellulaire, appelés
facteurs de transcription (protéines régulatrices de I'expression des genes), ont été mis
en évidence pour la premiere fois en 1987 par Davis et al. au cours d’une expérience de
transdifférenciation cellulaire: l'équipe a montré que l'induction de la seule
expression du « facteur de différenciation myogénique 1 » était capable de convertir
des fibroblastes (cellules principales du tissu conjonctif) en précurseurs des fibres
musculaires ou myoblastes stables, exprimant de fagon caractéristique la myosine, une
protéine nécessaire a la contraction des cellules musculaires??>.

C'est sur la base de ces découvertes que le concept de cellule souche
pluripotente induite, détaillé dans la partie suivante, a été développé.

pluripotency

direct reprogramming
(trans-differentiation)

Figure 23. Modification du devenir des cellules au sein du paysage épigénétique de Waddington
(d’apres Ohnuki and Takahashi, 2015)22. Les cellules souches pluripotentes (représentées en jaune, au
sommet) correspondent a la premiere étape de spécialisation du zygote. Elles sont présentes
uniquement chez I'embryon, et peuvent se différencier en tout type cellulaire d'un organisme (bille
verte) via un statut intermédiaire de progéniteur (bille bleu clair, a gauche), au cours du développement
embryonnaire ou d'un processus de différenciation in vitro. La reprogrammation directe, ou
transdifférenciation, correspond a la conversion d’une lignée cellulaire différenciée (bille verte) vers une
autre lignée (bille rose) grace a I'induction de I'expression de facteurs de transcription spécifiques de
tissus, en outrepassant le statut de progéniteur. Enfin, la reprogrammation (ou rajeunissement
cellulaire) correspond & une dédifférenciation de la cellule spécialisée (bille violette) vers un statut de
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cellule souche pluripotente, via I'implication de progéniteurs (bille bleu foncé, a droite). Cette figure a
été adaptée, par ses auteurs, de la représentation originale de Waddington??2.

ii. Génération et culture des cellules souches pluripotentes induites
humaines

La mise au point des cellules souches pluripotentes induites (ou induced
Pluripotent Stem Cells, iPSCs) tient son origine dans une expérience menée par deux
chercheurs, Shinya Yamanaka et Kazutoshi Takahashi, qui ont entrepris d’identifier
les génes impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules souches
embryonnaires murines. Leurs recherches, essentiellement bibliographiques, ont
mené a une liste de 24 facteurs de reprogrammation candidats. Ils ont ensuite
développé une méthode de criblage afin d’identifier la capacité de ces facteurs,
exprimés seuls ou en combinaisons, a induire un statut de pluripotence chez des
cellules somatiques différenciées, se manifestant par l'apparition dune résistance

cellulaire a I'antibiotique généticine, également appelé G4182?’ (voir Figure 24).

G418 sensitive Cellular G418 resistant
reprogramming

MEF ES like cells
SO0 ] Fex15 g }Qooc Fbx15
-geo -geoK )OO‘/
promote 7<>OOC promoterB 9
Retroviral
infection
with
24 candidate
factors
]
03058
%00 040
09,0’

Figure 24. Stratégie de criblage des facteurs de reprogrammation candidats (d’aprés Omole and
Fakoya, 2018)228. Une cassette de résistance au G418 « B-geo », correspondant a la fusion des genes de
la p-galactosidase et de résistance a la néomycine, a été insérée au sein du géne Fbx15 de fibroblastes de
souris, ce dernier étant spécifiquement exprimé au sein des cellules souches embryonnaires murines et
des embryons a un stade de développement précoce. La présence de la construction « Fbx15 promoter-p-
geo » au sein du génome confere a la cellule correspondante une résistance au G418 dépendante de
'expression du promoteur du gene Fbx15, ce qui permet de sélectionner les cellules engagées dans un
processus de reprogrammation vers un état de pluripotence. Les facteurs de reprogrammation
candidats a l'induction de cet état de pluripotence ont été administrés aux cellules fibroblastiques

87



différenciées a l'aide de vecteurs oncorétroviraux. Abréviations : MEF, Mouse Embryonic Fibroblast ;
ES like cell, Embryonic Stem-like cell.

Plusieurs séries consécutives de sélection ont permis aux deux chercheurs de
mettre en évidence que la combinaison des seuls facteurs Oct3/4, Sox2, KLF4 et c-Myc,
couramment appelée OSKM, était suffisante a la reprogrammation de cellules murines
différenciées en « cellules souches embryonnaires-like », qu’ils ont nommées cellules
souches pluripotentes induites. Pour cette découverte, Shinya Yamanaka a regu en
2012 le Prix Nobel de Physiologie ou Médecine, conjointement a Sir John B. Gurdon.
La possibilité de reprogrammation de cellules somatiques humaines par ce processus
a été confirmée un an plus tard3l.

La caractérisation des iPSCs générées par les facteurs OSKM a révélé que ces
cellules étaient hautement similaires aux cellules souches embryonnaires, en termes
de morphologie, capacités de prolifération, profil d’expression génique (dont celui des
antigenes de surface cellulaire), statut épigénétique des geénes spécifiquement
exprimés par les cellules pluripotentes, activité des télomérases et capacité de
différenciation en cellules issues de chacun des trois feuillets embryonnaires
(mésoderme, ectoderme et endoderme), cette derniere correspondant au critéere le plus
significatif de la pluripotence des cellules (voir Figure 25 ; exemple des cellules
humaines).
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Figure 25. Caractérisation des iPSCs humaines (d’aprés Takahashi et al., 2007 et Thomson et al.,
1998)131.229, (A, B, C et D) Comparaison de la morphologie des iPSCs humaines (C et D) avec celle des
cellules souches embryonnaires humaines (A et B). Dans chaque catégorie, les cellules croissent en
colonies monocouches a bords définis et lisses (A et C). A plus fort grossissement, on distingue
typiquement un large noyau ne laissant place qu’a une faible zone cytoplasmique (B et D). Les cellules
situées en arriére-plan correspondent a des fibroblastes embryonnaires murins, qui exercent la fonction
de cellules nourriciéres des cellules pluripotentes cultivées in vitro. Barres d’échelle : A =100 pm, B =
50 ym, C = 200um, D = 20 um. (E, F, G et H) Les iPSCs humaines expriment les marqueurs
embryonnaires spécifiques TRA-1-60 et TRA-1-81 (Keratan Sulphate-Related Antigens) et SSEA-3 et -4
(Stage-Specific Embryonic Antigens). Barres d’échelle = 100 um. (I) Apres injection sous-cutanée au sein
de souris immunodéficientes, les iPSCs présentent la capacité de former des tératomes, qui
correspondent a des tumeurs bénignes constituées d’un entremélement anarchique de cellules dérivées
des trois feuillets embryonnaires endoderme (tissu épithélial intestinal), mésoderme (muscle, tissu
adipeux et cartilage) et ectoderme (épiderme et tissu neural).

La mise au point des iPSCs a constitué une véritable révolution dans le domaine
de la médecine régénérative : ces cellules présentent des capacités de prolifération
considérables, elles peuvent étre produites de facon autologue (ce qui limite les
problemes immunitaires de compatibilité de greffe et outrepasse la nécessité dun
donneur de cellules) et sont potentiellement capables de se différencier en 1'ensemble
des cellules constituant les tissus de I’organisme humain. De plus, la technologie iPSC
semble universelle, ces cellules pouvant étre obtenues chez de nombreuses especes
(humaine'®, murine?”’, porcine?®® ou simienne?’! par exemple) a partir d'une
multitude de cellules différentes telles que les fibroblastes (dans la majorité des cas),
mais aussi les lymphocytes B matures, les cellules épithéliales gastriques, les cellules
hépatiques, les progéniteurs neuraux, les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules [3-
pancréatiques et les adipocytes?32-238,

La généralisation de l'utilisation des iPSCs a cependant nécessité la réalisation
d’améliorations du protocole d’obtention initial de ces cellules, qui se heurtait a trois
obstacles principaux : une faible efficacité de génération des cellules, correspondant a
environ 1 cellule reprogrammée sur 10 000 cellules transduites!31:227239,240 ; une forte
propension a la tumorigénese, notamment liée a la surexpression du facteur c-
Myc? et une faible efficacité de différenciation des cellules iPSCs en cellules
somatiques, consécutive a la surexpression a long terme des facteurs de
reprogrammation intégrés dans le génome des iPSCs?4l. Ces limitations ont été
progressivement surmontées grace a la modification des méthodes de
reprogrammation des cellules, que nous évoquerons dans les paragraphes suivants.
Nous nous intéresserons ensuite a I'évolution des protocoles de culture des iPSCs, qui
ont également contribué a la diffusion a grande échelle de la technologie.
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a. Méthodes de reprogrammation des iPSCs
1. Les facteurs de reprogrammation

La combinaison originale de reprogrammation des cellules somatiques en iPSCs,
couramment appelée OSKM, est constituée de facteurs impliqués dans la pluripotence et
'auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires. Aprés une bréve présentation
de chacun de ces facteurs, nous aborderons les différentes modifications apportées a cette
combinaison en vue d'une amélioration du processus de reprogrammation, bien que le
standard reste aujourdhui I'introduction des quatre facteurs de Yamanaka.

Les facteurs Oct3/4 (Octamer-binding transcription factor 4, également appelé
POUS5F1 pour POU domain, class 5, transcription Factor 1) et Sox2 (SRY [Sex determining
Region of Y]-box 2) sont des facteurs clés du développement embryonnaire, et leur
expression est critique pour le maintien de la pluripotence des cellules souches
embryonnaires?42243. Oct3/4 et Sox2 présentent notamment la capacité de se complexer
pour former des hétérodimeres stimulant I'expression du facteur Nanog, par liaison a la
séquence ADN de son promoteur?#4. Ce dernier facteur, bien que non nécessaire a
l'initiation du processus de reprogrammation, est indispensable au maintien de la
pluripotence des cellules?4>-246,

KLF4 (Kruppel-like factor 4) est un facteur majeur de l'auto-renouvellement des
cellules souches embryonnaires, et il est impliqué dans de nombreux processus tels que le
développement, la prolifération, la différenciation et 1'apoptose cellulaires?¥”. Il est
également capable d’'interagir avec les complexes Oct3/4-Sox2 pour réguler I'expression
d’autres facteurs tels que Leftyl, qui est impliqué dans 1'équilibre entre auto-
renouvellement et différenciation des cellules souches embryonnaires?48.

Le facteur c-Myc, quant a lui, est un proto-oncogene associé a la régulation du cycle
cellulaire, de la prolifération et de 'apoptose?#%.250. Bien que les propriétés catalytiques de
ce facteur sur l'efficacité et la vitesse de reprogrammation cellulaire soient reconnues,
I'induction de sa surexpression dans les protocoles de génération des iPSCs est
controversée a cause de son potentiel oncogénique.

Le remplacement de c-Myc, ainsi que la nécessité d’une amélioration globale de
Iefficacité de reprogrammation ont constitué deux moteurs principaux dans I'entreprise
d’études destinées a évaluer le potentiel activateur ou inhibiteur de différents facteurs sur
la génération des iPSCs (Tableau 5). Ces facteurs, correspondant a des protéines (facteurs
de transcription), des ARN non codants et de petites molécules, peuvent étre classés en
trois catégories en fonction de leur mécanisme d’action : facteurs associés a la
pluripotence, régulateurs du cycle cellulaire et modificateurs du statut épigénétique. Des
exemples représentatifs de chacune de ces catégories seront proposés dans les
paragraphes suivants.
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Reprogramming Function Effect on References
factors pluripotency
Transcription factors
Oct4 Maintenance of pluripotency ~ + Takahashi et al. (2007)
and self-renewal
Sox2 Maintenance of pluripotency  + Takahashi et al. (2007)
and self-renewal
Kif4 Maintenance of pluripotency  + Dang, Pevsner & Yang (2000),
and self-renewal Nakatake et al. (2006) and
Guo et al. (2009)
c-Myc Maintenance of self-renewal + Takahashi et al. (2007)
Lin28 Maintenance of pluripotency,  + Yu et al. (2007) and Buganim et al.
translational enhancer, (2012)
inhibits let7
Nanog Maintenance of pluripotency ~ + Yu et al. (2007) and Buganim et al.
and self-renewal (2012)
Sall4 Maintenance of pluripotency  + Tsubooka et al. (2009) and Buganim
and self-renewal et al. (2012)
Utfl Maintenance of pluripotency  + Zhao et al. (2008) and Buganim et al.
(2012)
p33 Induces senescence, tumor - Kawamura et al. (2009), Marion et al.
suppressor (2009), Utikal et al. (2009b),
Hong et al. (2009) and Banito et al.
(2009)
p21 Induces senescence, tumor + Hong et al. (2009), Banito et al. (2009)
suppressor and Li et al. (2009a)
MDM2 P53 inhibitor + Hong et al. (2009)
REM2 p53 inhibitor + Edel et al. (2010)
Cydin D1 Stimulates E2F/G1-S cell cyde  + Edel et al. (2010)
transition
SV40 large T antigen Inhibits p53 tumor + Mali et al. (2008)
suppression
DOTIL Histone H3K79 = Onder et al. (2012)
methyltransferase
MBD3 Histone deacetylation, - Rais et al. (2013)
chromatin remodeling
Sirt6 Chromatin remodeling/ + Sharma et al. (2013)
telomere maintenance
RCOR2 Facilitates histone + Yang et al. (2011)
demethylation
Non-coding RNA
miR367 Inhibits EMT Anokye-Danso et al. (2011)
LincRNA-ROR Regulates expression of core + Loewer et al. (2010), Wang et al.
transcriptional factors (2013), Melton, Judson & Blelloch
(2010) and Worringer et al. (2014)
miR302 Inhibits EMT/stimulates octd ~ + Anokye-Danso et al. (2011), Lin et al.
expression (2010, 2011) and Subramanyam
et al. (2011)
miR766 Inhibits Sirt6 - Sharma et al. (2013)
miR200c Inhibits EMT/TGF pathway  + Miyoshi et al. (2011)
miR369 Inhibits EMT/TGFP pathway  + Miyoshi et al. (2011)
miR372 Inhibits EMT/TGFP pathway  + Subramanyam et al. (2011)
Let7 Regulates expression of core - Loewer et al. (2010), Wang et al.
transcriptional factors and (2013), Melton, Judson & Blelloch
prodifferentiaion genes (2010) and Worringer et al. (2014)
Small molecules
Vitamin C Alleviates cell senescence/ = Wang et al. (2011), Esteban et al.
antioxidant (2010) and Chung et al. (2010)
Valproic acid Inhibits histone deacetylases + Huangfu et al. (2008a)
CHIR99021 GSK3-inhibitor + Li et al. (2009b)
Pamate Lysine-specific demethylase 1~ + Li et al. (2009b)
inhibitor
BIX-01294 Methyltransferase G9a + Feldman et al. (2006) and
inhibitor Shi et al. (2008)
5-Azacytidine DNA methyltransferase + Huangfu et al. (2008a)
inhibitor
Trichostatin A Inhibits histone deacetylases + Huangfu et al. (2008a)
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Tableau 5. Evaluation du potentiel d’induction de la reprogrammation chez différents facteurs
(d’aprés Omole and Fakoya, 2018)2%8. Les symboles « + » et « - » indiquent respectivement un effet
activateur et inhibiteur du facteur correspondant sur la reprogrammation. Abréviations: EMT,
transition épithélio-mésenchymateuse ; lincRNA, large ARN non-codant intergénique ; miR, micro
RNA.

Facteurs associés a la pluripotence cellulaire

La plupart des facteurs de transcription testés dans la reprogrammation des
cellules somatiques, tels que les facteurs originaux Oct3/4 et Sox2, sont associés au
maintien de la pluripotence cellulaire et exprimés durant le développement
embryonnaire. Il a été montré que 1'expression d’autres facteurs de ce type pouvait
améliorer l'efficacité de la reprogrammation obtenue avec la combinaison OSKM, et
méme remplacer certains facteurs de cette combinaison (notamment le facteur c-Myc)
dans 1'objectif d’améliorer la sécurité du processus.

Il a ainsi été révélé que "association d’une activation de LincRoR (impliqué dans
la régulation de Oct3/4, Nanog et Sox2) et d’une répression de Let7 (inhibiteur des
facteurs de reprogrammation c-Myc, Lin28 et Sall4) était bénéfique au processus de
génération des iPSCs, et que l'inhibition de Let7 pouvait supplanter efficacement
I'expression du facteur c-Myc251-253,

De méme, il a été mis en évidence que les facteurs Nanog et Lin28 (régulateur
post-transcriptionnel de genes impliqués dans le développement et 1'auto-
renouvellement des cellules souches embryonnaires) peuvent respectivement se
substituer a KLF4 et c-Myc?¥, tandis que l'association des microARNs miR302,
miR367, miR369, miR372 et miR200c, qui sont des cibles directes des facteurs Oct3/4
et Sox2, semble capable de remplacer l'intégralité de la combinaison OSKM dans la
génération des iPSCs?4,

Facteurs régulateurs du cycle cellulaire

Parallelement a leur engagement vers le stade de pluripotence, les cellules
somatiques acquierent la capacité de proliférer indéfiniment. Cette capacité est
inhérente aux iPSCs, et il a été estimé que sa potentialisation pourrait étre bénéfique a
I'efficacité de la reprogrammation.

Dans cet objectif, un acteur clé de la régulation du cycle cellulaire, le facteur p53,
a été particulierement étudié dans le cadre de la génération des iPSCs. Cette protéine
présente un role de suppresseur de tumeur, par ses fonctions d’inhibition de la
prolifération et de promotion de la sénescence cellulaire (processus de vieillissement
physiologique des cellules) ; ceci implique que I'expression de p53 se caractérise par
un important effet inhibiteur sur lefficacité de reprogrammation des cellules
somatiques?®>25%¢, Plusieurs études de dédifférenciation cellulaire menées en présence
d’inhibiteurs de p53 (tels que le large antigene T du virus simien 40, la GTPase Rem2
et I'ubiquitine ligase Mdm?2) ont permis de lever cet obstacle, et ont conduit a une
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augmentation significative de l'efficacité de la reprogrammation?>>2%7.258, De méme, il
a été montré que l'association des facteurs OSKM a Nanog et Lin28 permettait une
réversion de l'état de sénescence cellulaire induit par p53, s’illustrant par la
reprogrammation de fibroblastes humains centenaires ou sénescents en iPSCs
pourvues de caractéristiques semblables aux cellules souches embryonnaires
humaines?°.

Il faut cependant noter que, bien qu’efficace, la régulation a la baisse de la voie
P53 peut étre associée a une perte de controle de la prolifération cellulaire conduisant
potentiellement & une transformation tumorale des cellules reprogrammées. Cet
aspect est a prendre en considération lors de la mise en ceuvre des protocoles de
dédifférenciation cellulaire.

Facteurs modificateurs du statut épigénétique

La reprogrammation de cellules somatiques en iPSCs est caractérisée par des
modifications épigénétiques affectant le remodelage de la chromatine. Ce dernier étant
considéré comme une étape limitante du processus de reprogrammation, la
modulation de l'épigénétique a visée de dédifférenciation cellulaire a fait I'objet de
nombreuses études.

La méthylation de ' ADN et des histones a notamment été étudiée, et il a été
montré qu’une inhibition de ces processus par la 5-azacytidine (pour '’ADN) et la
molécule BIX-01294 (pour les histones) favorisait le processus de reprogrammation, le
facteur BIX-01294 étant méme capable de faciliter la dédifférenciation cellulaire en
présence d’Oct3/4 et KLF4 seulement?0261. De méme, la vitamine C semble favoriser
la génération d’iPSCs en induisant une déméthylation de ’ADN par stimulation de
l'activité des histones déméthylases KDM2A et KDM2B262.263,

La modulation de l'acétylation des histones présente également un intérét, car
plusieurs études ont révélé que I'utilisation d’inhibiteurs d"histones désacétylases, tels
que la trichostatine A et l'acide valproique, favorisait la reprogrammation de
fibroblastes embryonnaires murins, 1'acide valproique étant méme capable de
promouvoir la dédifférenciation des cellules en présence d’Oct3/4 et Sox2 seuls261,264,

Outre le type de facteurs utilisés, les vecteurs et la catégorie moléculaire (ADN,
ARN, protéine) des facteurs administrés ont profondément évolué, comme nous allons
le découvrir dans le chapitre suivant.

2. Les modes d’administration des facteurs de reprogrammation

De nombreuses méthodes ont été utilisées au cours de ces dix dernieres années

pour introduire les facteurs de reprogrammation au sein des cellules somatiques. Elles

peuvent étre regroupées en deux catégories en fonction de I'implication ou non d"une
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intégration des séquences d’expression des facteurs de reprogrammation exogenes au
sein du génome hote. Il faut noter que l'expression des facteurs exogenes est
uniquement nécessaire a l'induction de la dédifférenciation cellulaire ; une fois le stade
d’iPSCs atteint, les caractéristiques de pluripotence et d’auto-renouvellement des
cellules sont maintenues par l'expression des facteurs endogenes associés a ces
fonctions. De ce fait, la plupart des protocoles actuels recommande I'utilisation de
méthodes non intégratives d’administration des facteurs, préférables a la sécurité du
processus de reprogrammation et a l'efficacité de la différenciation ultérieure des

iPSCs.

2.1. Systemes intégratifs

2.1.1. Approches virales

Les vecteurs oncorétroviraux correspondent aux premiers vecteurs utilisés pour
administrer les facteurs de reprogrammation conduisant a la génération des
iPSCs131.227, rapidement suivis par 'emploi de vecteurs lentiviraux?1.265, Ce sont des
systemes d’administration de transgenes efficaces, mais leur caractere intégratif, qui
peut étre avantageux dans certains protocoles de thérapie génique, pose deux
problémes majeurs dans le cadre de la reprogrammation cellulaire. Tout d’abord, le
caractere aléatoire de leur intégration dans le génome peut conduire a la survenue de
mutations insertionnelles qui sont susceptibles d’agir en synergie avec le caractere
prolifératif des facteurs de reprogrammation administrés, et conduire a la
transformation des cellules souches vers un état tumorigene??. De plus, il est possible
que l'extinction de I'expression des vecteurs, qui s’opere généralement une fois le stade
d’iPSCs atteint?%%, ne soit pas optimale, ce qui rend difficile la différenciation ultérieure
des iPSCs vers une lignée somatique déterminée?41.

Plusieurs modifications ont été apportées a ces systemes dans 1'objectif de réduire
les effets déléteres de 'intégration des génomes viraux et d’améliorer le controle de
I'expression des transgenes. Parmi elles, la création de vecteurs oncorétroviraux?” et
lentiviraux268269 polycistroniques a permis I’administration de I’ensemble des facteurs
de reprogrammation par un seul vecteur (contrairement a 1'utilisation initiale d"un
type de vecteur par facteur de reprogrammation), ce qui a conduit a une réduction du
nombre d’intégrations génomiques nécessaires au processus de reprogrammation, et
ainsi a une amélioration de l'efficacité et de la sécurité du processus. De méme,
I'utilisation de systemes excisables (tels que Cre/loxP)?”0 et inductibles (dépendants
de I'administration de tétracycline ou de doxycycline)?”1272 ont permis une meilleure
maitrise de I'expression des transgenes.
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2.1.2. Approches non virales

La principale alternative intégrative a I'emploi des vecteurs viraux dans le cadre
de la génération des iPSCs consiste a utiliser le systéme des transposons, qui
correspondent a des séquences d’ADN mobiles associées a une enzyme, la
transposase, qui est responsable de l'intégration génomique des transposons?’s.
L’administration des facteurs de reprogrammation par cette approche s’avere efficace,
al'image des taux de 0,024 0,05% de reprogrammation rapportés lors de la génération
d'iPSCs a partir de fibroblastes humains?4275. En outre, une fois le processus
d’induction de la reprogrammation achevé, ce systéme permet d’exciser les facteurs
exogenes et d’éviter ainsi les contraintes de leur expression a long terme. Cependant,
il faut noter que l'excision des éléments transposables peut s’avérer imparfaite, en
particulier si I'on considére 1"utilisation du systeme Sleeping Beauty, qui implique une
conversion du site 5’-TA-3" d’intégration en la séquence 5-TAG(T/A)CTA-3" apres

excision?76,

2.2. Systemes non intégratifs

2.2.1. Approches virales

En 2008, fut rapportée la premiere génération d'iPSCs dépourvues de toute
intégration transgénique, dérivées de cellules hépatiques murines a 'aide de vecteurs
d’expression adénoviraux?”; l'expérience fut reproduite au sein de fibroblastes
humains un an plus tard?8. Cependant, 'efficacité de reprogrammation induite par
I'utilisation de ces vecteurs s’est révélée faible par rapport a celle des vecteurs viraux
intégratifs.

Actuellement, le vecteur viral non intégratif le plus utilisé dans la
reprogrammation de cellules somatiques correspond au vecteur Sendai. Les virus
Sendat (SeV) sont des virus enveloppés non intégratifs appartenant a la famille des
Paramyxoviridae. Ces virus sont non pathogenes pour 'Homme et ils se caractérisent
par un haut niveau d’expression génique et une excellente efficacité d’infection au
sein des cellules quiescentes et en division, ce qui les rend particulierement attractifs
en tant que vecteurs de transgenes?”3. Le génome des SeV est constitué d'une séquence
d’ARN négative monocaténaire linéaire et non segmentée de 15 kb, composée de 6
genes majeurs (voir figure 26). Trois de ces génes codent pour les protéines virales
nucléoprotéine (NP), phosphoprotéine (P) et large protéine (L) qui forment un
complexe ribonucléoprotéique avec I"ARN génomique viral nécessaire a la
transcription et a la réplication du génome. La protéine de matrice (M) est responsable
de l'assemblage des particules virales, tandis que les deux protéines d’enveloppe
hémagglutinine-neuraminidase (HN) et protéine de fusion (F) participent
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respectivement a l'attachement cellulaire des virions (via une reconnaissance des
résidus acides sialiques membranaires) et a la pénétration des complexes
ribonucléoprotéiques au sein des cellules infectées. Ce mode d’infection cellulaire
confere aux SeV un tropisme cellulaire large, les acides sialiques étant communément
exprimés par les cellules mammaliennes?79-282. La réplication du SeV est indépendante
de la fonction nucléaire et s’effectue intégralement dans le cytoplasme cellulaire, sans
recourir a une phase génomique d’ADN ; le SeV est donc incapable d’intégrer son
information génétique au sein du génome de la cellule hote83.284,

Wild-type RNA Sendai virus
3 NP M F L =5

1st generation SeV

2nd generation SeV/AF/Ts

= }—s-

Figure 26. Vectorisation du virus Sendai (d’aprés Bernal, 2013)?7. Les séquences signalées par le
symbole * au sein du vecteur de deuxiéme génération codent pour des protéines thermosensibles.
Abréviations : F, protéine de fusion ; GOI, géne d’intérét ; HN, hémagglutinine-neuraminidase ; L, large
protéine ; M, protéine de matrice ; NP, nucléoprotéine ; P, phosphoprotéine ; SeV, vecteur Sendai ; Ts,
thermosensible ; A, délétion.

Deux principales générations de vecteurs Sendai ont été développées a partir du
virus sauvage (Figure 26).

Dans la premiere génération, le génome du vecteur correspond en tous points a
celui du virus sauvage, a I'exception de I'ajout de la séquence du gene d’intérét entre
I'extrémité 3" du génome et la séquence codant pour la nucléoprotéine. Ces vecteurs
se caractérisent par une expression satisfaisante du transgene mais la conservation de
leur potentiel infectieux, liée a la présence de l'intégralité du génome viral, expose a
des difficultés de controle de la multiplication virale et de sécurité du vecteur, bien que
le virus sauvage ne soit pas pathogéne?”3.

Pour surmonter cette limitation, la seconde génération de vecteurs, qui est
largement utilisée actuellement, présente deux innovations majeures. Tout d’abord, le
génome du vecteur se caractérise par la délétion de la séquence codant pour la protéine
de fusion, ce qui entraine la perte du pouvoir infectieux du vecteur et permet 1'ajout
d'une seconde séquence transgénique?$32%. La seconde innovation consiste en
l'introduction de mutations au sein des séquences de la phosphoprotéine et de la large

97



protéine, ce qui les rend thermosensibles et interfere avec la stabilité des complexes
ribonucléoprotéiques et la réplication virale?®: cette astuce permet de faciliter
I’élimination cellulaire des vecteurs (qui s’effectue normalement de facon naturelle
apres plusieurs passages) en cultivant les cellules hotes pendant quelques jours a une
température de 38°C ou 39°C.

Dans le cadre de la génération des iPSCs, la vectorisation des facteurs de
reprogrammation a l'aide de Sendai s’est révélée treés satisfaisante, permettant la
dédifférenciation de divers types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules
souches hématopoiétiques CD34+ et les lymphocytes T?87-289, avec une efficacité
pouvant atteindre 1,5% de reprogrammation?®.

2.2.2. Approches non virales

L’utilisation de vecteurs a ADN épisomaux non réplicatifs (plasmides ou
« minicircles » - vecteurs dérivés de plasmides dont le squelette bactérien a été
supprimé -) ou auto-réplicatifs (vecteurs circulaires dérivés du virus Epstein-Barr) a
été étudiée en tant qu’alternative non intégrative aux vecteurs viraux. Cependant,
quelle que soit leur nature, ces vecteurs nécessitent le plus souvent plusieurs séries de
transfection cellulaire pour parvenir a une reprogrammation totale, ce qui peut
s'avérer toxique pour les cellules, et leur efficacité de reprogrammation est
insatisfaisante (0,0003-0,005 % )291-294,

La capacité de reprogrammation de facteurs administrés sous forme d’ARN
messagers a également été étudiée dans 1'objectif d’obtenir des iPSCs dénuées de
transgene. Pour cela, plusieurs optimisations ont dii étre effectuées : (i) 'efficacité de
la synthése des ARNm a été augmentée en employant des ARN polymérases dérivées
de bactériophages, telles que la T7 RNA polymerase?® ; (ii) la stabilité des molécules et
I'efficacité de leur traduction ont été améliorées par 'emploi de séquences 5" cap « non
réversibles » (s'insérant systématiquement dans le bon sens sur la molécule
d’ARNm)?%.2%7 et par les substitutions respectives des bases cytidine et uridine par des
molécules de 5-méthylcytidine et de pseudouridine?®, ces derniéres ayant en outre (iii)
la capacité d’inhiber les réactions immunitaires dirigées vers les molécules
d’ARNmM?2%300. Grace a ces modifications, l’administration de facteurs de
reprogrammation sous forme d’ARN messagers s’est révélée trés efficace, jusqu’a
obtenir 4% de reprogrammation de fibroblastes humains apres administration des
tacteurs Oct3/4, Sox2, KLF4, c-Myc et Lin28301-303,

Enfin, la transfection directe de facteurs de reprogrammation sous forme
protéique a été testée, mais le défi constitué par la synthese d’importantes quantités de
protéines bioactives capables de traverser la membrane plasmique s’est avéré
complexe a relever, et seulement de faibles efficacités de reprogrammation (environ
0.001%) ont été rapportées304305,
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Pour résumer cette partie, il semble que les modes d’administration de facteurs
de reprogrammation les plus efficients, en termes d’efficacité de dédifférenciation
cellulaire et de sécurité, soient les vecteurs Sendai et 1"utilisation d”ARN messagers
modifiés, comme cela est illustré dans la figure 27.
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Figure 27. Graphique comparatif de I’efficacité et de la sécurité des méthodes d’administration des
facteurs de reprogrammation actuellement disponibles (d’aprés Bernal, 2013)?73. Les méthodes
intégratives, bien qu’efficaces, se caractérisent par une sécurité médiocre, liée notamment au risque de
mutagénese insertionnelle consécutif a leur intégration ; la sécurité peut étre légerement améliorée grace
aux méthodes excisables (systtme Cre/Lox et transposons). Les techniques non intégratives
d’administration des vecteurs sous forme d’ADN présentent une meilleure innocuité que les
précédentes, mais leur efficacité est faible. Finalement, le meilleur compromis consiste a utiliser les
systémes de reprogrammation basés sur I'administration de molécules d’ARN, qu’elles soient dérivées
de virus (Sendai) ou issues d"une synthese in vitro. Abréviations : modRNA, ARN modifié ; SeV, virus
Sendai.
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b. Culture des iPSCs
1. Culture des iPSCs en colonies

AT origine de leur mise au point, les iPSCs humaines étaient cultivées sous forme
de colonies se développant sur des cellules nourricieres (fibroblastes embryonnaires
murins -ou MEFs- traités a la mitomycine C pour inhiber leur prolifération) favorisant
le maintien des capacités d’auto-renouvellement et de pluripotence des cellules
souches grace a la sécrétion de facteurs de croissances tels que le Transforming Growth
Factor p (TGFp), de cytokines (activine A) et de protéines de la matrice extracellulaire
(laminine et vitronectine)3%. D’autres facteurs, indispensables aux iPSCs et non
sécrétés par les MEFs (tels que le facteur de croissance des fibroblastes bFGF) étaient
apportés par le milieu de culture.

Cette méthode, bien qu’efficace, présente des inconvénients majeurs. Tout
d’abord, I'utilisation de cellules nourriciéres est une source importante de variabilité
des conditions de culture des iPSCs, car elles sécretent les facteurs et protéines
matricielles de fagon inconstante3””. Ce phénomeéne est exacerbé par le traitement
antiprolifératif des cellules qui induit une apoptose précoce, et qui rend en outre la
culture fastidieuse, les MEFs devant étre renouvelés régulierement. De plus, la co-
culture des iPSCs et des MEFs rend difficiles le traitement et l'interprétation de
résultats d’expériences menées sur les iPSCs, les mécanismes d’absorption et de
sécrétion moléculaires des MEFs pouvant interférer avec ceux des cellules souches.
Enfin, de fagon plus générale, 1'utilisation de dérivés animaux en tant que substrats
cellulaires et composants du milieu de culture expose a un risque de contamination
par des pathogenes (virus, mycoplasmes)3830 et a l'apparition de réactions
immunitaires dans la perspective d"une utilisation clinique des iPSCs développées ;
elle rend également plus complexe la production a grande échelle des iPSCs,
notamment a cause du cott et de la faible reproductibilité des dérivés310.

Pour toutes ces raisons, les procédés de génération des iPSCs ont rapidement
évolué vers une meilleure définition des composants du microenvironnement, ainsi
qu'un abandon progressif de 'emploi de dérivés animaux (Figure 28).
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Figure 28. Evolution de la culture des cellules souches pluripotentes induites (d’aprés Lucendo-
Villarin et al, 2016)%1. Les conditions de culture se caractérisent par une définition croissante,
délaissant 'utilisation de cellules nourricieres animales pour se tourner vers 'emploi de substrats
protéiques recombinants ou synthétiques permettant de réduire la variabilité des cellules
reprogrammeées. Les iPSCs sont illustrées par des cellules rectangulaires grises a noyaux roses, tandis
que les MEFs sont représentés par des cellules bleues allongées a noyaux jaunes. Abréviation : ECM,
matrice extracellulaire.

La premiere alternative a la culture d'iPSCs sur cellules nourricieres développée
correspond a l'utilisation de Matrigel™ associé a un milieu conditionné dérivé de
MEFs. Le Matrigel™ est principalement composé de protéines de la matrice
extracellulaire telles que la laminine, le collagéne de type IV, les protéoglycanes de
type héparane sulfate et l'entactine’!?, et il permet de remplacer efficacement la
présence des MEFs. Cependant, cette formule est dérivée de sarcomes murins, et est
donc sujette a une importante variabilité inter-lots et a un risque d’introduction de
contaminants xénogéniques.

L’utilisation de quantités définies de protéines recombinantes, telles que la E-
cadhérine®’ et la vitronectine3# ont constitué un nouveau pas vers la reproductibilité
de la culture des iPSCs, jusqu'au développement de l'utilisation de polymeres
synthétiques (dérivés acryliques et vinyliques) en tant que substrats cellulaires. Ces
polymeres se caractérisent par une stabilité supérieure (notamment lors des processus
de stérilisation) et par un coGt de production plus faible que les protéines
recombinantes®15316, Cette évolution a été réalisée parallelement au développement de
milieux de culture chimiquement définis et dénués de composés xénogéniques, qui
constituent un progres important vers la compatibilité clinique des systemes de
cultures des iPSCs314317,

Outre les composants des systemes de culture, le mode de croissance des iPSCs

a également évolué ces dernieres années, dans le sens d'une facilitation de la
production des cellules a grande échelle. Dans ce registre, nous avons expérimenté, au
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cours de cette thése, la culture des iPSCs sous forme unicellulaire, qui s’avere
beaucoup plus simple et reproductible que leur croissance en colonies.

2. Culture unicellulaire

La culture des iPSCs sous forme unicellulaire s’apparente a celle des lignées
classiques : les cellules se développent en monocouches homogenes qui se densifient
jusqu’a confluence, et peuvent étre décollées a I'aide d’une enzyme (la trypsine), mises
en suspension et ensemencées dans de nouvelles boites de culture a la densité
souhaitée3!® (Figure 29). Ce type de pratique est moins fastidieux que le repiquage
manuel des iPSCs évoluant en colonies, et sa reproductibilité est supérieure. De plus,
les iPSCs obtenues sont plus robustes que les cellules croissant en colonies : elles sont
moins enclines a une différenciation spontanée et leur prolifération est réguliere et
prévisible ; elles semblent donc mieux adaptées a la production de cellules a grande
échelle. En outre, il est possible de développer des clones dérivés de cellules isolées
dans des puits (procédure difficilement réalisable avec les colonies d’iPSCs), ce qui est
tres utile au traitement et a la caractérisation des iPSCs dans le cadre de leur utilisation
en thérapie génique, par exemple.

Figure 29. Cellules souches pluripotentes induites dérivées de fibroblastes humains et cultivées
selon une procédure unicellulaire (d’aprés Asplund et al., 2016)%"°. La morphologie des cellules a
confluence est identique a celle des iPSCs évoluant en colonies. Barre d’échelle = 100 pm.

iii. Applications de la technologie iPSC

Depuis sa mise au point en 2006 a partir de fibroblastes murins, la technologie
iPSC s’est largement répandue a travers le monde, donnant naissance a des
populations reprogrammeées a partir d'une multitude de cellules somatiques saines et
pathologiques. De nombreuses plateformes sont actuellement en mesure de proposer
des services « a fagcon » de création d"iPSCs pour des laboratoires de recherche et des
industriels, notamment en France a Nantes (iPSC Nantes)3?0, a Montpellier (SAFE-
IPS)32! et a Paris (Imagine)3?2. Ces plateformes permettent de faciliter les applications
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de la technologie iPSC, qui a atteint le stade du développement clinique depuis
quelques années.

Le premier essai clinique impliquant les iPSCs a été réalisé en 2014 au Japon, dans
le cadre du traitement de la dégénérescence maculaire liée a I'dge, qui correspond a
une dégradation d"une partie de la rétine (la macula) pouvant mener a la perte de la
vision centrale. Lobjectif de cet essai était d’évaluer 1'innocuité et la faisabilité d’une
implantation de cellules rétiniennes dérivées d'iPSCs autologues au niveau de
I’épithélium rétinien pigmenté. Le premier patient greffé n’a montré aucun signe de
rejet ou d’effet indésirable malgré une absence d'immunosuppression ; cependant, une
interruption précoce de l'essai a da étre réalisée au bout de 6 mois, suite a
'identification de mutations génétiques au sein des iPSCs reprogrammées a
destination d'un second patient, qui étaient absentes des cellules somatiques
parentales de ces iPSCs32.

Un nouvel essai est actuellement planifié pour cette méme pathologie, en
utilisant cette fois des iPSCs allogéniques®?, tandis que l'agence réglementaire des
produits de santé japonaise, la PMDA (Pharmaceuticals and Medical Devices Agency) a
donné son accord pour le lancement de deux autres essais impliquant les iPSCs, a
destination du traitement de la maladie de Parkinson®? et de I'ischémie cardiaque32.

Dans le cadre de 'application de la technologie iPSC a la médecine régénérative
des pathologies hépatiques, qui est I'objet de cette these, il est nécessaire de procéder
a une différenciation des iPSCs en hépatocytes fonctionnels avant de les administrer
chez les patients, pour éviter tout risque de formation de tératome in vivo. Nous
étudierons dans la partie suivante les techniques de différenciation des iPSCs vers la
lignée hépatique, et nous nous intéresserons aux applications des hépatocytes dérivés
d’iPSCs.

B. Différenciation des cellules souches pluripotentes induites en
« hépatocytes-like »

i. Protocole de différenciation hépatocytaire

Au cours des dix derniéres années, de nombreux protocoles ont été établis pour
générer des hépatocytes dérivés d'iPSCs, que nous appellerons « HLCs » pour
Hepatocyte-Like Cells. Les protocoles les plus efficaces correspondent a une
reproduction des étapes du développement hépatique embryonnaire, qui consistent
en la formation d'un endoderme définitif, suivie par sa spécification vers la lignée
hépatique et la formation de progéniteurs hépatocytaires ou hépatoblastes, ces
derniers subissant eux-mémes une derniére étape de maturation en hépatocytes3?7328,
Comme pour la culture des iPSCs, les deux facteurs a prendre en considération dans
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les protocoles de différenciation correspondent aux matrices qui constituent les
supports d’attachement des cellules et aux composants du milieu de culture cellulaire.

La premiere étape de différenciation des iPSCs en HLCs correspond au
développement de I'endoderme hépatique, qui s’effectue en deux phases. La premiere
phase consiste a différencier les iPSCs en endoderme définitif, qui représente le
précurseur le plus précoce de I'ensemble des organes endodermiques incluant le foie,
le pancréas, les poumons, les intestins et la thyroide. Cette phase de différenciation est
réalisée par exposition des iPSCs au bFGF et a deux membres de la famille du TGEp,
qui sont l'activine A et le BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), suivie par une
supplémentation en activine A seule3?9330, Les cellules différenciées en endoderme
définitif acquierent typiquement une morphologie triangulaire, et expriment les
marqueurs Sox17 (SRY [Sex determining Region of Y]-box 17) et Foxa2 (Forkhead box
A2)331 L'exposition ultérieure des cellules endodermiques au bFGF et au BMP4 permet
dans une seconde phase de spécifier I'endoderme définitif vers la lignée hépatique, ce
qui se traduit par l'induction de 'expression du facteur de transcription HNF4a
(Hepatocyte Nuclear Factor 4-alpha), qui se maintiendra dans la suite du
développement332.

La seconde étape de différenciation hépatocytaire correspond a la formation des
progéniteurs hépatocytaires ou hépatoblastes, grace a une supplémentation du milieu
en facteur de croissance HGF (Hepatocyte Growth Factor)333334. Le marqueur le plus
représentatif de cette deuxieme étape correspond a l'expression de l'alpha-
foetoprotéine (aFP), qui est spécifique des hépatocytes primitifs33®.

La formation des HLCs s’effectue finalement suite a la maturation des
progéniteurs hépatocytaires en présence de 1’oncostatine M (cytokine appartenant a la
famille de l'interleukine-6)33¢. A ce stade, les HLCs présentent une morphologie
polygonale a bords sillonnés typique des hépatocytes, et acquierent des fonctions
hépatocytaires telles que la synthése d’albumine, 1’assimilation des LDL (Low Density
Lipoprotein), I'accumulation de glycogéene et 1'expression de différents isotypes du
cytochrome P450330.

Le protocole décrit ci-dessus est résumé dans la figure 30.
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Figure 30. Différenciation hépatocytaire des iPSCs (d’aprés Rashid et al, 2010; Mallanna and
Duncan, 2013 et Si-Tayeb et al., 2010)330337338, (A) Protocole de différenciation des cellules souches
pluripotentes humaines en HLCs. La différenciation des cellules souches embryonnaires et des iPSCs
est ici traitée de fagon indifférenciée, et I'on peut considérer que la morphologie des cellules hépatiques
obtenues est similaire dans les deux cas. Le protocole indique les différents temps d’exposition aux
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cytokines et facteurs de croissance en fonction des étapes de différenciation, ainsi que les milieux de
culture appropriés (RPMI ou HCM). Le supplément B27 correspond a un substitut sérique. La culture
en milieu hypoxique, bien qu’indiquée dans ce protocole, est rarement pratiquée. Barre d’échelle = 100
pum. (B) Evolution de I'expression des marqueurs cellulaires au cours de la différenciation hépatocytaire
d’iPSCs humaines. L'expression du facteur de pluripotence Oct4 laisse place, dés le début de la
différenciation, a celle des marqueurs hépatocytaires endodermiques, primitifs puis matures.
L’expression des protéines est détectée par immunofluorescence. (C) Les HLCs dérivées de cellules
souches pluripotentes induites humaines montrent une activité fonctionnelle caractéristique des
hépatocytes primaires humains, incluant la synthese d’albumine (imunofluorescence), I'accumulation
de glycogene (coloration Periodic Acid Schiff) et 1'assimilation des LDL (incorporation des LDL marquées
a la fluorescéine). Abréviations : AFP, Alpha-FetoProtein ; BMP4, Bone Morphogenetic Protein 4 ; EGF,
Epidermal Growth Factor ; FGF, Fibroblast Growth Factor ; Foxa2 (Forkhead box A2) ; HCM, Hepatocyte
Culture Medium ; HGF, Hepatocyte Growth Factor ; HNF4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4-alpha) ; LDL (Low
Density Lipoprotein) ; Oct4, Octamer-binding transcription factor 4 ; OSM, oncostatine M ; RPMI, Roswell
Park Memorial Institute medium ; Sox17 (SRY [Sex determining Region of Y]-box 2).

En ce qui concerne les matrices de croissance cellulaire, la plupart des
protocoles considere 1"utilisation de Matrigel™339340, bien que 1’emploi de composants
définis de la matrice extracellulaire tels que le collagene®!, la laminine3?, la
fibronectine3¥3 et la vitronectine modifiée3* se généralise, ces composants étant utilisés
seuls ou en combinaison34.

ii. Applications des hépatocytes-like dérivés des iPSCs humaines

Les HLCs constituent potentiellement une source considérable de cellules
hépatiques, pouvant étre obtenues a partir de profils cellulaires et génétiques variés,
et présentant des restrictions éthiques tres limitées. L’ensemble de ces caractéristiques
avantageuses a conduit la communauté scientifique a envisager 1'utilisation des HLCs
en tant que (i) plateforme d’étude de la toxicité et de 1'efficacité de molécules, a
I’échelle de la population humaine ou des patients considérés individuellement dans
un contexte de médecine personnalisée, (ii) modéle cellulaire permettant d’accroitre
notre compréhension des pathologies hépatiques et (iii) source renouvelable de
cellules pour la médecine régénérative. Ces trois aspects sont schématisés dans la
tigure 31, et des exemples d’études réalisées dans chaque domaine seront évoqués
dans les chapitres suivants.
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Figure 31. Applications potentielles des hépatocytes-like dérivés de cellules souches pluripotentes
induites (Roy-Chowdhury et al., 2017)34%, (A) Les cellules somatiques de sujets sains humains peuvent
étre reprogrammeées en iPSCs puis différenciées en hépatocytes induits (iHeps, autre dénomination des
HLCs). Apres vérification du caractere hépatique de leur profil d’expression génique et de leurs
fonctions, les iHeps sains peuvent étre utilisés dans le cadre du criblage de drogue (en particulier dans
les études de métabolisme et de toxicité cellulaire des composés) et a des fins de médecine régénérative,
dans l'objectif d'une transplantation allogénique de cellules saines a des individus atteints de
pathologies hépatiques. (B) 1l est envisageable de reprogrammer des cellules somatiques de patients
souffrant de pathologies hépatiques d’origine génétique en iPSCs et de les différencier en iHeps
également porteurs des mutations morbides. Dans ce cas, les iHeps peuvent servir de modeles
cellulaires pour progresser dans la compréhension des mécanismes des pathologies considérées, et
constituer une plateforme de criblage utile a la découverte de nouvelles drogues thérapeutiques. (C) Les
iPSCs évoquées en (B) peuvent également étre corrigées génétiquement puis différenciées en iHeps
caractérisés par un phénotype cellulaire sain. Ces derniers peuvent alors étre implantés de fagon
autologue chez le donneur afin de traiter la pathologie hépatique considérée sans avoir recours a un
donneur de cellules extérieur.

a. Criblage pharmacologique

1. Etudes métaboliques et de toxicité

Le foie, qui consiste principalement en une population d’hépatocytes, est
caractérisé par une concentration en enzymes métaboliques plus importante que les
autres organes, ce qui lui confére un role central dans le métabolisme des composants
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de I'organisme et des xénobiotiques et I'expose donc aux effets néfastes potentiels de
ces composés et de leurs métabolites intermédiaires. La faible concordance de résultats
existant entre les tests sur modeles animaux et les études cliniques, les capacités
métaboliques médiocres des lignées cellulaires dérivées de carcinomes
hépatocellulaires (HepG2, Huh?) et la faible disponibilité des hépatocytes primaires
ont encouragé les investigateurs a se tourner vers les HLCs en tant que plateforme de
criblage pour les études métaboliques et de toxicité.

Plusieurs études de prédictibilité de la toxicité des drogues réalisées dans des
HLCs dérivées d'iPSCs humaines ont montré des résultats encourageants. Une étude
de toxicité aigué a ainsi rapporté une classification correcte de 24 drogues
hépatotoxiques sur 37 et de 10 drogues non toxiques sur 10 proposées aux cellules34.
Des études de toxicité chronique ont également été effectuées, consistant en
I'administration a doses répétées pendant 14 jours de quatre composés
hépatotoxiques: amiodarone (médicament antiarythmique), aflatoxine bl
(mycotoxine), troglitazone (médicament antidiabétique) et ximelagatran (médicament
anticoagulant). Les HLCs ainsi traitées ont manifesté une sensibilité croissante aux
trois premiers composés, ce qui s’est traduit par le développement d'une
phospholipidose et d'une stéatose (accumulations intracellulaires de lipides)
caractéristiques de la toxicité hépatocellulaire34s.

Outre la prédiction globale de I'hépatotoxicité des drogues, il a été montré que
les HLCs sont capables de refléter les différences interindividuelles du métabolisme.
Ce potentiel a été révélé lors d’études menées au sein de HLCs dérivées d'iPSCs elles-
mémes issues d"hépatocytes de patients « faibles métaboliseurs » pour les isotypes 2C9
et 2D6 du CYP450, qui se caractérisent par une activité réduite de ces isotypes suite a
un polymorphisme de leur gene de structure. En comparaison des cellules controles,
les HLCs et les hépatocytes parentaux « faibles métaboliseurs » se sont montrés
significativement plus résistants au benzbromarone (médicament hypouricémiant
rendu hépatotoxique par métabolisation via le CYP2C9) et plus sensibles a la
desipramine (médicament antidépresseur hépatotoxique rendu inactif par
métabolisation via le CYP2D6)34. L'utilisation des HLCs en tant que modeéles prédictifs
de la sensibilité aux drogues des individus faibles métaboliseurs devrait faciliter la
réalisation d’études de toxicité chez ces profils faiblement représentés dans la
population, et par conséquent dans les cohortes cliniques, mais qui sont
potentiellement plus exposés aux effets néfastes des drogues hépatotoxiques.
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2. Etudes de l'efficacité des drogues

Grace a leur potentiel de modélisation, et selon un rationnel identique a celui des
études toxicologiques, les HLCs dérivées de patients malades peuvent étre utilisées en
tant que plateformes de criblage de l'efficacité de molécules candidates a une
application thérapeutique déterminée.

Une étude de ce type a notamment été réalisée en présence de HLCs dérivées de
patients atteints du déficit en a 1-antitrypsine, qui se manifeste par une accumulation
hépatotoxique de variants mutés de l'a l-antitrypsine et par des complications
pulmonaires liées a la diminution de la concentration plasmatique de la protéine
sauvage. Les cellules ont été utilisées en tant que plateforme de criblage a haut débit
d’une banque de composés employés en clinique (la Johns Hopkins Drug Library), et ont
mené a l'identification de cinq composés capables de réduire I’accumulation cellulaire
de la protéine a 1-antitrypsine mutée30. Cette technologie a également été employée
dans le cadre de I'hypercholestérolémie familiale, une pathologie caractérisée par
I'augmentation de la concentration sanguine en particules de LDL (Low Density
Lipoprotein) véhiculant le cholestérol, qui expose les patients a un risque élevé de
lésions coronariennes. Les HLCs dérivées de patients souffrant de cette pathologie ont
permis, apres exposition a une banque de molécules cliniquement approuvées®!,
d’identifier plusieurs composés permettant de réduire 1'accumulation des LDL par
diminution de la synthése hépatocytaire d'une protéine (I’apolipoprotéine B)
nécessaire a la formation de leurs précurseurs, les VLDL (Very Low Density
Lipoprotein)3>2.

Dans la perspective d’une médecine personnalisée, il a également été montré que
les HLCs étaient capables de reproduire l'influence de l'activité des isotypes du
CYP450 sur l'efficacité de prodrogues (substances pharmacologiques nécessitant une
modification métabolique pour acquérir leur activité). Une étude menée sur le
tamoxiféne, médicament anticancéreux dont l'activité dépend de sa conversion en
endoxiféne par le CYP2D6, a révélé que les hépatocytes primaires de patients faibles
métaboliseurs pour le CYP2D6 et les HLCs dérivées de ces cellules convertissaient
moins efficacement le médicament que les hépatocytes primaires et HLCs controles34.
L’emploi des HLCs pourrait donc constituer un intermédiaire bénéfique a ’adaptation
des traitements chez les patients, en particulier dans le cas du cancer, dont les solutions
thérapeutiques sont caractérisées par une efficacité variable et une toxicité importante.

b. Aide a la compréhension des mécanismes physiopathologiques
Au-dela de leur emploi en tant que plateforme de criblage pharmacologique, les
HLCs dérivées de sujets malades offrent I'opportunité d’étudier les mécanismes

morbides sous-jacents aux pathologies et de progresser dans la compréhension de leur
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survenue et de leur déroulement, pour parvenir potentiellement a I'identification de
cibles thérapeutiques.

Cette technologie a été mise a profit dans le cas du déficit en a 1-antitrypsine,
dont la présentation phénotypique est variable : les patients porteurs d’une méme
mutation du géne causal SERPINAI peuvent présenter une cirrhose hépatique, un
emphyseme pulmonaire, une combinaison de ces deux symptomes ou se révéler
totalement asymptomatiques. Des études réalisées au sein de HLCs dérivées de
cellules de patients souffrant de ce déficit ont permis de mettre en évidence un
catabolisme accéléré chez les sujets ne présentant pas d’atteinte hépatique, conduisant
a la réduction de I'accumulation de la protéine a 1-antitrypsine mutée333. Il a donc été
envisagé que la modulation de la protéostase cellulaire (équilibre de la synthese et de
la dégradation des protéines) pouvait constituer une cible thérapeutique potentielle
pour cette pathologie.

c. Source renouvelable de cellules pour la médecine régénérative

De fagon similaire aux applications précédentes, les HLCs ont été envisagées en
tant qu’alternatives a l'utilisation des hépatocytes primaires dans les protocoles de
médecine régénérative hépatique. L’administration de ces cellules chez les patients
peut étre réalisée selon un procédé allogénique ou autologue ; ces deux aspects seront
discutés dans les chapitres suivants.

1. Transplantation allogénique

La transplantation allogénique de HLCs reproduit la transplantation
« classique » d"hépatocytes primaires : elle consiste a greffer des HLCs dérivées de
sujets sains chez des patients présentant des anomalies hépatiques. Cette procédure
est soumise, comme la transplantation d’hépatocytes, a l'identification de cellules
caractérisées par une compatibilité tissulaire avec le receveur, mais cette recherche est
facilitée par la possibilité de reprogrammation des iPSCs a partir de cellules
somatiques faciles d’acces, telles que les fibroblastes, ce qui élargit 1'échantillon des
donneurs potentiels. En outre, les capacités prolifératives des iPSCs ont permis la
création de banques de cellules présentant un large panel de profils antigéniques, ce
qui engendre une réduction du cott et du temps nécessaires a 1'obtention de cellules
compatibles avec les patients receveurs®435. De nombreuses banques d'iPSCs sont
actuellement en développement a travers le monde, y compris en Europe (European
Bank for induced Pluripotent Stem Cells et StemBANCC), au Japon (Kyoto University Stem
Cell Bank), au Royaume-Uni (HipSci) et aux Etats-Unis (Coriell Institute)3%.

En termes d’application, a titre d’exemple, la transplantation allogénique de
HLCs humaines saines a été rapportée avec succés chez des rats de type Gunn

110



modélisant le syndrome de Crigler-Najjar de type 1, chez lesquels la greffe a permis
de restaurer 1’élimination par excrétion biliaire de dérivés glucuronoconjugués de la
bilirubine, ce qui s’est traduit par une réduction de 30 a 60% de la concentration sérique
de la bilirubine37.

2. Transplantation autologue

La possibilité de reprogrammation et de différenciation de cellules somatiques
autologues constitue un avantage considérable de la technologie iPSCs. Elle permet la
production de cellules au patrimoine génétique identique a celui du receveur,
réduisant ou supprimant ainsi la nécessité d’un traitement immunosuppresseur, et
outrepassant toute considération de donneurs compatibles. Il est envisageable que des
hépatocytes-like sains autologues obtenus par la technologie iPSC puissent étre greffés
sans autre manipulation chez des individus présentant des 1ésions hépatiques toxiques
ou infectieuses, a condition que I'exposition aux agents morbides soit annihilée avant
la greffe. Dans le cadre du traitement de pathologies d’origine génétique, en revanche,
il est nécessaire de recourir a une modification du génome des HLCs pour restaurer
une expression sauvage des séquences géniques causales des pathologies considérées
avant de procéder a la greffe des cellules.

La modification génique de HLCs humaines a été étudiée dans le cadre du
traitement de la maladie de Wilson, qui est caractérisée par des lésions hépatiques et
cérébrales causées par une accumulation de cuivre dans ces organes, suite a un déficit
du géne ATP7B codant pour un transporteur hépatocytaire actif du cuivre. Apres avoir
généré des iPSCs de patients présentant une mutation du gene ATP7B, une équipe a
montré que l'intégration d'une version sauvage de ce gene au sein des HLCs en
différenciation a 1'aide d’un vecteur lentiviral (transduction réalisée du 8¢ au 11¢ jour
de différenciation hépatocytaire) permettait de rétablir un transport physiologique du
cuivre in vitro chez les cellules différenciées®.

D’autres études de ce type ont été réalisées avec des approches de modification
génique plus récentes, a destination du traitement du déficit en a 1-antitrypsine : deux
équipes ont procédé a une restauration de la séquence sauvage du gene SERPINA1
dans des iPSCs de patients par correction ponctuelle d'une substitution faux-sens a
I'aide des technologies d’édition du génome TALEN (Transcription Activator-Like
Effector Nuclease)3>0 et ZEN (Zinc Finger Nuclease)3>°, qui seront détaillées dans la suite
du mémoire. Dans chaque cas, la modification réalisée a permis de supprimer la
syntheése de I'a 1-antitrypsine mutée et de restaurer une concentration intracellulaire
et une sécrétion physiologiques de la protéine sauvage chez les HLCs dérivées des
iPSCs. De plus, la transplantation des HLCs différenciées a partir des iPSCs modifiées
par les ZFNs au sein de souris immunodéficientes s’est traduite par un maintien de la
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sécrétion de I'a 1-antitrypsine pendant une période minimale de 14 jours apres la
greffe (aucune analyse n’a été réalisée au-dela).

Bien qu’aucune étude clinique impliquant des HLCs dérivées d'iPSCs n"ait pour
le moment été autorisée, la démonstration de la fonctionnalité des cellules autologues
génétiquement corrigées constitue un pas supplémentaire vers une application de
cette technologie chez les patients.
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II- Approches de modification ciblée du génome cellulaire

Au cours de cette these, nous avons procédé a une modification du génome
d'iPSCs dérivées de fibroblastes d'un patient souffrant de PH1, dans l'objectif de
restaurer I'expression du gene AGXT sauvage au sein d’hépatocytes-like différenciés a
partir de ces iPSCs.

Pour cela, nous avons employé deux technologies distinctes: les vecteurs
lentiviraux d"une part, dans I'objectif de procéder a une stratégie de thérapie génique
additive non ciblée, et le systeme CRISPR/Cas9 d’autre part, nous permettant de
mettre en ceuvre des approches ciblées (i) de thérapie génique additive au sein du
locus AAVSI et (ii) de correction ponctuelle d"une mutation morbide au sein du locus
AGXT. Les vecteurs lentiviraux ayant été détaillés dans un chapitre précédent, cette
partie sera consacrée a la présentation des éléments employés dans la réalisation de
nos expériences de thérapie génique ciblée.

A. Les mécanismes de réparation de ' ADN

La modification génique ciblée (également appelée édition du génome) repose
sur I'activation des mécanismes cellulaires de réparation des cassures de '’ADN au
niveau de sites génomiques déterminés. Ces mécanismes correspondent de fagon
prépondérante (80 a 90%) a une jonction non homologue des extrémités clivées (NHE],
Non-Homologous End-Joining), et de maniére moins fréquente a la voie de la
recombinaison homologue (HDR, Homology-Directed Repair) (Figure 32).

La réparation par la voie HDR consiste en un échange de séquences d’ADN entre
le site génomique a réparer et une matrice d”ADN pourvue de séquences homologues
a ce site, de sorte qu'aucune mutation ne soit introduite a 1'issue du processus de
réparation. Ce phénomeéne se produit naturellement lors du cycle cellulaire, via
I'utilisation des chromatides sceurs en tant que matrices de recombinaison3®. A la fin
du XXe siécle, des expériences de transgénese animale ont montré qu’il était possible
d’utiliser ce processus de recombinaison pour introduire une séquence d’ADN exogéne
au sein du génome des cellules de mammiféeres3¢!. Cependant, la fréquence naturelle de
ciblage génique par recombinaison homologue, estimée entre 1.10-5 et 1.108, s’est
révélée trop faible pour étre compatible avec une application thérapeutique32. Des
études plus récentes ont indiqué que cet obstacle pouvait étre surmonté par la création
d"une coupure double-brin de I’ADN au sein de la région cible de recombinaison, ce
processus étant capable d’augmenter plusieurs milliers de fois la fréquence du ciblage,
afin d’atteindre des niveaux potentiellement utilisables en thérapeutique363364,

Le mécanisme de NHE], quant a lui, ne nécessite la présence d’aucune matrice,
et consiste en une ligation des extrémités clivées de la séquence d’ADN a réparer. De
ce fait, contrairement a I'HDR, la réparation par NHE] peut résulter en la création
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d’insertions ou de délétions de ’ADN (I'ensemble étant désigné sous le terme
«indels »), qui correspondent généralement a des variations de quelques
nucléotides3%. L’apparition de ces indels est susceptible de conduire a un décalage du
cadre de lecture de ’ADN, ainsi qu’a des mutations faux-sens et non-sens de la région
codante, le tout pouvant résulter en une inactivation du gene correspondant.

-
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Figure 32. Représentation schématique des mécanismes de réparation des cassures de ’ADN (d’apres
Pankowicz et al., 2017)3%%, Apres clivage de I’ ADN génomique par une nucléase (fleches rouges sur
fond jaune), deux voies de réparation se mettent en place : la voie du NHE], prépondérante, peut mener
a une réparation parfaite de la cassure, ou introduire des insertions ou délétions susceptibles de
provoquer une inactivation de genes ; la voie de 'HDR, moins fréquente, nécessite la présence d’'une
matrice de recombinaison (endogene ou exogene) afin de procéder a une réparation parfaite de la
séquence initiale, ou d’introduire une séquence supplémentaire dans le génome de la cellule (séquence
bleue). Si la voie naturelle de 'HDR fait toujours intervenir des matrices d’ADN double-brin, les
expériences de recombinaison ont montré qu’il était également possible d"utiliser des matrices exogénes
simple-brin, bien que le mécanisme de réparation sous-jacent ne soit pas encore établi avec certitude.
Abréviation : dsDNA, ADN double-brin ; ssDNA, ADN simple-brin.

La clé de I'application de ces mécanismes dans le domaine de la thérapie génique
a résidé dans le développement de systéemes de clivage de I’ADN capables de réaliser
des cassures orientées au sein du génome. La partie suivante proposera une
description de ces nucléases en accordant une attention particuliére a la technologie
CRISPR/Cas9, qui a été utilisée au cours d’expériences menées lors de cette these.
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B. Systemes de clivage ciblé de ' ADN

Depuis leur mise au point dans les années 1990, et jusqu'en 2010, les
méganucléases (MNs) et les nucléases a doigts de zinc (« Zinc Finger Nucleases », ZFNs)
ont dominé la sphere de la manipulation génomique ciblée. Les MNs, qui fonctionnent
en unités monomériques, ont été développées sur la base de la structure protéique des
endonucléases LAGLIDADG (famille d’endonucléases a domaines en hélices a), qui
se lient et procedent au clivage de longues séquences cibles d’ADN formées de 14 a 40
nucléotides3®’. Les ZFNs correspondent quant a elles a des protéines dimériques, dont
chaque monomere consiste en la fusion du domaine catalytique de I'endonucléase de
restriction Fokl, et de 3 a 6 domaines protéiques en doigt de zinc se liant a I ADIN368,

Ces deux catégories de nucléases ont été employées pour modifier le génome
d’une grande variété d’organismes, s’étendant des simples procaryotes aux eucaryotes
complexes végétaux et animaux. Il faut également noter que les ZFNs ont permis au
domaine de I'édition génomique d’entrer dans I’ére des études cliniques : le premier
essai clinique de thérapie génique impliquant des nucléases spécifiques a en effet été
mis au point a l’aide de ZFNs, dans " objectif de créer un systéme immunitaire résistant
a l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine via une altération de la
séquence génique codant pour le co-récepteur CCR5 du virus. L'étude, publiée en
2014, a fourni des résultats encourageants, en démontrant que linjection de
lymphocytes T CD4* autologues génétiquement modifiés par les ZFNs était sécuritaire
et efficace, rendant I’ARN génomique lentiviral indétectable chez 1 patient sur 4
évalués pour ce critere3®. Il faut cependant noter que la modulation de la spécificité
des MNs et des ZFNs est laborieuse, car elle nécessite une ingénierie protéique
complexe basée sur une modélisation in silico et/ou sur une sélection in vitro370. Ces
contraintes ont été progressivement dépassées par 1'émergence successive de deux
nouvelles technologies d’édition génomique, au début des années 2000.

En 2010, le déchiffrage du code régissant la spécificité de liaison génomique des
facteurs protéiques TALEs (Transcription Activator-Like Effectors) des bactéries du genre
Xanthomonas a permis la mise au point d’'un nouvel outil protéique d’édition
génomique, les TALENSs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases). Comme les
ZFNs, les TALENs fonctionnent en dimeres, dont chaque sous-unité résulte de la
fusion entre le domaine catalytique de l'endonucléase de restriction Fokl et une
structure de liaison a I’ADN constituée de 15 a 20 modules, chaque module étant
composé de 34 acides aminés ; la spécificité de liaison des TALENs a I’ADN est assurée
par les acides aminés situés en positions 12 et 13 de chaque module3”l. Ce nouveau
type de nucléase spécifique s’est révélé plus simple a développer que les MNss et les
ZFNs, et doté d'une efficacité de clivage satisfaisante, ce qui a permis le transfert de
son utilisation vers les essais cliniques, notamment dans le cadre d’études de
traitements contre le cancer®”2. Le bel avenir envisagé pour la technologie TALENs
dans la sphére de I'édition génique a cependant été rapidement compromis suite a la
publication, moins de deux ans apres la premiere mention de I'utilisation des TALENs
dans un contexte humain®3, de la mise au point d"un nouvel outil de modification
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génique ciblée qui a révolutionné ce domaine par sa simplicité et sa flexibilité : le
systeme CRISPR/ Cas9.

C. Le systeme CRISPR/Cas9

i. Présentation de la technologie et de ses adaptations

Le systeme CRISPR/Cas9 dérive des découvertes réalisées depuis les années 1980
a propos de I'immunité bactérienne, dont les plus célebres contributrices sont Jennifer
Doudna et Emmanuelle Charpentier, qui ont été les premiéres a transférer la technologie
bactérienne vers 1'édition génique ciblée eucaryote. Les CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) correspondent a des segments de séquences
d’ADN répétées identifiés dans le génome bactérien ; ils permettent a ces organismes de
se protéger contre l'invasion d’acides nucléiques étrangers374375. En effet, les bactéries
présentant un ou plusieurs loci CRISPR répondent a une invasion virale ou plasmidique
par l'intégration de petits fragments d’ADN étranger (« protospacers») entre les
séquences répétées des CRISPR. Lors d'une seconde introduction de ces mémes acides
nucléiques étrangers au sein de la bactérie, la transcription de la matrice composée des
fragments d’ADN exogenes insérés entre les séquences répétées endogenes conduit a la
formation de précurseurs de CRISPR RNA, appelé « pré-crRNAs ». Apres clivage
enzymatique, ces précurseurs deviennent des crRNAs composés d'un fragment
« spacer » capable de s"hybrider avec les séquences d’ADN a l'origine de la production
des crRNAs correspondants376377. La reconnaissance des séquences exogenes par les
spacers entraine leur clivage par une nucléase de la famille des protéines « Cas »
(« CRISPR-associated protein », protéines fonctionnant en association avec les crRNAs) et
ainsi I'extinction de leur expression378.

Il existe trois types de systemes CRISPR/Cas. Les types I et III partagent plusieurs
caractéristiques : les pré-crRNAs sont transformés en crRNAs par des endonucléases
Cas spécialisées et, une fois matures, les copies de crRNAs identiques s’assemblent en
un complexe comprenant de multiples protéines Cas, capable de reconnaitre et de cliver
les séquences d’acides nucléiques complémentaires aux crRNAs. La transformation des
pré-ctRNAs dans les systemes de type II s’effectue selon un mécanisme différent, faisant
intervenir des ARNs transactivateurs (transactivating CRISPR RNAs ou « tracrRNAs »)
complémentaires des séquences répétées présentes dans les pré-crRNAs (Figure 33).
L’hybridation des tracrRNAs avec les pré-crRNAs déclenche la maturation de ces
derniers par action de la RNase III, qui est une ribonucléase spécifique de I’ ARN double-
brin. Il a été montré que le tracrRNA est nécessaire a la liaison de 1'ensemble du
complexe CRISPR/Cas9 avec I’ADN cible, et a la stimulation de l'activité nucléasique
de la Cas937°.

Dans le systeme de type II dérivé de Streptococcus pyogenes, le plus étudié, la
spécificité du ciblage de la séquence d’ADN exogene repose en partie sur la
reconnaissance du « Protospacer Adjacent Motif » (PAM) par le complexe Cas9/crRNA.
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Ce motif, qui correspond a la séquence consensus 5-NGG-3" (avec N = Adénine,
Cytosine, Guanine ou Thymine), constitue un élément critique de la liaison initiale du
complexe CRISPR/Cas9 a ’ADN cible, et autorise la séparation des brins de la double
hélice d’ADN ainsi que I'hybridation du crRNA avec sa cible379-381. Le clivage double-
brin de I’ ADN réalisé par la Cas9 s’effectue majoritairement a une position située 3 bases
en 5 du PAM, et entraine la formation d’extrémités franches : le domaine HNH, formé
des résidus catalytiques conservés His-Asn-His et d'un site de liaison au zinc (CxxC)2382,
clive le brin complémentaire au crRNA, tandis que le domaine RuvC-like (RuvC : role
principal de résolution des jonctions de Holliday3%3) clive le brin non complémentaire3.
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Figure 33. Fonctionnement du systéeme CRISPR/Cas de type II de Streptococcus pyogenes (d’apres
Reis et al., 2014)3%. Lors de la phase d’acquisition, I'ADN étranger est incorporé au génome bactérien,
au niveau d'un locus CRISPR. Lors d'une seconde introduction de cet ADN étranger au sein de la
bactérie, le locus CRISPR est transcrit, et le transcrit primaire obtenu (« pré-crRNA ») est assemblé avec
des séquences transactivatrices (« tracrRNA ») avant d’étre clivé en crRNA mature. Pendant la phase
d’interférence, I'endonucléase Cas9 complexée avec le crRNA et le tracrRNA clive les séquences d’ADN
étranger contenant un segment de 20 nucléotides complémentaire au crRNA et adjacent a la séquence
PAM. Abréviations : Cas, CRISPR-associated protein ; CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats ; ctRNA, CRISPR RNA ; PAM, Protospacer Adjacent Motif ; tractRNA, transactivating
CRISPR RNA.

Dans l'objectif d’optimiser son application dans le domaine de la recherche
scientifique, le systéme CRISPR/Cas9 dérivé de Streptococcus pyogenes a fait 1’objet de
plusieurs modifications, concernant a la fois la structure des séquences ARN du
complexe et I'activité de la protéine Cas9.
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a. Développement d'un ARN guide chimérique

La premiere adaptation notable du systeme CRISPR/Cas9 a consisté en une
ingénierie de la structure des séquences crRNA et tracrRNA, qui a rendu la technologie
extrémement simple d’utilisation, depuis sa conception jusqu’a son exécution. Il a en
effet été montré que la structure secondaire du duplex tracrRNA /crRNA pouvait étre
modélisée par un ARN simple brin chimérique ou « ARN guide », composé d'une
séquence spacer de 20 nucléotides reconnaissant la cible ADN, suivie d'une structure
en épingle a cheveux mimant l'interaction du tracrRNA et du crRNA376377, La seule
adaptation du spacer, situé a I'extrémité 5" de I’ARN guide, permet alors de guider la
Cas9 vers un site putatif spécifique de clivage, afin de générer des coupures double-
brins (Figure 34).
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Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex Cas9 programmed by single chimeric RNA
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Figure 34. Programmation de la Cas9 par un ARN guide chimérique (d’apres Jinek et al., 2012)37,
(A) Dans le systeme CRISPR/Cas9 de type 1l de Streptococcus pyogenes, la Cas9 (forme bleu clair) est
guidée par une structure composée du tracrRNA et du crRNA, afin de cliver spécifiquement ’ADN
cible. (B) L’association du tracrRNA et du crRNA peut étre modélisée et remplacée par une molécule
d’ARN simple brin chimérique, générée par fusion des extrémités 3" du crRNA et 5" du tracrRNA a une
boucle de liaison intermédiaire (linker loop). Abréviations: Cas, CRISPR-associated protein ; CRISPR,
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ; crRNA, CRISPR RNA ; nt, nucléotide ; PAM,
Protospacer Adjacent Motif ; tractRNA, transactivating CRISPR RNA.

b. Modification de l'activité de la Cas9

Outre le développement d’ARN guides chimériques, la flexibilité du systeme
CRISPR/Cas9 s’est illustrée par la possibilité de procéder a une ingénierie des
domaines de clivage de la Cas9, dans I'objectif d’augmenter la spécificité de la cassure
de I’ADN. En effet, bien que tres spécifiques, les ARN guides chimériques peuvent
tolérer jusqu’a 5 mésappariements de bases nucléotidiques3#538¢, ce qui peut conduire
a une hybridation du systeme CRISPR/Cas9 et a la génération de modifications au
niveau de régions génomiques différentes de la cible. Il a été montré qu'une réduction

significative (50 a 1 500 fois) des effets hors cibles était possible en remplacant la
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nucléase Cas9 native par un couple de Cas9 modifiées dont un seul domaine de clivage
est fonctionnel, ce qui réduit leur activité a celle de nickases, enzymes responsables de
coupures simple-brins de 1"’ADN?376381387_ Gelon le type de modification générée, le
clivage réalisé par les Cas9 nickases peut étre restreint au brin d’ADN s’hybridant a la
région spacer de I’ ARN guide (si perte de fonction du domaine RuvC-like par mutation
p-Aspl0Ala ou D10A ; voir figure 35) ou au brin opposé (si perte de fonction du
domaine HNH par mutation p.His840Ala)3%. La stcechiométrie de l’association
CRISPR/Cas9 étant conservée, le clivage double-brin d"une séquence d’ADN nécessite
donc I'hybridation de deux ARN guides au lieu d'un seul, sur des segments différents.
Cette stratégie permet de mimer la création d"un clivage double-brin, a condition que
les séquences cibles des ARN guides soient espacées d’au maximum 100 pb (la fenétre
optimale ayant été estimée entre -4 et +20 pb)381.
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Cas9 nuclease
PAM
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CCUGAGCCUAAUCGGCGCUG
Nucleotide g, 20191817161514131211109 8 7 6 5 4 3 2 1
position ‘,_‘,_QRNA
B D10A

Cas9 nickase

—

Figure 35. Transformation des nucléases Cas9 en nickases, via la mutation D10A (d’apres Sander and
Joung, 2014)3%. (A) Nucléase Cas9 native, capable de cliver les deux brins d’ADN grace a ses domaines
catalytiques RuvC et HNH, apres reconnaissance de la cible par le spacer d'un ARN guide. (B) Cas9
nickases créées par inactivation du domaine RuvC par mutation D10A. L’activité de ces nickases est
réduite au clivage exclusif du brin d’ADN cible complémentaire a I’ARN guide, mais le couplage de
deux systémes CRISPR/Cas9 nickase permet la création de coupures double-brins de I’ADN, apres
reconnaissance de deux sites distincts. Abréviations : Cas, CRISPR-associated protein ; CRISPR, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ; gRNA, ARN guide ; PAM, Protospacer Adjacent Motif.
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Depuis sa découverte, et grace a sa simplicité d’utilisation et sa flexibilité, la
technologie CRISPR/Cas9 a été largement employée dans le domaine biomédical ; ceci
inclut la modélisation et le traitement de pathologies d’origine hépatique, dont nous
évoquerons des exemples dans le chapitre suivant.

ii. Applications du systéme CRISPR/Cas9

A l'image de la fulgurance de la diffusion de la technologie et de sa facilité
d’utilisation, apres seulement 6 années de développement, plusieurs essais cliniques
ont d’ores et déja été lancés pour tester la sécurité et I'efficacité d’emploi du systeme
CRISPR/Cas9 chez 'Homme, essentiellement en Chine a visée de traitement contre le
cancer3838, mais également pour la premieére fois en Europe depuis la fin du mois
d’aotit 2018, dans le cadre du développement d'une thérapie pour la p-thalassémie,
une pathologie caractérisée par un déficit total ou partiel de la synthése des chaines de
béta-globine3¥. Les applications cliniques de cette technologie se résument pour le
moment exclusivement a 1'utilisation du mécanisme de NHE] pour inactiver des
séquences cibles, mais de nombreuses études non cliniques impliquant une
recombinaison ciblée par la voie HDR sont également en cours. La figure 36 résume
les applications potentielles de ces deux mécanismes de réparation, dont nous
évoquerons par la suite des exemples dans le cadre de pathologies hépatiques. Les
études citées impliquent, sauf mention contraire, la protéine Cas9 nucléase.
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Figure 36. Approches de modification de l’expression génique par la technologie CRISPR/Cas9
(d’aprés Pankowicz et al., 2017)3. (A) En I’absence d"une matrice de recombinaison, le clivage médié
par la nucléase Cas9 peut induire des mutations et ainsi une inactivation du gene cible suite a la
réparation de la cassure de I’ADN par le mécanisme NHE]. (B) En présence d'une matrice de
recombinaison, les cassures de I’ADN produites par le systéeme CRISPR/Cas9 peuvent étre réparées par
la voie de I'HDR, permettant ainsi la correction d’'une mutation ou l'intégration d’une séquence
supplémentaire dans le génome de la cellule hote. (C) et (D) Lors de l'utilisation de plusieurs ARN
guides ciblant une méme région génique, il est possible de procéder a une excision des séquences
encadrées par les cassures de ’ADN, telles que des exons (C) ou des séquences régulatrices (D).
Abréviations : HDR, Homology-Directed Repair ; NHE], Non-Homologous End-Joining.

a. Inactivation et délétion géniques

L’induction du mécanisme de NHE] par clivage ciblé de I’ADN est tres utilisée
pour modéliser et/ou traiter des pathologies d’origine génétique. L'une des affections
les plus étudiées correspond a I'hypercholestérolémie autosomale dominante, qui est
liée a un gain de fonction de la Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9),
suite a une mutation du gene du méme nom. La surexpression de cette protéine
entraine une diminution de I'internalisation hépatocytaire des LDL, ce qui conduit a

une hypercholestérolémie pouvant aboutir a des complications cardiaques3L.
Plusieurs études thérapeutiques d’inactivation de ce géne ont été réalisées in vivo chez

121



la souris, via l'administration de systemes CRISPR/Cas9 nucléases dérivés de
Streptococcus pyogenes3?? (vecteur adénoviral), Staphylococcus aureus’® (vecteur AAV) et
Neisseria meningitidis3®* (vecteur AAV), les deux derniers systémes se distinguant de
celui de S. pyogenes par une séquence d’expression de la Cas9 plus courte et la
reconnaissance d'un PAM différent. Ces approches ont permis d'introduire des indels
au niveau du géne Pcsk9 murin dans des proportions de 35 a 50% des hépatocytes, ce
qui s’est traduit par une diminution significative du taux de cholestérol plasmatique
chez les souris traitées.

Le systeme CRISPR/Cas9 a également été utilisé pour modéliser et traiter
I'hypercholestérolémie familiale, qui est consécutive a la perte de fonction du
récepteur aux LDL (gene LDLR), et la tyrosinémie héréditaire de type 1, qui se
caractérise par une accumulation toxique des catabolites de la tyrosine dans le foie
suite a une mutation du géne de structure de la fumarylacétoacétate hydrolase (FAH).
Dans le premier cas, I'administration in vivo chez la souris du systéme CRISPR/Cas9
ciblant le gene Ldlr a 'aide d"un vecteur AAV s’est traduite par I'inactivation génique
de 50% des hépatocytes murins, résultant en la création d’'un modele murin
d’hypercholestérolémie familiale caractérisé par une importante hypercholestérolémie
et la formation de plaques d’athéromes3®. Les auteurs ont ensuite procédé a la
restauration d’un phénotype sain chez ce modele par inactivation du géne de structure
de l'apolipoprotéine B, une protéine indispensable a la structure des précurseurs des
LDL. La tyrosinémie héréditaire de type 1, quant a elle, a été modélisée apres
microinjection du systeme CRISPR/Cas9 (sous forme de séquences d'ARN) dirigé
contre le gene Fah au sein de zygotes de rats3%. Les animaux ayant résulté de ce
traitement se sont caractérisés par le développement de la symptomatologie typique
de la pathologie chez les étres humains, incluant une hypertyrosinémie, une
insuffisance hépatique et des lésions rénales tubulaires, ainsi qu'une cirrhose et une
tibrose hépatiques qu’aucun autre modele animal n’avait jusque-la réussi a reproduire.
L’approche CRISPR/Cas9 a également été utilisée pour traiter un modele de souris
Fah7- par injection d'un important volume de solution véhiculant des plasmides
d’expression du systeme CRISPR/Cas9 dans la veine de la queue des animaux
(technique de I'injection hydrodynamique dans la veine de la queue ou HTVI)3’. Lors
de cette étude, une combinaison de plusieurs ARN guides a été utilisée pour
« rerouter » la voie métabolique déficiente par délétion de plusieurs exons du gene de
structure de I'hydroxyphénylpyruvate dioxygénase, une enzyme située en amont de
la fumarylacétoacétate hydrolase dans le catabolisme de la tyrosine, ce qui s’est traduit
par la restauration d"un phénotype asymptomatique chez les souris.
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b. Intégration de séquences
1. Intégration ciblée de séquences additionnelles

Cette approche consiste en l'intégration de la cassette d’expression d'un
transgene thérapeutique au sein d’un locus cible, apres clivage de ce locus par le
systéme CRISPR/Cas9. Outre le « gene médicament », les cassettes sont généralement
composées d'un promoteur responsable de la régulation de I'expression de ce gene, et
de systemes de sélection permettant d’enrichir la population des cellules recombinées.

La plupart des approches de ce type ciblent des régions génomiques considérées
comme « sécuritaires », qui peuvent supporter l'intégration et l'expression d'un
transgeéne en minimisant les risques d’interactions avec le génome des cellules hotes.
Parmi les régions les plus étudiées de cette catégorie, nous pouvons citer le gene de
structure du corécepteur CCR5 du VIH-1, le site humain orthologue au locus murin
Rosa26 et le locus AAVS138. Ce dernier, utilisé comme cible de thérapie génique
additive dans le cadre de la présente these, se caractérise par une expression
constitutive au sein de multiples cellules primaires et lignées (dont les iPSCs
humaines)3®, qui est isolée du reste du génome par la présence de séquences
insulatrices*® ; l'inactivation du gene PPPIRI2C n’est en outre reliée a aucun
phénotype pathologique connu’l. A titre d’exemple, le ciblage du locus AAVS1 par le
systeme CRISPR/Cas9 a été utilisé pour intégrer le gene F9 dans le génome d'iPSCs
issues de patients souffrant d’hémophilie B : apres différenciation hépatocytaire, les
HLCs dérivées de ces iPSCs se sont caractérisées par une augmentation significative
de I'expression et de I'activité du facteur IX in vitro et in vivo apres transplantation chez
des souris immunodéficientes, par rapport aux contrdles non génétiquement
modifiés*02,

Une autre stratégie de thérapie génique additive trés pratiquée consiste a cibler
des régions génomiques dont linactivation, suite a l'intégration du transgene
thérapeutique, constitue un moyen de sélection des cellules recombinées. Cette
stratégie a notamment été étudiée dans le traitement du déficit en arginase, qui
correspond a un trouble du cycle de I'urée consécutif a une mutation du gene de
structure de I'arginase 1 (Arg1) : dans cette expérience, les auteurs ont procédé a une
intégration du gene Argl au sein du locus du gene HPRT (Hypoxanthine-guanine
PhosphoRibosylTransférase) d'iPSCs de patients déficitaires en arginase 1. L'inactivation
de ce locus a permis une sélection positive des cellules recombinées via 1'acquisition
d"une résistance a I'’administration de 6-thioguanine, tandis que I'expression du gene
Argl s’est illustrée par une restauration de I'activité del’arginase 1 et du cycle de I'urée
au sein des hépatocytes-like dérivés des iPSCs recombinées03.

Ce type d’intégration est tres efficace, notamment grace a la possibilité de
sélection des cellules recombinées, et universel, car il est indépendant des mutations
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portées par les patients. Cependant, il se caractérise par l'addition de séquences
exogenes pouvant perturber le fonctionnement des cellules, et implique une régulation
de I'expression du transgéne rarement identique a la régulation physiologique. Ces
limitations peuvent étre dépassées par la réalisation de remplacements ponctuels de
nucléotides dans le génome.

2. Modifications ponctuelles de nucléotides

Cette méthode consiste a intégrer un court fragment d’ADN exogene a I'exact
emplacement de son homologue dans le génome, apres clivage de ce site par le
systeme CRISPR/Cas9. Dans ce cas, la matrice de recombinaison est généralement
constituée d’une séquence polynucléotidique simple brin d'une longueur de 100 a 200
nucléotides. Cette facon de procéder permet d’aboutir a une expression physiologique
de la séquence recombinée, mais I'absence d'un avantage sélectif apporté par la
matrice complexifie lidentification des cellules corrigées.

Ce processus de correction a été étudié dans la modélisation et le traitement de
I"hémophilie B chez la souris : aprés introduction d"une mutation ponctuelle du gene
F9 dans le zygote de souris par microinjection des ARN guides, polynucléotides de
recombinaison et Cas9 (sous forme ARNmMm), le phénotype des souris obtenues,
caractérisé par une diminution significative de I'activité du facteur IX, a été restauré in
vivo par injection hydrodynamique (HTVI) de plasmides d’expression du systéme
CRISPR/Cas9 et d'une matrice de recombinaison double-brin ou simple-brin
conduisant respectivement a une correction de 1,5 et 0,56% des hépatocytes®4.

Plusieurs expériences de correction ponctuelle ont également été menées in vivo
chez un modele murin de tyrosinémie héréditaire de type 1: il a été montré que
I"'administration par HTVI de plasmides d’expression CRISPR/Cas9 associés a des
polynucléotides de recombinaison d'une part?®, et I'’administration intraveineuse de
particules lipidiques véhiculant I’ ARNm Cas9 associées a des vecteurs AAV exprimant
les ARN guides et la matrice de recombinaison d’autre part4%, permet d’obtenir une
correction de la mutation ciblée chez 0,4% et 6% des hépatocytes murins
respectivement, ce qui est suffisant pour rétablir un phénotype sauvage chez les souris.
Ce résultat s’explique notamment par l'avantage sélectif que confere la correction de
la mutation aux hépatocytes traités, favorisant ainsi le repeuplement du foie des
animaux par ces cellules.

L’approche de modification ponctuelle de nucléotides a également été
appliquée aux iPSCs dans le traitement de 1'hypercholestérolémie familiale, par
exemple?””. Une délétion de 3 pb présente dans le gene LDLR a ainsi pu étre corrigée
au sein du génome d'iPSCs de patients apreés transfection de plasmides d’expression
du systéme CRISPR/Cas9 nickase et d’'une matrice polynucléotidique simple brin
homologue a la région mutée. La correction a permis de restaurer l'expression du
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récepteur aux LDL et la capacité d’internalisation de ces particules chez les HLCs
différenciées a partir des iPSCs génétiquement modifiées.

L’application de la thérapie génique médiée par le systéme CRISPR/Cas9, et par

les vecteurs lentiviraux, au traitement de 1’hyperoxalurie primitive de type 1 sera
quant a elle décrite dans la partie suivante de cette these.
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Présentation générale

Au cours de cette thése, je me suis intéressée au développement de plusieurs
approches thérapeutiques de médecine régénérative pour les patients atteints
d’hyperoxalurie primitive de type 1, une pathologie héréditaire rare du métabolisme
hépatique consécutive au déficit fonctionnel de I’alanine:glyoxylate aminotransférase,
une enzyme spécifique du peroxysome des hépatocytes humains codée par le gene
AGXT. Ce déficit implique la surproduction hépatique et 'accumulation toxique d'un
produit terminal du métabolisme, 1'0xalate, susceptible de causer des dommages
rénaux irréversibles pouvant évoluer vers une atteinte systémique lorsque
I’élimination rénale n’est plus assurée. Le seul traitement curatif de cette pathologie
consiste actuellement en une transplantation hépatique limitée par la disponibilité des
greffons et par les comorbidités associées a la prise d'un traitement
immunosuppresseur au long cours. Il est donc nécessaire de développer des thérapies
alternatives pour élargir 1'offre médicale destinée aux patients et proposer des
traitements caractérisés par un ratio bénéfice/risque plus avantageux.

Le traitement définitif de 'hyperoxalurie primitive de type 1 implique une
restauration de la voie métabolique du glyoxylate au sein des hépatocytes. Nous
avons, dans le cadre de ce projet de recherche, choisi de cibler directement le gene
AGXT causal dans une approche de thérapie génique ex vivo, qui s’aveére mieux
controlable et ainsi plus sécuritaire que les protocoles in vivo. Le développement d'une
thérapie ex vivo nécessite cependant la manipulation de cellules in vitro, qui est
difficilement compatible avec I'instabilité phénotypique des hépatocytes primaires en
culture. Pour surmonter cet obstacle, nous avons choisi d'utiliser la technologie des
cellules souches pluripotentes induites ou iPSCs qui, outre la possibilité d’étre
générées de maniére autologue, présentent un potentiel de prolifération considérable
et la capacité de se différencier en I'ensemble des tissus de I'organisme. L’objectif des
travaux réalisés pendant ma thése a consisté en la mise au point d"hépatocytes-like
autologues a un patient atteint de PH1, dérivés de cellules souches pluripotentes
induites génétiquement modifiées pour permettre 1'expression d’une version sauvage
de I'enzyme alanine:glyoxylate aminotransférase. Le patient donneur des cellules a
'origine de notre étude, agé de 24 ans, présente un génotype homozygote pour la
mutation c.731T>C du géne AGXT (correspondant au variant p.lle244Thr de la
protéine AGT), qui est associé a l'haplotype mineur du gene. Le phénotype
hyperoxalurique présenté par ce patient est modéré : apres plusieurs crises de coliques
néphrétiques ayant nécessité une exérese des calculs rénaux dans son enfance, la
fonction rénale du patient est actuellement stabilisée a l'aide d'un traitement
conservateur.

Un schéma récapitulatif de I'ensemble des travaux réalisés pendant la thése est
proposé ci-dessous ; chaque projet représenté sera détaillé dans la suite du mémoire.
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Figure 37. Schéma récapitulatif des projets menés pendant cette thése. Ces projets consistent en deux
protocoles de thérapie génique additive réalisés au sein de cellules souches pluripotentes induites dérivées
d’un patient hyperoxalurique (projets 1 et 2), et en une approche de correction ciblée au locus AGXT testée
dans la lignée cellulaire HEK293T (projet 3). Abréviations: Cas, CRISPR-associated protein ; cDNA,
complementary DNA ; copGFP, copepoda Green Fluorescent Protein ; CRISPR, Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats ; EF1p, Elongation Factor 1a promoter ; E7 AGXT, exon 7 du géne AGXT ; eGFP,
enhanced Green Fluorescent Protein ; HDR, Homology-Directed Repair ; HEK, Human Embryonic Kidney ; iPSC,
induced Pluripotent Stem Cell ; LTR, Long Terminal Repeat ; pA, polyadenylation signal ; PGKp, Phosphoglycerate
Kinase promoter ; PH1, Primary Hyperoxaluria type 1 ; PuroR, puromycine restistance gene ; TTR, transthyretin ;
WPRE, Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Element.

La premiere étape de développement de nos approches de médecine régénérative
a consisté en la génération d'iPSCs dérivées du tissu conjonctif d'un patient
hyperoxalurique donneur. Pour produire les iPSCs, nous avons employé une méthode
de reprogrammation non intégrative a I'aide d"un vecteur viral Sendai, qui se caractérise
par une excellente efficacité d’action et permet d’obtenir des cellules indifférenciées
dépourvues de facteurs exogenes apres quelques passages. Les cellules ont ensuite été
caractérisées pour vérifier leur caractere pluripotent, leur intégrité chromosomique et
I'absence d’expression des facteurs de reprogrammation exogenes. Une expérience
similaire a précédemment été réalisée par une équipe espagnole, a 'aide de cellules
présentant fortuitement le méme génotype que celles de notre patient, mais I'équipe
n’avait alors pas procédé a la manipulation et a la différenciation hépatocytaire des
iPSCs obtenues*®. Apres validation de nos iPSCs, nous avons pu envisager la
modification de leur génome a des fins thérapeutiques, selon trois stratégies distinctes.

I) La premiére méthode envisagée correspond a une thérapie génique additive non
ciblée, consistant enl’apport d"une copie de la séquence sauvage du gene AGXT associée
a un promoteur hépato-spécifique a I'aide d"un vecteur lentiviral. Apres vérification de
la spécificité et de l'efficacité d’expression du vecteur, nous avons procédé a la
transduction des iPSCs dérivées du patient et a leur différenciation en hépatocytes-like
ou HLCs. Plusieurs expériences de caractérisation ont permis de confirmer
I'engagement des iPSCs vers la lignée hépatique, ainsi que I'expression du transgéne
AGXT aux niveaux transcriptionnel et protéique.

I) La méthode précédente, bien qu’efficace, s'accompagne d'un risque de
dérégulation fonctionnelle non négligeable lié au caractere aléatoire de I'intégration des
vecteurs lentiviraux dans le génome des cellules hotes. C'est la raison pour laquelle nous
avons choisi de développer une seconde stratégie de thérapie génique additive, en
suivant cette fois le principe de la recombinaison homologue pour insérer une copie
saine du gene AGXT de fagon ciblée au locus AAVSI, au sein duquel I'intégration de
transgenes est sans dommage pour les cellules. Cette approche est plus délicate a mettre
en ceuvre que la précédente, car les événements de recombinaison génomique s’ operent
a une fréquence faible, mais elle assure un excellent contrdle de l'intégration du
transgene. Ce type de protocole peut en outre étre facilité par la création de coupures de
I’ADN au niveau du site cible de recombinaison, qui augmentent significativement la
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fréquence des événements de recombinaison homologue. Pour parvenir a I'intégration
souhaitée, nous avons procédé a la transfection des iPSCs en présence du systeme de
clivage ciblé de I’ADN CRISPR/Cas9 et d'une matrice de recombinaison plasmidique
constituée du transgéne AGXT associé a un promoteur ubiquitaire. Apres vérification
de la spécificité de I'intégration du transgéne au sein du site AAVS1, nous avons réalisé
la différenciation des iPSCs en hépatocytes-like qui se sont caractérisés par une
expression significative de la protéine AGT sauvage.

III) Les deux stratégies de thérapie génique additive que nous avons mises en
ceuvre ont fourni des résultats satisfaisants ; néanmoins, I'intégration (controlée ou non)
d’une cassette d’expression transgénique dans le génome des cellules implique I'apport
d’une copie surnuméraire du transgene, associée a des séquences promotrices et de
sélection qui créent un environnement génomique non physiologique. Nous avons
souhaité nous affranchir de ces inconvénients en procédant a une derniere stratégie de
thérapie génique, consistant en une correction ponctuelle de la mutation ¢.731T>C
présente dans 1'exon 7 du géne AGXT via le remplacement du nucléotide morbide par
sa version physiologique. Pour parvenir a ce résultat, nous avons développé une
stratégie de recombinaison ciblée impliquant le systeme CRISPR/Cas9 nickase et une
matrice homologue polynucléotidique simple brin, dont nous avons testé I'efficacité a
I'aide de systemes rapporteurs fluorescents intégrés au sein de la lignée HEK293T
(Human Embryonic Kidney), qui est particulierement permissive aux expériences
d’édition génique. Le taux de recombinaison obtenu s’est cependant révélé tres faible et
la possibilité de transposer ces résultats aux iPSCs dérivées de patients reste a
déterminer.

Finalement, les résultats obtenus ouvrent des perspectives de médecine
régénérative pour les patients atteints d"hyperoxalurie primitive de type 1, via le recours
a un processus de thérapie génique additive au sein d’hépatocytes-like autologues
dérivés d'iPSCs. Des améliorations sont a envisager pour développer une stratégie de
correction ponctuelle des mutations du gene AGXT, qui permettra d’obtenir une
séquence sauvage dépourvue de toute trace de manipulation génique.
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Résultats 1 (Article 1)

AGXT expression rescue in hepatocyte-like cells from
primary hyperoxaluria type 1-induced pluripotent stem cells

using liver-specific lentiviral vector.
(soumis pour publication)

Ce premier projet a été développé afin de vérifier la faisabilité de la production
d’hépatocytes-like dérivés d'iPSCs issues d'un patient atteint d’hyperoxalurie
primitive de type 1, et d’évaluer la possibilité d"une restauration de I'expression du
gene AGXT dans ces cellules selon une approche de thérapie génique additive ex vivo.

Nous avons dans un premier temps généré des iPSCs dérivées de fibroblastes
cutanés prélevés chez un volontaire sain contrdle et chez un patient atteint de PH1
porteur de la mutation faux-sens c.731T>C du géne AGXT. La reprogrammation a été
effectuée a I'aide de vecteurs viraux Sendai permettant une expression transitoire des
facteurs de reprogrammation Oct3/4, Sox2, KLF4 et c-Myc sous forme épisomique.
Apres reprogrammation, les cellules obtenues ont été caractérisées: nous nous
sommes assurés de l'extinction de l'expression transcriptionnelle des facteurs
exogenes de reprogrammation, tandis que le caractere pluripotent des cellules a été
confirmé par l'expression de marqueurs embryonnaires (transcriptionnels et
protéiques) et par leur capacité a former des tératomes constitués de tissus dérivés des
trois feuillets embryonnaires endoderme, mésoderme et ectoderme. Nous avons
également vérifié 1'absence d’impact du processus de reprogrammation sur le
génotype du géne AGXT et sur l'intégrité chromosomique des cellules. Les iPSCs ont
été générées et cultivées pendant une courte période sous la forme de colonies sur des
cellules stromales (fibroblastes embryonnaires), puis nous avons procédé au transfert
de la culture vers une méthode de croissance unicellulaire sur un stroma acellulaire,
afin de faciliter a la fois 'entretien des cellules et la réalisation ultérieure des
expériences de thérapie génique.

Dans 1’ objectif de procéder a la restauration de I'expression du gene AGXT dans
les iPSCs dérivées du patient hyperoxalurique, nous avons développé un vecteur
thérapeutique lentiviral auto-inactivé porteur d'une séquence d’ADN complémentaire
du gene AGXT, optimisée pour son expression dans les cellules humaines!®. Un
vecteur lentiviral contrdle véhiculant I’ADN complémentaire de la protéine eGFP a
également été produit. Au sein des vecteurs, I’expression des séquences AGXT et eGFP
a été placée sous la dépendance du promoteur murin de la transthyrétine (protéine
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hépatique assurant le transport du rétinol et des hormones thyroidiennes T3 et T4)
fusionné a une séquence activatrice hépato-spécifique, 'ensemble (appelé TTRp)
permettant de limiter I'expression des transgenes aux cellules hépatiques'#¢. La
spécificité du TTRp a été évaluée par comparaison de la fluorescence de la protéine
eGFP exprimée par des populations cellulaires hépatiques et non hépatiques
transduites avec le vecteur lentiviral contrdle. Nous avons ensuite confirmé 1’efficacité
d’expression des vecteurs thérapeutique et controle au niveau transcriptionnel et
protéique au sein de la lignée hépatocellulaire HepG2.

Apres validation des constructions lentivirales, nous avons réalisé la
transduction des iPSCs dérivées du patient a 1'aide des vecteurs thérapeutique et
contrdle, puis nous avons procédé a la différenciation hépatocytaire des cellules,
d’abord en endoderme définitif, puis en hépatocytes-like ou HLCs. Le processus de
différenciation a été réalisé a l'aide de milieux de culture et d'un stroma de
composition définie, respectivement dépourvus de sérum et de cellule. L’engagement
hépatocytaire des cellules a été confirmé a travers l'expression de marqueurs
spécifiques, et par la mise en évidence d’une activité cytochromique caractéristique.
Des analyses transcriptionnelles et protéiques ont finalement permis de démontrer
I'expression du transgene AGXT dans les HLCs, validant ainsi la faisabilité d’une
approche de thérapie génique additive ex vivo au sein d’hépatocytes-like autologues
dérivés d'iPSCs pour le traitement de I’hyperoxalurie primitive de type 1.
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Abstract

Primary hyperoxaluria type 1 (PH1) is a rare autosomal recessive disorder of the liver
metabolism due to functional deficiency of the peroxisomal enzyme alanine:glyoxylate
aminotransferase (AGT). AGT deficiency results in overproduction of oxalate which
complexes with calcium to form insoluble calcium-oxalate salts in urinary tracts, ultimately
leading to end-stage renal disease. Currently, the only curative treatment for PH1 is combined
liver-kidney transplantation, which is limited by donor organ shortage and lifelong requirement
for immunosuppression. Transplantation of genetically modified autologous hepatocytes is an
attractive therapeutic option for PH1. However, the use of fresh primary hepatocytes suffers
from limitations such as organ availability, insufficient cell proliferation, loss of function, and
the risk of immune rejection. We developed patient-specific induced pluripotent stem cells
(PH1-iPSCs) free of reprogramming factors as a source of renewable and genetically defined
autologous PH1-hepatocytes. We then investigated additive gene therapy using a lentiviral
vector encoding wild-type AGT under the control of the liver-specific transthyretin promoter.
Genetically modified PH1-iPSCs successfully provided hepatocyte-like cells (HLCs) that
exhibited significant AGT expression at both RNA and protein levels after liver-specific
differentiation process. These results pave the way for cell-based therapy of PH1 by

transplantation of genetically modified autologous HLCs derived from patient-specific iPSCs.
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Highlights

- Primary hyperoxaluria (PH1) is due to a deficient AGT activity leading to oxalate
overproduction by the liver

- Oxalate complexes with calcium in urinary tracts leading to severe inherited urolithiasis

- Sendai vectors allow the generation of viral-free PH1-induced pluripotent stem cells from
dermal fibroblasts

- PH1-induced pluripotent stem cells differentiate into functional hepatocytes-like cells

- Hepatic-specific lentiviral vector efficiently rescue AGT expression in hepatocyte like-cells

Key words: hyperoxaluria, induced pluripotent stem cell, gene therapy, hepatic

differentiation, lentiviral vector.

Abbrevations:

Primary hyperoxaluria type 1 (PH1), alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT), patient-
specific induced pluripotent stem cells (PH1-iPSCs), hepatocyte-like cells (HLCs), pyridoxal
5’-phosphate (PLP), lentiviral vectors (LVs), Sendai virus (SeV), mouse embryonic fibroblasts
(MEFs), KnockOut™ Serum Replacement (KOSR), human serum albumin (HSA), hematoxylin
and eosin (HE), Cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), bovine serum albumin (BSA), transthyretin
promoter (TTRp),
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1. Introduction

Primary hyperoxalurias (PHs) are rare inborn errors of glyoxylate metabolism characterized by
increased synthesis and excretion of the end-product oxalate, and deposition of insoluble
calcium oxalate in the kidney and urinary tract (Harambat et al., 2011; Hoppe et al., 2009).
Primary hyperoxaluria type 1 (PH1, MIM 259900) is a rare autosomal recessive metabolic
disorder occurring in 1 per 120 000 live births. It is caused by a functional deficiency of the
liver-specific enzyme alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT, EC 2.6.1.44) encoded by the
AGXT gene (locus 2g37.3), which normally localizes to hepatocyte peroxisome (Santana et al.,
2003). AGT uses pyridoxal 5’-phosphate (PLP) as a cofactor and catalyzes the nearly
irreversible transfer of the amino group from alanine to glyoxylate to yield pyruvate and
glycine. In PH1 patients, glyoxylate cannot be efficiently converted into glycine and is instead
oxidized to oxalate by lactate dehydrogenase, leading to hyperoxaluria. Oxalate complexes with
calcium in the urinary tract, leading to the formation of insoluble calcium-oxalate salts. The
salts readily precipitate in tissues, resulting in kidney stones, kidney damage/failure and injury
to other organs, which accounts for all the pathological characteristics of PH1 including
urolithiasis, nephrocalcinosis and systemic oxalosis (Hoppe et al., 2009).

Therapeutic strategies aiming at either reducing oxalate production or degrading
excessive oxalate in the body would be beneficial for PH1 patients. In some patients, the disease
process can be slowed by implementation of hyper diuresis, low oxalate diet or pharmacological
treatment (supplementation with either vitamin B6, a precursor of pyridoxal phosphate, or
betaine, a chemical chaperone) (Cochat et al., 2012; Santana et al., 2003). However, the only
curative treatment for PH1 is combined liver-kidney transplantation, which represents a form
of enzyme replacement therapy by restoring a normal hepatic AGT activity (Bergstralh et al.,
2010; Cochat et al., 2010). Nevertheless, this treatment is limited by organ suitability,
significant morbidity and mortality and the lifelong requirement for immunosuppressive agents
(Alonso and Ryckman, 1998; Newstead, 1998). Allogeneic hepatocyte transplantation has been
investigated as an alternative strategy (Beck et al., 2012; Jiang et al., 2008) but it is unlikely to
be successful because the high number of engrafted hepatocytes required for clinical recovery
of PH1 can hardly be provided by this procedure. In addition, allogeneic hepatocyte

transplantation would still involve lifelong immunosuppression.
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Given the limitations of current therapy and the severity of the disease, PHL1 is an
attractive target for gene therapy, providing both a long-lasting and less costly method for AGT
delivery to the liver. In vivo gene therapy experiments using either adenoviral vectors (Castello
etal., 2016; Salido et al., 2006) or adeno-associated virus vectors (Salido et al., 2011) encoding
the human AGT vyielded encouraging results in AGXT” mice. Nevertheless, long-term
correction using non-integrative viral vectors involves iterative injections of vectors, potentially
leading to cytotoxicity and immunotoxicity. This pitfall may be overcome by an alternative
approach based on ex vivo genomic integration of the wild-type human AGXT gene into hepatic
cells using lentiviral vectors (LVs). LVs are suitable tools for gene therapy by virtue of their
ability to stably integrate into the target cell genome and the absence of pre-existing humoral
and cellular immunity against vector components in most humans. Moreover, the liver cell
transduction efficacy of LVs has been demonstrated in numerous studies, notably in the field
of hemophilia gene therapy (Annoni et al., 2013; Cantore et al., 2015; Ohmori et al., 2018),
while tissue-specific vector expression can be achieved by addition of internal promoters to
HIV-1-derived vectors exhibiting partially deleted LTR sequences (Moreau-Gaudry et al.,
2001; Zufferey et al., 1998). Ideally, LVs should target primary human hepatocytes, but the
invasiveness of liver biopsies along with the poor growth activity and lifespan of hepatocytes
in primary culture limit their use in vitro (Fukuda et al., 2017; Laurent et al., 2010). The recent
advent of hepatocyte-like cells (HLCs) derived from human induced pluripotent stem cells
(iPSCs) (Takahashi et al., 2007) represents an attractive alternative to primary human
hepatocytes. Indeed, the capacity of patient-specific iPSCs to differentiate into genetically
similar somatic cell types allows the generation of a substantial quantity of patient-specific
cells, including hepatocytes, for use as in vitro models for disease modeling and toxicological
studies, as well as cell or gene therapy (Gao and Liu, 2017; Takayama et al., 2018; Zhang et
al., 2011).

In this study, we successfully generated iPSCs derived from a homozygous PH1 patient
(PH1-iPSCs) harboring a ¢.731T>C mutation (p.1244T) in exon 7 of AGXT gene, which is the
second most common mutation accounting for PH1 (Santana et al., 2003). Furthermore, we
demonstrate for the first time the therapeutic genome modification of HLCs derived from PH1-
IPSCs, after transduction with a liver-specific lentiviral vector expressing wild-type AGXT
cDNA. These results will contribute to the proof-of-principle of PH1 regenerative medicine,
based on the transplantation of autologous HLCs derived from iPSCs.
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2. Material and Methods
2.1. Cell culture

Cryopreserved primary human fibroblasts were obtained from skin punch biopsies of a healthy
volunteer and a PH1-diagnosed patient harboring the homozygous ¢.731T>C mutation
(p.1244T) in exon 7 of the AGXT gene. We obtained written informed consent from both
participants. Cells were thawed and cultured for one week on 0.1% gelatin-coated culture plates
(Sigma-Aldrich) in complete Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Life
Technologies) containing 10% fetal bovine serum (FBS, Eurobio) and 100 Ul/mL
penicillin/streptomycin (P/S, Hyclone) before reprogramming. The human hepatoma (HepG2
and Huh7) and human embryonic kidney 293T (HEK293T) cell lines were maintained in
complete DMEM. The human myelogenous K562 cell line was maintained in Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI) (Life Technologies), supplemented with 10% FBS and 100
Ul/mL P/S.

2.2. Human iPSC culture

Fibroblast-derived iPSCs free of reprogramming transgene were generated by transducing wild-
type (WT)- and PH1-fibroblasts with Sendai viral (SeV) particles (Ban et al., 2011) using the
CytoTune®-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, fibroblasts were transiently exposed to SeV particles for 20h at 37°C and
cultured for six additional days in fibroblast culture media. Cells were then transferred onto a
feeder layer of mitomycin-inactivated mouse embryonic fibroblasts (MEFs) at multiple
densities (850, 1700 and 3400 cells/cm?) and cultivated in KnockOut DMEM/F12 (Life
Technologies) containing 20% KnockOut™ Serum Replacement (KOSR, Life Technologies),
1% non-essential amino acids (Life Technologies), 1% GlutaMAX (Life Technologies), 0.5
mM sodium butyrate (Sigma-Aldrich), 0,1 mM beta-mercaptoethanol (Life Technologies), 50
pg/mL L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt hydrate (Sigma-Aldrich), 10 ng/mL
basic fibroblast growth factor (Peprotech) and 100 Ul/mL P/S. Four weeks after transduction,
emerging iPSC colonies were individually picked up and expanded onto MEF monolayer. Two
WT- and two PH1-iPSC clones were further selected on the basis of typical undifferentiated
stem cell morphology (high nucleus-to-cytoplasm ratio, defined borders and prominent
nucleoli). Selected iPSC clones were finally transferred onto feeder-free Cellartis® DEF-CS™
Culture System (Takara Bio Europe), therefore exhibiting proliferation as monolayer iPSC lines

with continuous passaging twice a week, as previously described (Asplund et al., 2016).
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2.3. Genomic DNA extraction and amplification

Genomic DNA was isolated using the NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel) according to
the manufacturer’s instructions and were PCR-amplified using specific primers (online
Supplemental Table 1). For fibroblast and iPSC genotyping, PCR products from the AGXT exon
7 were analyzed by Sanger sequencing. To assess lentiviral cassette integration into iPSC and
HepG2 genome, we designed specific primers to amplify the region overlapping the AGXT or
eGFP cDNA sequence and the WPRE sequence (online Supplemental Table 1).

2.4. RNA extraction and RT-PCR analysis

Total RNA was isolated using NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel) and cDNA was
synthesized using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™)
according to the manufacturer's instructions. Cellular expression of pluripotency-associated
markers and Sendai reprogramming factors, as well as lentiviral cassette expression, was
analyzed by RT-PCR using specific primers (online Supplemental Table 1). A semi-
quantitative real-time PCR (RT-gPCR) assay was used to quantify hepatic marker expression
using the GoTag® qPCR Master Mix kit (Promega); relative hepatic gene expression was

normalized to endogenous human ribosomal protein lateral stalk subunit PO (HUPO) mRNA.

2.6. Alkaline phosphatase activity and immunocytofluorescence

iPSCs were challenged for alkaline phosphatase activity using the Leukocyte Alkaline
Phosphatase Kit (Sigma-Aldrich), according to the manufacturer’s instructions. For
immunocytofluorescence analysis, cells were fixed for 15 min at 4°C in 4% paraformaldehyde
and then washed three times in PBS containing 0,2% Triton X-100 for permeabilization. Cells
were blocked in PBS/0,2% Triton X-100/1% human serum albumin (HSA) for 1 hour at 4°C,
washed three times with PBS/1% HSA and incubated overnight at 4°C with primary antibodies
diluted at working concentration in PBS/0,2% Triton X-100/1% HSA. After incubation, cells
were washed three times with PBS/1% HSA and incubated for 1 hour at room temperature with
secondary antibodies diluted at working concentration in PBS/0,2% Triton X-100/1% HSA.
Cells were washed twice with PBS and finally incubated with 1 x 4,6-diamidino-2-2-
phenylindole (DAPI) for 15 minutes at room temperature. The primary and secondary
antibodies used in this study are listed online (Supplemental Table 2). Images were captured

with an inverted fluorescence microscope (Nikon Eclipse Ti microscope).
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2.7. Teratoma formation and analysis

Teratomas were obtained after injecting 1 x 108 WT- or PH1-iPSCs suspended in extracellular
matrix gel (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) in the subcutaneous neck region of immunodeficient
NSG mice (NOD Cg-Prkdcscid I12rgtm1Wjl/SzJ, animal facilities A2, University of Bordeaux,
France). Tumors were harvested 6 weeks after injection and fixed in 4% paraformaldehyde.
Tissues were paraffin-embedded, sectioned and stained with hematoxylin and eosin (HE), and
alcian blue. All animal procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use

Committee of Bordeaux University.

2.8. Karyotype analysis

WT- and PH1-iPSCs were cultured to 80% confluence in 6-well plates. After synchronization
with bromodeoxyuridine, thymidine kinase and colcemid, cells were trypsinized with
trypsin/EDTA (0,05%/0,2%) (Fisher Scientific), treated with 0.075M KCl and prefixed with
1 ml of fixative solution composed of Methanol/Acetic Acid (3:1) and resuspended in 10 ml of
fixative solution. Cells were centrifuged for 6 min at 200g before final resuspension in 5 ml of
fixative. Standard R-banding analysis was performed on metaphases obtained from iPSC
clones. At least 20 metaphases were fully karyotyped with the help of an automated imaging

system (MetaSystems).

2.9 Lentiviral vectors and cell transduction

Self-inactivated (SIN) lentiviral vectors derived from the previously described pRRL-MND-
MCS-WPRE lentivector (Richard et al., 2004). Lentiviral vectors harbored the optimized
human AGXT cDNA (Mesa-Torres et al., 2014) or eGFP cDNA under control of the murine
transthyretin promoter (TTRp) fused to a synthetic hepatocyte-specific enhancer to direct liver-
specific expression (Nguyen et al., 2005). The modified retroviral MND promoter was used to
drive ubiquitous expression of AGXT and eGFP transgenes (Richard et al., 2004). VSV-G-
pseudotyped recombinant lentiviral particles were produced by triple-transient transfection of
three plasmids in 293T cells: the transfer vector plasmid, the packaging plasmid pPCMVARS8.91,
and the VSV-G envelope protein-coding plasmid pMD.G as described (Bedel et al., 2012).
Titers of eGFP-expressing vectors were determined after serial dilutions in HepG2
hepatoblastoma cell lines. Titers of AGXT-containing lentivectors were estimated on the basis
of p24 antigen levels determined by ELISA assay in the viral supernatant (Innotest HIV p24,
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INGEN SA, Rungis, France), by comparison with that of simultaneously produced eGFP
vectors as previously described (Richard et al., 2004). Lentiviral vector supernatants were tested
for the absence of replication-competent virus. To evaluate tissue-specific expression of
lentiviral vectors, hepatic (Huh7, HepG2), epithelial (HEK293T) and myelogenous (K562)
human cell lines, as well as primary human fibroblasts and WT-iPSCs, were transduced with
lentiviral vectors at a low multiplicity of infection (m.o.i. = 1) to obtain proviral integration of
around one copy/cell. In additive gene therapy experiments, iPSCs from the PH1 patient were

transduced at a multiplicity of infection of 5.

2.10. Flow cytometry analysis
At day 7 post-lentiviral transduction, eGFP fluorescence was analyzed using FACSCanto™ I1
(BD Biosciences) and FACSDiva™ software (BD Biosciences).

2.11. In vitro differentiation of iPSCs toward hepatic lineage

Feeder-free cultured iPSCs were differentiated into hepatocyte-like cells (HLCs) by applying a
serum- and feeder-free procedure recapitulating liver development, as previously described
(Asplund et al., 2016; Ghosheh et al., 2016). First, iPSCs were guided to differentiate into
definitive endoderm cells (DECs) using the Cellartis® Definitive Endoderm Differentiation Kit
(Takara Bio Europe), according to the manufacturer’s instructions. At day 7, the DECs were
enzymatically dissociated with TrypLE™ Select Enzyme (Life Technologies), reseeded into
appropriate cell culture vessels, and differentiated into HLCs using the Cellartis® Hepatocyte

Differentiation Kit (Takara Bio Europe), according to the manufacturer’s instructions.

2.12. Assay for cytochrome P450 activity

Cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) activity was measured in iPSCs and HLCs by using the
P450-Glo™ CYP3A4 Assay kit (Promega) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, cells were incubated for 1 hour at 37°C with respective cell culture media containing 3
UM of the CYP3A4 substrate luciferin isopropyl acetal (proluciferin). After incubation, 25 pL
of culture media were transferred from each well to a 96-well opagque white luminometer plate.
Next, a luciferin detection reagent (25 uL) was added to the samples to initiate a luminescent
reaction. The plate was incubated at room temperature for 20 min, and luminescence was

measured using a GloMax® Multi Detection System luminometer (Promega). Luminescence
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signal was standardized for each well by cell protein content determined by the Pierce™ BCA

Protein Assay Kit (ThermoScientific), according to the manufacturer’s instructions.

2.13. Western Blot

Total cellular protein extraction was carried out using T3EN buffer (10 mM Tris base, 150 mM
NaCl, 3mM EDTA, H20) and SB2X buffer (4% SDS, 20% glycerol, 50 mM Tris-HCI pH 6.8,
H-0), followed by 10 min incubation at 100°C. Protein concentration was determined with the
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific), according to the manufacturer’s
instructions. Respectively 20 pg and 1 pg of protein from HLC and HepG2 lines were separated
by electrophoresis on 12% (w/v) acrylamide SDS-PAGE and transferred onto a polyvinylidene
difluoride Immobilon-P membrane (Millipore Corp.). The blot was blocked with TBS (20 mM
Tris-HCI pH 7.6, 136 mM NacCl) containing 5% skimmed milk, and then incubated at 4°C
overnight with primary antibodies diluted at working concentration in TBS containing 5%
bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich). The following day, the membrane was washed
three times for 5 minutes in TBS with 0.1% Tween 20 (TBS-T) and then incubated with
horseradish peroxidase-linked secondary antibodies diluted at working concentration in TBS-
milk for 1 hour at room temperature. The membrane was washed a further three times for 5
minutes with TBS-T before developing using the Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent kit (GE Healthcare), according to the manufacturer’s instructions. Images
were captured with the LAS-3000 Imager (Fujifilm). The primary and secondary antibodies
used for western blotting are listed in online Supplemental Table 3.

2.14. Statistical analysis

Values shown represent the mean = SD (n=3 to 4 independent experiments). P-values were
determined using a one-way analysis of variance (ANOVA) complemented by Tukey's multiple
comparisons test to examine significance across comparisons. Difference was considered

significant at p<0.05.
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3. Results
3.1. Generation and characterization of iPSCs from PH1 patient-derived dermal cells
Skin fibroblasts were isolated from a healthy volunteer and a PH1-diagnosed patient harboring
the homozygous ¢.731T>C mutation (p.1244T) in exon 7 of AGXT gene (Fig. 1A). WT- and
PH1-iPSC lines were generated in vitro from primary fibroblasts after transduction with a
modified, non-transmissible form of Sendai Virus (SeV) particles carrying the reprogramming
factors SOX2, OCT3/4, c-MYC and KLF4, which is sufficient for efficient reprogramming
(Takahashi et al., 2007). The exclusive cytoplasmic expression of SeV particles allows the
generation of iPSCs free of reprogramming transgenes, as confirmed by RT-PCR analysis. SeV
structural genome and exogenous reprogramming transgene expression was detected
exclusively in transduced primary fibroblasts (Sendai fibroblasts), whereas non-transduced
fibroblasts and iPSC lines (at 18-19 passages) harbored neither SeV genome nor
reprogramming transcript expression (Fig. 2A).

IPSCs were established and expanded as individual colonies onto MEFs for 12 weeks.
Two isolated WT-iPSC clones (hereinafter named WT-iPSC#1 and WT-iPSC#2) and two
isolated PH1-iPSC clones (hereinafter named PH1-iPSC#1 and PH1-iPSC#2) were switched to
feeder-free culture conditions using the Cellartis® DEF-CS™ Culture System, which allows
enzymatic passaging of pluripotent stem cells and expansion as monolayer iPSC lines. We
confirmed the stability of the AGXT genotype in all established iPSC lines (Fig. 1B, WT-
IPSC#2 and PH1-iPSC#2 and online Supplemental Fig. S1, WT-iPSC#1 and PH1-iPSC#1).
Feeder-free WT and PH1-iPSC lines exhibited undifferentiated stem cell morphology with a
high nucleus/cytoplasm ratio and prominent nucleoli (Fig. 2B, WT-iPSC#2 and PH1-iPSC#2
and online Supplemental Fig. S2, WT-iPSC#1 and PH1-iPSC#1). Moreover, all iPSC clones
expressed endogenous pluripotency-associated markers (OCT3/4, SOX2, NANOG, REX1,
ESG1, DPPA4, hTERT, KLF4, c-MYC), as demonstrated by alkaline phosphatase activity,
immunocytofluorescence (Fig. 2B, WT-iPSC#2 and PH1-iPSC#2 and online Supplemental Fig.
S2, WT-iPSC#1 and PH1-iPSC#1) and RT-PCR analysis (Fig. 2C). We detected endogenous
expression of KLF4 and c-MYC genes by RT-PCR analysis in primary fibroblasts as previously
described (Takahashi et al., 2007). We then generated teratoma by subcutaneous injection of 1
x 108 cells from all WT- and PH1-iPSC lines into 2-month-old immunodeficient NSG mice.
About 6 weeks after injection, tumors exhibited goblet cells (endoderm), chondrocytes
(mesoderm) and neuroectoderm and pigmented tissue (ectoderm), which demonstrates the

ability of iPSCs to differentiate into all three germ layers (Fig. 3A). Finally, karyotype analyses
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by R-banding studies confirmed the absence of macroscopic genetic abnormality in WT- and
PHZ1-iPSC lines (Fig. 3B, WT-iPSC#2 and PH1-iPSC#2 and online Supplemental Fig. S3, WT-
IPSC#1 and PH1-iPSC#1). Therefore, we have successfully committed WT- and PH1-
fibroblasts in pluripotent stem cells free of reprogramming transgenes that display human

embryonic stem cell-like features.

3.2. Lentiviral-mediated delivery of therapeutic AGT in PH1-iPSCs

To trigger wild-type AGT expression in the PH1-iPSC line, we designed a third-generation
lentiviral vector (LV) carrying a full-length codon-optimized human AGXT cDNA. Lentiviral
constructs carried the modified retroviral MND promoter or the liver-specific transthyretin
promoter (TTRp) to drive ubiquitous or liver-specific expression of the therapeutic (AGXT) or
control (eGFP) transgenes, respectively (Fig. 4A). We confirmed ubiquitous and specific
expression towards the hepatic lineage after lentiviral transduction of both hepatic (HepG2 and
Huh7) and non-hepatic (HEK293T, K562, WT-fibroblast and WT-iPSC#2) cell lines at low
multiplicity of infection (m.o.i = 1) (Fig. 4B). As expected, MNDp-eGFP lentivector was
expressed in each of the different cell lines, while TTRp-eGFP lentivector was selectively
expressed in hepatic cells.

We then investigated lentiviral vector-mediated AGXT and eGFP expression in HepG2
cells transduced with the corresponding lentivectors at m.o.i of 5. Once HepG2 genomic
integration of the cassettes had been confirmed (Fig. 4C), we observed significant lentiviral
vector-mediated transgene expression in transduced HepG2 cells by RT-PCR (Fig. 4D) and
western blotting analysis (Fig. 4E). RT-PCR analysis revealed transcriptional expression of
TTRp-AGXT and TTRp-eGFP cassettes limited to transduced HepG2 lines, while the
endogenous AGXT gene was expressed in all conditions (Fig. 4D). Similarly, western blotting
analysis using a primary antibody detecting indistinctly both endogenous and exogenous
(derived from TTRp-AGXT cassette) AGT revealed basal expression of endogenous AGT in
both non-transduced HepG2 and HepG2-TTRp-eGFP lines, while the HepG2-TTRp-AGXT
line exhibited increased global AGT expression (Fig. 4E). These results confirmed therapeutic
AGT expression at both transcript and protein levels in the hepatic HepG2 cell line after
transduction with the therapeutic TTRp-AGXT lentiviral vector.

We then performed genome modification of PH1-iPSCs by transduction with TTRp-
AGXT or TTRp-eGFP lentivector at m.o.i. of 5. We preferentially targeted PH1-iPSC#2

because we observed sustained proliferation and maintenance of stem-cell morphology
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characteristics through passages of this clone (data not shown). PCR analysis confirmed
genomic integration of lentivectors into transduced iPSC lines, referred to as PH1-iPSC#2-
TTRp-AGXT and PH1-iPSC#2-TTRp-eGFP lines, respectively (Fig. 4F).

3.3 AGT rescue in iPSC-derived hepatocyte-like cells transduced with TTRp-AGXT
lentivector

We next proceeded to in vitro differentiation of WT-iPSC#2, PH1-iPSC#2, PH1-iPSC#2-
TTRp-AGXT and PH1-iPSC#2-TTRp-eGFP lines into hepatocyte-like cells (HLCs),
respectively named WT-HLC#2, PH1-HLC#2, PH1-HLC#2-TTRp-AGXT and PH1-HLC#2-
TTRp-eGFP. We used a protocol simulating normal liver development in three main phases:
definitive endoderm, hepatic progenitors and hepatocyte-like cells. During the first phase, we
used the Cellartis® Definitive Endoderm Differentiation medium to differentiate iPSCs into a
monolayer culture of definitive endoderm cells (DECs), which represent the earliest precursors
of all endodermal organs; namely, liver, pancreas, lung, gut and thyroid (Hannan et al., 2013).
Whereas iPSC lines showed typical embryonic stem cell morphology prior to the differentiation
process, they progressively exhibited spiky or triangular shapes, a typical morphology of DEC
reaching confluence (Fig. 5A). We confirmed definitive endoderm commitment by
immunofluorescence detection of the specific endodermal marker SOX17 at day 7 of
differentiation (Fig. 5A).

During the second phase, we guided DECs to subsequent hepatoblast and HLC
differentiation for 3 weeks in Cellartis® Hepatocyte Differentiation medium. The cellular
morphology progressively changed during the differentiation process to finally reach typical
hepatocyte-like polygonal shape with canaliculated borders from day 21 of differentiation (Fig.
5A). Immunofluorescence analysis confirmed hepatic cell commitment, as demonstrated by the
specific expression of the hepatic markers HNF4a and alpha-fetoprotein (aFP) in HLC by day
14 and day 21 of differentiation respectively. By day 31, we compared the expression profile
of several hepatic markers (albumin, aFP, alpha-1 antitrypsin (alAT) and HNF4a) between
IPSC lines, iPSC-derived hepatocyte-like cells, primary fetal hepatocytes and primary adult
hepatocytes (Fig. 5B). Although we observed evidence of liver-specific expression in HLCs
generated in our culture system, we acknowledge that these cells were not terminally
differentiated, as evidenced by remaining aFP expression. This observation is consistent with
previous studies demonstrating that pluripotent stem cell-derived hepatocyte-like cells more
similarly mimic fetal rather than adult hepatocytes (Baxter et al., 2015; Rashid et al., 2010).
Detoxification activity of cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), which corresponds to the most
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abundant CYP450 expressed in adult liver (Guengerich, 1999), was also evaluated (Fig. 5C).
CYP3A4 activity was significantly higher in HLCs (25- to 40-fold increase) than in
undifferentiated control iPSCs. Interestingly, PH1-HLC#2 cell lines showed similar CYP3A4
activity, independently of the genetic modification (TTRp-AGXT, TTRp-eGFP, mock), which
suggests homogeneous hepatic differentiation.

We then analyzed the therapeutic benefit of AGXT additive gene therapy in PH1-HLCs.
We evaluated AGT rescue in PH1-iPSC-derived HLC after transduction with TTRp-AGXT or
TTRp-eGFP lentivectors. RT-PCR analysis revealed transcriptional expression of TTRp-
AGXT and TTRp-eGFP lentivectors exclusively in PH1-HLC#2-TTRp-AGXT and PH1-
HLC#2-TTRp-eGFP respectively, while endogenous AGXT gene was expressed in all HLC
lines (Fig. 5D). On the other hand, AGT protein was detected only in WT-HLC#2 and PH1-
HLC#2-TTRp-AGXT cells, whereas PH1-HLC#2 and PH1-HLC#2-TTRp-eGFP exhibited no
endogenous AGT expression (Fig. 5E). These results suggest that the mutant p.1244T AGT is
unstable in HLCs and rapidly turns into non-functional aggregates that are subsequently
eliminated before reaching hepatocyte peroxisome. Therefore, we hypothesize that WT-HLC#2
exhibited basal endogenous wild-type AGT expression, whereas the AGT protein detected in
PH1-HLC#2-TTRp-AGXT was entirely due to the expression of the therapeutic TTRp-AGXT
lentivector. Taken together, these results show that we have achieved the first successful rescue
of AGT by using liver-specific lentiviral vector in iPSC-derived hepatocyte-like cells from a
PH1 patient.
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4. Discussion

PH1 is an inherited metabolic disease arising from the liver deficiency of the AGT enzyme that
leads to overproduction of oxalate, which forms insoluble calcium salts in the kidney, resulting
in nephrocalcinosis and urolithiasis. Combined liver-kidney transplantation is the only curative
treatment for PH1 but it suffers from limitations, which provides the impetus to develop
innovative therapeutic options such as liver-directed gene therapy. The recent advent of iPSCs
has opened up new avenues in the field of regenerative medicine, and the availability of efficient
hepatic differentiation procedures has made iPSCs attractive for the treatment of liver diseases
such as PH1 (Asplund et al., 2016; Ghosheh et al., 2016; Hannan et al., 2013; Rashid et al.,
2010). In this study, we efficiently generated PH1-iPSCs free of reprogramming factors and
expanded them under feeder-free conditions. We then successfully differentiated in vitro PH1-
IPSCs into hepatocyte-like cells, which are suitable for disease modeling and gene therapy
experiments. Finally, we rescued AGT expression in PH1-iPSC-derived HLCs after
transduction with a self-inactivated liver-specific lentiviral vector expressing an optimized
AGT enzyme.

During the past decade, iPSCs have been generated with several integrative and non-
integrative methods, the former exploiting viral vectors integrated in the host cell genome and
stably expressing the transgene, and the latter including any approach that enables transient
transgene expression in target cells. However, the persistence of residual transgene expression
may alter the potential for iPSC differentiation or induce malignant transformation (Okita and
Yamanaka, 2011). Sendai vectors are the safest and most commonly used viral-based approach
to obtain iPSCs using non-integrative methods. Furthermore, they allow the generation of
iPSCs with much greater efficiency than the conventional integrative vectors without
influencing the gene expression profile of the reprogrammed iPSCs (Trevisan et al., 2017). In
our study, we obtained an initial reprogramming efficiency on feeder cells ranging from 0.002%
to 0.08% for PH1- and WT-iPSCs respectively, which corresponds to levels previously reported
in the literature (Ban et al., 2011).

Traditional biomedical research and preclinical studies frequently rely on animal models
that often fail to reproduce important clinical phenotypes. Conventional cell lines are also
frequently used but they represent only a small number of cell types or diseases, and are
characterized by limited genetic diversity, rapid senescence and potentially confounding
immortalizing mutations. In recent years, human pluripotent stem cells have attracted much

attention, partly due to their promising potential for modeling human diseases accurately. In
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this study, we generated PH1-iPSCs from primary fibroblasts harboring the AGXT ¢.731T>C
mutation, which is highly prevalent in Western Europe, North Africa and the Middle East, as it
has been reported in around 20% of PH1 patients from these countries (Harambat et al., 2010).
To our knowledge, this is the first report of PH1-iPSC-derived hepatocyte-like cells from a PH1
patient. In a previous study, primary fibroblasts from a PH1 patient harboring the homozygous
€.731T>C mutation in exon 7 of the AGXT gene were fully reprogrammed into transgene-free
IPSCs using the Sendai virus vector, but the potential for hepatic differentiation was not
demonstrated (Zapata-Linares et al., 2016). The p.1244T AGT protein is known to be responsive
to pharmacological chaperones such as betaine (Santana et al., 2003), and we believe that the
combination of additive AGXT gene therapy and pharmacological treatments could
significantly improve the phenotype of PH1 patients carrying the ¢.731T>C mutation.

To facilitate the differentiation process and subsequent analysis of the hepatocyte
phenotype, we expanded WT- and PH1-iPSCs under feeder-free conditions. To date, most
pathophysiological studies of AGXT mutations have been conducted in the stably transformed
CHO-GO cell line overexpressing glycolate oxidase (GO) and WT-AGT or pathogenic variants
(Dindo et al., 2018). We propose that HLCs derived from PH1-iPSCs would offer new
perspectives for the identification of molecular defects associated with AGT mutations in liver
cells. In the future, the generation of iPSCs originating from a wide panel of PH1 patients and
their differentiation into hepatocytes could play an important role in the exploration of
phenotype/genotype correlations and drug susceptibilities.

The present study goes further by demonstrating the stable genome modification of
hepatocyte-like cells derived from PH1-iPSCs, which were previously transduced with a liver-
specific self-inactivating lentiviral vector expressing wild-type AGXT cDNA. The AGXT
sequence was optimized for expression in human cells (Mesa-Torres et al., 2014) and placed
under the control of the liver-specific transthyretin promoter, whose efficacy has already been
demonstrated ex vivo and in vivo in liver-disease animal models (Nguyen et al., 2005; Schmitt
et al., 2010). Importantly, we rescued AGT synthesis in PH1-HLC#2-TTRp-AGXT following
TTRp-AGXT lentiviral transduction, even though we observed a lower AGT expression level
than with WT-HLCs. This might be due to the suboptimal expression of the transthyretin
promoter and/or incomplete differentiation state of iPSC-derived HLCs, as previously reported
(Baxter et al., 2015; Rashid et al., 2010; Roy-Chowdhury et al., 2017). Integration of the
therapeutic TTRp-AGXT lentiviral vector into PH1-iPSCs allowed specific expression of AGT
at both transcript and protein levels in differentiated hepatocyte-like cells. Furthermore, we

demonstrated the neutral effect of genome modification on the hepatic differentiation process.
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However, caution is required regarding the exhaustive consequences of genomic lentiviral
integration. Despite numerous safety improvements in lentiviral vectors (Cavazzana-Calvo and
Fischer, 2007), integration targeting is still challenging and insertional mutagenesis cannot be
strictly ruled out unless fully investigated. For these reasons, strategies involving controlled
genome modification would be beneficial for establishing safer gene therapy protocols. Recent
advances in the field of targeted gene editing, mainly including CRISPR/Cas9 system (Fineran
and Charpentier, 2012; Jinek et al., 2012), are likely to offer solutions. Indeed, the efficacy of
the targeted CRISPR/Cas9 DNA break in enhancing therapeutic homology-directed repair has
been demonstrated in numerous studies, including hepatic diseases, and could be a powerful

alternative to viral vectors for PH1 gene therapy (Lee et al., 2016; Pankowicz et al., 2017).

5. Conclusion and/or summary

Human induced pluripotent stem cells can differentiate into hepatocyte like-cells with
the potential of clinical and experimental use for inherited liver diseases. We generated PH1-
iIPSCs free of reprogramming factors from a patient with primary hyperoxaluria type 1 and
demonstrated efficient hepatic lineage differentiation in vitro. In a gene therapy experiment, we
rescued AGT expression in hepatocyte-like cells from PH1-iPSCs transduced with a therapeutic
liver-specific lentiviral vector. Taken together, our results pave the way for studying and
correcting primary hyperoxaluria type 1 using hepatocyte-like cells derived from patient-

specific induced pluripotent stem cells.
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Figures legends
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Figure 1. Analysis of AGXT mutations in primary fibroblasts and iPSCs.
The homozygous ¢.731T>C AGXT mutation was detected in PH1-fibroblasts (A) and PH1-
IPSC lines (B) by Sanger sequencing of AGXT exon 7.
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Figure 2. Generation and characterization of human WT and PH1-iPSCs.
(A) RT-PCR analysis of Sendai virus (SeV) reprogramming factor expression before SeV
transduction (Fibroblast), 5 days after SeV transduction (Sendai fibroblast) and in established
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IPSCs (iPSC line). (B) Analysis of iPSC morphology (BF, bright field), alkaline phosphatase
activity (ALP) and pluripotency-associated marker expression (green immunofluorescence
staining) in iPSCs expanded on stromal MEF cells (colony) or in feeder-free conditions
(monolayer). DAPI staining revealed nuclei (blue). Scale bars, 100 um. Magnification, 100X.
(C) RT-PCR analysis of endogenous pluripotency-associated marker expression in iPSC lines

as compared with primary fibroblasts.
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Figure 3. Teratoma and karyotype analysis.
(A) Alcian blue and hematoxylin/eosin staining of histological sections of a representative

teratoma derived from WT-iPSC#2 and PH1-iPSC#2 shows tissues of all three germ layers.
Scale bars, 50 um. Magnification, 40X. (B) Representative karyotype analysis of WT-iPSC#2
(46, XX) and PH1-iPSC#2 (46, XY) revealed no abnormalities.
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Figure 4. Characterization of the therapeutic AGT-expressing liver-specific lentiviral
vector.

(A) Lentiviral vector construct and PCR primer location used for proviral integration analysis.
(B) Analysis of eGFP expression in hepatic (HepG2 and Huh7) and non-hepatic (HEK 293T,
K562, WT-fibroblast and WT-iPSC#2) cells after lentiviral transduction. eGFP expression

was detected by flow cytometry analysis and data were expressed as means + SD of four

160



independent experiments. (C) PCR analysis of proviral integration in transduced HepG2 cells.
(D) RT-PCR analysis of eGFP and AGXT expression in transduced HepG2 cells. (E) Western
blotting analysis of AGT protein expression in transduced HepG2 cells. GAPDH was used as
control housekeeping gene. (F) PCR analysis of proviral integration in transduced PH1-

IPSC#2 cells. Abbreviations: ns, non-significant; endo., endogenous.
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Figure 5. Characterization of hepatocyte-like cells (HLCs) and analysis of AGT
expression rescue.

(A) Bright field and immunofluorescence staining of endodermic (SOX17) and hepatic
markers (HNF4a and aFP) throughout hepatocyte differentiation. Nuclei were localized by
DAPI (blue). Scale bars, 100 um. Magnification, 100X. (B) RT-gPCR analysis of hepatic
gene markers in HLCs at day 31 of hepatocyte differentiation. Gene expression was
normalized to the endogenous HUPO gene and data are means + SD of four independent
experiments. (C) CYP3A4 activity analysis in HLCs at day 31 of differentiation. Data were
expressed as means + SD of three independent experiments; *, p<0,05. (D) RT-PCR analysis
of eGFP and endogenous (endo. AGXT) or exogenous AGXT expression in HLCs. (E)
Western blotting analysis of AGT protein expression in HLCs. Abbreviations: aFP, alpha-

fetoprotein; alAT, alpha-1 antitrypsin; ns, non-significant; endo., endogenous.
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Supplemental Figure S1. Evaluation of AGXT genotype stability in WT- and PH1-iPSC
clones #1 by Sanger sequencing of AGXT exon 7.
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Supplemental Figure S2. Analysis of iPSC morphology (BF, bright field), alkaline
phosphatase activity (ALP) and pluripotency-associated marker expression (green
immunofluorescence staining) in iPSC clones #1 expanded on stromal MEF cells (colony) or
in feeder-free conditions (monolayer). DAPI staining revealed nuclei (blue). Scale bars, 100

pum. Magnification, 100X.
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Supplemental Figure S3. Representative karyotype analysis of WT-iPSC#1 (46, XX) and
PH1-iPSC#1 (46, XY) revealed no abnormalities.
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Supplemental Table 1. Specific forward (F) and reverse (R) primer sets used in study.

Target Primer sequence Amplicon (bp) | Application
AGXT_exon 7 F: 5" GGGTGATGTGAGAAATGAAGG 3’ 552
PCR, AGXT genotyping
R: 5" GATTCTGGGGCTCTAGTTGG 3’
AGXT-WPRE F: 5" CCACTTCGACATTGAGATC 3’ 240 PCR, proviral integration analysis
R: 5" CCACATAGCGTAAAAGGAG 3’ and
eGFP-WPRE F: 5" ACCACTACCAGCAGAACAC 3’ 287 RT-PCR, evaluation of lentiviral
R: 5" CCACATAGCGTAAAAGGAG 3’ cassette expression
AGXT F: 5 TACCCGCTGGCTATGACTG 3’ 412 RT-PCR, evaluation of endogenous
R: 5" CGCCCAAGTGGACTGTTT 3’ AGXT expression
GAPDH F: 5" TCGGAGTCAACGGATTTGG 3’ 227
RT-PCR, housekeeping gene
R: 5" ATCTCGCTCCTGGAAGATGG 3’
SeV genome F: 5" GGATCACTAGGTGATATCGAGC 3’ 181
R: 5" ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC 3’
Sev KOS F: 5" ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC 3’ 528
RT-PCR, evaluation of
R: 5" ACCTTGACAATCCTGATGTGG 3’
reprogramming transgene silencing
SeV KLF4 F: 5" TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC 3’ 410
R: 5" AATGTATCGAAGGTGCTCAA 3’
SeV c-MYC F: 5" TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG 3’ 532
R: 5" TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG 3’
OCT3/4 F: 5 GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG 3’ 144
R:5 CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC 3’
NANOG F: 5" CAGCCCTGATTCTTCCACCAGTCCC 3’ 391
R: 5" TGGAAGGTTCCCAGTCGGGTTCACC 3’
50X2 F: 5 GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG 3’ 151
R: 5" TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG 3’
hTERT F: 5" CCTGCTCAAGCTGACTCGACACCGTG 3’ 446
R: 5" GGAAAAGCTGGCCCTGGGGTGGAGC 3’ RT-PCR, evaluation of iPSC
c-MYC F: 5 GCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGC 3’ 328 pluripotency
R: 5" TTGAGGGGCATCGTCGCGGGAGGCTG 3’
REX1 F: 5" CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT 3’ 306
R: 5" GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA 3’
KLF4 F: 5" ACGATCGTGGCCCCGGAAAAGGACC 3’ 397
R: 5" TGATTGTAGTGCTTTCTGGCTGGGCTCC 3’
DPPA4 F: 5" GGAGCCGCCTGCCCTGGAAAATTC 3’ 408

R: 5" TTTTTCCTGATATTCTATTCCCAT 3’
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ESG1/DPPA5S F: 5" ATATCCCGCCGTGGGTGAAAGTTC 3’ 243
R: 5" ACTCAGCCATGGACTGGAGCATCC 3’
HuPO F: 5" TGGAGGGTGTCCGCAATGTT 3’ 158
RT-qPCR, housekeeping gene
R: 5" GAAGGCCTTGACCTTTTCAG 3’
HNF4a F: 5" AAGCCGTCCAGAATGAGC 3’ 147
R: 5" GAATGTCGCCGTTGATCC 3’
alAT F: 5" CCTCCGTACCCTCAACCA 3’ 294
R: 5 GGTCTCTCCCATTTGCCTT 3’ RT-gPCR, hepatocyte-like cell
aFpP F: 5" CAAACAAAGGCAGCAACAGT 3’ 229 characterization
R: 5" GCAGACAATCCAGCACATCT 3’
Albumin F: 5" GTGCTGCTGCTGAGACTTG 3’ 277
R: 5" TGCTGCCCACTTTTCCTAG 3’

Supplemental Table 2. Primary and secondary antibodies used in study to demonstrate iPSC

pluripotency and to characterize hepatocyte-like cell commitment by immunofluorescence

analysis. Abbreviation: aFP, alpha-fetoprotein.

Target Reference Dilution Isotype Reference Dilution
KLF4 Abcam, ab26648 1:200 Goat anti-Rabbit I1gG (H+L), Alexa Fluor 488 Life Technologies, A-11008 | 1:500
NANOG | Abcam, ab80892 1:50 Goat anti-Rabbit I1gG (H+L), Alexa Fluor 488 Life Technologies, A-11008 | 1:500
OCT3/4 | SCBT, Santa Cruz, SC- | 1:200 Chicken anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor Life Technologies, A-21200 | 1:500
5279 488
SOX2 Abcam, ab59776 1:200 Goat anti-Rabbit I1gG (H+L), Alexa Fluor 488 Life Technologies, A-11008 | 1:500
SSEA4 StemCell 1:200 Chicken anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor Life Technologies, A-21200 | 1:500
Technologies, 488
#01554
SOX17 R&D Systems, 1:100 Chicken anti-Goat IgG (H+L), Alexa Fluor 488 | Life Technologies, A-21467 | 1:500
AF1924
SCBT, Santa Cruz, SC- Chicken anti-Goat IgG (H+L), Alexa Fluor 488 | Life Technologies, A-21467 | 1:500
nNFaa 6556 150 Donkey anti-Goat IgG (H+L), Alexa Fluor 555 | Life Technologies, A-21432 | 1:250
Goat anti-Rabbit I1gG (H+L), Alexa Fluor 488 Life Technologies, A-11008 | 1:500
aFP Dako, A 0008 1:300 Donkey anti-Rabbit 1gG (H+L), Alexa Fluor Abcam, ab150074 1:250
555
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Supplemental Table 3. Primary and secondary antibodies used to evaluate alanine:glyoxylate
aminotransferase expression by western Blot. The polyclonal rabbit antibody to AGT was
kindly provided by C.J. Danpure. Abbreviation: HRP, horseradish peroxidase.

Target Reference Dilution Isotype Reference Dilution
AGT Gift from C.J. Danpure | 1:10000

168




Résultats 2 (Article 2)

Targeted gene therapy in human induced pluripotent
stem cells from a patient with primary hyperoxaluria
type 1 using the CRISPR/Cas9 technology.

(en préparation pour publication)

Dans ce second projet de recherche, nous avons suivi un schéma de thérapie
génique additive ex vivo similaire au projet précédent. Nous avons cependant souhaité
accroitre la sécurité du processus de modification du génome cellulaire grace a la
maitrise du site d’intégration du vecteur thérapeutique. Le site d'insertion que nous
avons choisi correspond au locus AAVSI, qui constitue le site préférentiel
d’intégration des virus AAV et dont la manipulation génique est considérée comme
sécuritaire pour les cellules.

Dans I'objectif de procéder a une intégration du transgene AGXT de fagon ciblée
au sein de ce locus, nous avons eu recours au processus de recombinaison homologue,
qui consiste en un échange de séquences d’ADN entre une région génomique et une
matrice endogene ou exogene présentant une homologie avec cette région. La
fréquence d’exécution spontanée de ce processus est faible, mais elle peut étre
augmentée de facon significative en effectuant un clivage du site cible de
recombinaison ; dans le cas de notre étude, le clivage du locus AAVSI a été réalisé a
I'aide de la technologie CRISPR/Cas9. L’intégration du transgéne AGXT dans le
génome des iPSCs dérivées du patient atteint de PH1 a été réalisée apres transfection
des cellules en présence 1) d'une matrice de recombinaison plasmidique composée du
transgene thérapeutique AGXT associé a la séquence d’expression de la copGFP
(protéine verte fluorescence dérivée de I'arthropode Pontellina plumata) et au géne de
résistance a la puromycine, I’'ensemble étant encadré par des séquences homologues
au locus AAVS1, 2) d"un plasmide d’expression de I’ARN guide chimérique ciblant le
locus AAVS1 et 3) de la Cas9 nucléase sous forme d’ARN messager, permettant une
action rapide et breve de la protéine et réduisant ainsi les risques de coupure en-dehors
de la cible%.

Les cellules transfectées ont été sélectionnées de facon stable en présence de
puromycine, puis nous avons procédé a un sous-clonage de la population par
cytométrie en flux sur la base de 1'expression de la copGFP. Nous avons ensuite
caractérisé 'intégration de la matrice de recombinaison au sein des clones viables, en
nous assurant de la spécificité de son insertion au sein du locus AAVSI. A la suite de
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ces expériences de caractérisation, nous avons sélectionné un clone diPSCs
correctement recombiné que nous avons soumis a une derniere série d’analyses afin
de vérifier I'intégrité génomique de régions hors-cible susceptibles d’étre clivées par
le systeme CRISPR/Cas9 que nous avons utilisé.

Apres avoir franchi avec succes toutes les étapes de caractérisation, le clone
d’iPSCs sélectionné a finalement été différencié en hépatocytes-like, selon un processus
identique au projet précédent. L’'engagement des cellules vers la lignée hépatique a été
confirmé via I'expression transcriptionnelle et protéique de marqueurs spécifiques, et
par la démonstration de I’activité cytochromique des cellules. La mise en évidence de
la restauration de l'expression protéique du géne AGXT au sein des hépatocytes-like
génétiquement modifiés a finalement confirmé 1efficacité de notre protocole de
thérapie génique additive ciblée.
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AAVS1

aFP

AGT

Cas?9

CRISPR

HLC

iIPSCs

NHEJ

PH1

Adeno associated virus integration site 1

Alpha-foeto protein

Alanine glyoxylate amino-transferase

CRISPR associated nuclease 9

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Hepatocyte-like cells

Induced pluripotent stem cells

Non homologous end joining

Primary hyperoxaluria type 1

Key words: hyperoxaluria, induced pluripotent stem cell, genome editing, CRISPR/Cas9,
hepatic differentiation, AAVS1.

Highlights:

e Liver-targeted gene therapy is a therapeutic option for primary hyperoxaluria type 1 (PH1).

e An optimized AGT cDNA was targeted to the AAVSI1 locus in iPSCs from a PH1 patient.

e AGT expression was rescued into hepatocyte-like cells derived from AAVS1-targeted PH1-

iPSCs.

172



Abstract

Primary hyperoxaluria type 1 (PH1) is an inherited metabolic disorder caused by a deficiency
of the peroxisomal enzyme alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT) which leads to
overproduction of oxalate by the liver resulting in urolithiasis, nephrocalcinosis and renal
failure. The only curative treatment for PH1 is combined liver and kidney transplantation witch
is limited by the scarce supply of suitable organs, significant complications, and the life-long
requirement for immunosuppressive agents to maintain organ tolerance. Hepatocyte-like cells
(HLCs) generated from CRISPR/Cas9 genome edited human induced pluripotent stem cells
would offer an attractive unlimited source of autologous gene-corrected liver cells as an
alternative to orthotopic liver transplantation (OLT). Here we report the CRISPR/Cas9
nuclease—mediated gene targeting of an AGXT therapeutic minigene into the safe harbor
AAVS1 locus in PH1-iPSCs without off-target inserts. We obtained a robust expression of a
codon optimized AGT in HLCs derived from AAVS1 locus-edited PH1-iPSCs. Our study
provides the proof-of-concept that CRISPR/Cas9-mediated integration of an AGXT minigene
into the AAVSL safe harbour locus in patient-specific iPSCs represents an efficient strategy to
generate functionally corrected hepatocytes, which in the future may serve as a source for an

autologous cell-based gene therapy for the treatment of PH1.
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Introduction

Primary hyperoxaluria type 1 (PH1, OMIM #259900) is a rare inherited metabolic disease due
to a deficit of the liver-specific enzyme alanine-glyoxylate aminotransferase (AGT, EC
2.6.1.44) encoded by the AGXT gene (locus 2g37.3) [1]. The AGT enzyme normally localizes
in hepatocyte peroxisome where it metabolizes glyoxylate to glycine [2]. In PH1 patients, the
lack of AGT activity results in a build-up of glyoxylate, which is oxidised to oxalate by the
enzyme lactate dehydrogenase. Oxalate is excreted by the kidneys and complexes with calcium
in the urinary tract, leading to the formation of insoluble calcium-oxalate crystals manifested
as recurrent nephrolithiasis, nephrocalcinosis and progressive kidney failure. The most
effective treatment for PH1 is pre-emptive liver transplantation which represents a form of
enzyme replacement therapy by restoring a normal hepatic AGT activity [3]. Nevertheless, this
treatment is limited by organ suitability, significant morbidity and mortality and the life-long
requirement for immunosuppressive agents [4]. Transplantation of autologous gene-corrected
hepatocytes would offer an interesting alternative to orthotopic liver transplantation (OLT) but
the lack of effective cell-culture systems to expand and maintain mature, fully differentiated
hepatocytes in vitro are major obstacles to basic and translational investigations of the
pathogenesis and treatment of liver disease [5]. During the last years the possibility of
reprogramming mature somatic cells to generate induced pluripotent stem cells (iPSCs) has
enable the derivation of disease-specific pluripotent stem cells that can be further differentiated
in many cell types including liver cells [6-8]. The generation of patient-specific hepatocytes
offers a wide range of applications in cell and gene therapy, and unsuspected perspectives for
regenerative medicine of the liver. We recently reported the generation of transgene-free iPSCs
after reprogramming dermal fibroblasts from a PH1 patient using non-integrative Sendai
vectors [9]. PH1-iPSCs harboured homozygous ¢.731T>C mutation (p.1244T) in exon 7 of
AGXT gene and could be readily differentiated into hepatocyte-like cells (HLCs) that displayed
a low residual AGT'?#T expression. We were able to rescue AGT expression in PH1-HLCs
after transduction with a lentiviral vector expressing a codon optimized AGT cDNA under the
control of the liver specific transthyretin promoter.

Targeted gene therapy enables the insertion of therapeutic transgenes into safe loci of
the genome and represents an alternative to the use of conventional integrative viral vectors.
Gene-specific targeting in human and mouse iPSCs has highlighted the potential to overcome

the hurdles of gene replacement therapy such as insertional mutagenesis and to prevent
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unwanted positional effects of transgene expression [10]. Targeted endonucleases such as zinc
finger nucleases (ZFNs), transcription activator-like endonucleases (TALENS) and recently the
clustered regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated nuclease 9
(CRISPR/Cas9) induce a site-specific double-strand DNA break at a target locus and promote
efficient genome editing via homology-directed repair triggering precise genome modification
[11]. The AAVS1 locus lying in the first intron of the PPP1R12C gene on human chromosome
19, corresponds to an open chromosomal region that allows the insertion of an exogenous gene
[12]. The AAVS1 locus is often considered a “safe harbour” for gene targeting due to the
insulating properties attributed to the surrounding chromatin and the absence of side effect
attributed to its disruption [13].

In this study, we aimed at targeting the integration of a PGK promoter-driven AGT
transgene to the AAVSL1 site of PH1 patient-iPSCs in order to rescue AGT expression in derived
hepatocyte-like cells. Corrected PH1-iPSCs retained pluripotency and no CRISPR/Cas9-
associated off-target mutations were detected in the top-five predicted off-target sites. We
restored AGT expression in hepatocyte-like cells derived from corrected PH1-iPSCs.
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Material and Methods
Human iPSCs

Induced pluripotent stem cells from a PH1 patient and WT individual were previously described
[9]. IPSCs were maintained as monolayer cells in feeder-free Cellartis® DEF-CS™ Culture
System (Takara Bio Europe) as previously described [14].

Donor vector and CRISPR/Cas9 related plasmids

A codon-optimized human AGXT cDNA was PCR-amplified and inserted between the Ndel
and EcoRV restriction sites of the pAAVS1D-PGK-MCS-EF1la-copGFP-T2A-Puro donor
cloning vector (#GE602A-1, System Biosciences) to generate the pAAVS1-PAEGP donor
plasmid. This backbone is flanked at the 5’ and 3’ ends by sequences homologous to the
upstream and downstream regions of the CRISPR/Cas9 recognition site in the AAVS1 locus.
The pUC19-sgRNA-T2 plasmid was derived from the pUC19 cloning vector (#50005,
Addgene) in which was inserted the single-guide RNA (sgRNA) cloning backbone from the
pSpCason(BB)-2A-Puro (PX462) plasmid (#62987, Addgene) ; the sRNA sequence targeting
the AAVSL1 locus, called sgRNA-T2 [15], was inserted into the cloning backbone at Bbsl

restriction site. The sgRNA cloning sequences are listed in Supplementary Table 1.

PH1-iPSC transfection and selection

2. 10° PH1-iPSCs were transfected by lipofection with 1 pg of pAAVS1-PAEGP plasmid, 1 g
of pUC19-sgRNA-T2 and 1ug of GeneArt CRISPR Nuclease mRNA (Invitrogen) using
Lipofectamine® 2000 (Life Technologies). Puromycin selection (0.5 pg/ml) started at day 9
after lipofection. One month later, puromycin-resistant PH1-iPSCs were subcloned as single
cells into 96-well plates based on copGFP fluorescence, using fluorescence-activated cell
sorting (BD FACSAria™ III sorter and FACSDiva™ software, BD Biosciences®). Isolated
AAVS1-targeted PH1-iPSC clones were maintained under puromycin selection (0.5 pg/ml)

until hepatocyte differentiation.

PCR analysis of AAVS1-targeted PH1-iPSCs clones.
Genomic DNA was isolated using NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel) according to the
manufacturer’s instructions. To screen genomic DNA samples, we designed primers to PCR-

amplify the AAVS1 locus. We obtained an integration-specific product that allows

176



discrimination between WT- and targeted-AAVS1 locus. The top 10 putative off-target sites of
the AAVS1-targeting SgRNA-T2 used in the current study were previously identified [16].The
five most frequent putative off-target sites were PCR-amplified using specific primers and
Sanger-sequenced. Primers used for the correction strategies performed in this study are listed

in Supplementary Table 1.

Hepatocyte differentiation

Feeder-free cultured iPSCs were differentiated into hepatocyte-like cells (HLCs) applying a
serum-free and feeder-free procedure recapitulating liver development as previously described
[14]. We tracked the hepatic differentiation process by monitoring endoderm (Sox17) and
hepatoblast/hepatocyte-specific markers (HNF4, o-fetoprotein, albumin, o—1 antitrypsin)
expression at both transcript and protein levels as previously described [9]. Primer sequences
used for gene expression analysis are listed in Supplementary Table 1. Cytochrome P450 3A4
(CYP3AA4) activity was measured into iPSC-derived HLCs using the P450-Glo™ CYP3A4
Assay kit (Promega) as previously described [9].

Western Blot

For western blotting, 15 ug of protein were separated by SDS-PAGE (sodium-dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) electrophoresis, and PVDF membranes were probed with
rabbit polyclonal anti-AGT antibody (kindly provided by C.J. Danpure) as described [9].
Glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) expression was detected with rabbit
polyclonal anti-GAPDH (Cell Signaling, clone 14C10) and used to control protein loading in
Western Blot analyses. The signal was revealed with horseradish peroxidase-linked secondary
antibody and visualized using ECL reagent (ECL prime reagent, GE Healthcare). Images were
captured with the LAS-3000 Imager (Fujifilm).

Statistical analysis

Values shown represent the mean = SD (n=3 to 4 independent experiments). P-values were
determined using a one-way analysis of variance (ANOVA) completed with Tukey's multiple
comparisons test to examine significance across comparisons. Difference was considered

significant at p<0.05.
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Results and discussion

Efficient AGXT gene targeting into the AAVS1 locus of PH1-iPSCs

We previously described WT- and PH1-iPSC clones as WT-iPSC#2 and PH1-iPSC#2 clones,
respectively [9]. These reprogrammed transgene-free iPSCs exhibited typical features of
pluripotent stem cells and formed teratomas displaying derivatives from all three embryonic
germ layers after injection into immune-deficient mice. To promote insertion of an AGT
expression cassette into the AAVSL1 locus of our patient-derived PH1-iPSC line, we designed
a full-length codon-optimized human AGXT cDNA expression cassette flanked by AAVS1
homology arms, referred to as PAEGP (Fig. 1A, B). In this PAEGP donor plasmid, AGXT
cDNA was under the transcriptional control of the constitutive human phosphoglycerate kinase
promoter (PGKp). Besides the donor PAEGP, a CRISPR/Cas9 nuclease expression system was
used to introduce a double-strand DNA break into the AAVS1 locus and enhance the efficiency
of gene targeting. A transient Cas9 nuclease mRNA-based expression was preferred to rule out
any constitutive Cas9 expression following Cas9-expressing plasmid delivery, which is known
to favour off-target DNA cleavage [17]. Furthermore, the PAEGP donor vector encoded both a
puromycin resistance gene and the copGFP cDNA under the transcriptional control of the
constitutive human elongation factor la promoter (EF1p), which afforded an efficient dual
selection system to isolate a clonal population of iPSCs that successfully integrated our vector.
After delivery of both CRISPR/Cas9 system and PAEGP construct, puromycin-resistant and
copGFP-positive PH1-iPSCs were isolated by FACS for clonal analysis (Fig. 1C, D). Twenty-
nine clones maintaining normal stem cell-like characteristics (data not shown), hereinafter
named PH1-iPSC-PGKp-AGXT clones, were isolated for further analysis. PCR analysis of the
5’ and 3’ integration junctions between the PAEGP donor and the endogenous AAVSL1 locus
evidenced the insertion of the AGT cassette into the AAVSL1 locus of the PH1-iPSC-PGKp-
AGXT clones (Fig. 1 B, E, F). As a first screen, PCR analysis of the 5° end junction site
identified 3 positive clones and on-targeted PAEGP donor integrity was confirmed at the 3° end
junction site of the AAVS1 locus (Fig. 1E, F). These PH1-iPSC-PGKp-AGXT clones showed
consistent copGFP expression throughout several tens of passages during the course of the
study, which confirmed the stability of the transgene integration at the AAVS1 locus (data not
shown). To further characterize PAEGP integration into the PH1-iPSC-PGKp-AGXT clones,
we performed PCR amplification of potentially non-targeted AAVS1 locus (hereinafter named
WT AAVSL1 locus) to determine whether the PAEGP donor construct targeted one or both
AAVS1 alleles (Fig. 1B, F). We observed heterozygous PAEGP insertion at the AAVS1 locus
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in the targeted PH1-iPSC-PGKp-AGXT clones (#2, 11 and 23) (Fig. 1F). Although no
deleterious phenotype has been reported for loss of PPP1R12C gene function, homozygous
AAV integration was rarely observed [18]. As previously described, we observed that transgene
integration into the AAVSL1 locus did not change cell growth rate or pluripotency [19,20]. The
PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 clone exhibited sustained proliferation and maintenance of stem-
cell morphology characteristics through passages and was thus selected for further
characterization (data not shown). We analysed insertion/deletion (indel) events resulting from
non-homologous end joining (NHEJ) repair after CRISPR/Cas9 nuclease-mediated double
strand DNA break at the native AAVSL1 locus and putative off-target sites. Sequencing of the
non-targeted AAVSL1 allele in PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 line revealed a single nucleotide
(G) deletion at the Cas9 cutting site (Table 1). This deletion is unlikely to affect the PPP1R12C
gene function due to its localization into non-coding DNA region (intron 1); moreover, no
cellular dysfunction has been reported yet to be associated with PPP1R12C gene disruption
[21]. Indeed, in our experiment, the PHI1-iIPSC-PGKp-AGXT#23 clone proliferated
indistinguishably from WT- and PH1-iPSC control lines, and retained similar stem cell-like
features. We finally investigated potential NHEJ events at different CRISPR/Cas9 off-target
cleavage sites previously described for AAVS1 locus-targeting nucleases. Main off-target sites
have been described for the sgRNA-T2 although the frequencies of cleavage are far below that
of on-target activity [16]. The genomic region of the five most frequent AAVS1-off-target sites
was analysed and no modification of nucleotide sequence could be detected (Table 1). In
addition to validated candidate off-target sites, it is well known that other off-target
modifications may occur in unpredicted loci places due to genomic and epigenomic properties
that may affect target recognizing and cleavage efficiency. Unbiased detection of off-target
events would require a whole genome sequencing, especially in the prospect of corrected cell

delivery to patients [22].

AGT expression rescue into AAVS1-targeted PH1-iPSC-derived hepatocyte-like cells

We next proceeded to in vitro differentiation of WT-iPSC, PH1-iPSC and PH1-iPSC-PGKp-
AGXT#23 lines into hepatocyte-like cells (HLCs), respectively named WT-HLC, PH1-HLC
and PH1-HLC-PGKp-AGXT#23, using a protocol simulating normal liver development [9,14].
In the first step, iPSCs were engaged towards definitive endoderm cells (DECs), which
represent the earliest stage of differentiation of endoderm-derived organs; namely, liver,

pancreas, lung, gut and thyroid. During this phase, iPSC morphology progressively turned into
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spiky or triangular shapes, a typical morphology of DEC reaching confluence (Fig. 2A).
Detection of the specific endodermal marker SOX17 by immunofluorescence at day 7 of
differentiation definitely confirmed endoderm commitment (Fig. 2A).

In the second phase, DECs were induced to hepatoblast and definitive HLC differentiation
during 3 additional weeks. DEC morphology progressively switched to the typical hepatocyte-
like polygonal shape with canaliculated borders, and immunofluorescence analysis confirmed
hepatic cell commitment by highlighting HLC specific expression of the hepatic markers
HNF4a and alpha-fetoprotein (aFP) by day 14 and day 21 of differentiation respectively (Fig.
2A). These results were corroborated by RT-gPCR analysis of specific hepatic gene marker
expression profile (albumin, aFP, a-1-antitrypsin and HNF4a) performed by day 31 in iPSC-
derived HLCs, in comparison to native iPSC lines, primary fetal hepatocytes and primary adult
hepatocytes (Fig. 2B). Taken together, these results state clear evidence of liver-specific gene
expression in HLCs; however, considering the remaining aFP expression, we acknowledge that
HLCs closely mimicked fetal rather than adult hepatocytes, which is consistent with previous
reports of pluripotent stem cell-derived hepatocyte-like cells [9,23]. We then evaluated the
activity of the cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), which is the most abundant CYP450
expressed in adult liver [24]. CYP3A4 activity was significantly induced in HLCs (50- to 280-
fold increase) as compared to undifferentiated control iPSCs (Fig. 2C). However, the
heterogeneity of CYP3A4 relative expression among the different HLC lines reflects the
complex control of CYP450 expression and activity by several environmental and physiological
parameters that are lacking in the cell culture environment [25,26]. We finally assessed the
therapeutic benefit of AGXT additive gene therapy in PH1-iPSC-derived HLCs. RT-PCR
analysis revealed that endogenous AGXT gene expression was induced during hepatocyte
differentiation at levels similar to those observed in primary foetal and adult hepatocytes (Fig.
2B). We then evaluated AGT protein expression in HLCs by western blotting using an anti-
AGT antibody indistinctly detecting both endogenous and exogenous AGT protein (Fig. 2D).
While WT-HLCs showed significant AGT expression as compared with WT-iPSCs, no AGT
protein was detected in both PH1-iPSCs and PH1-HLC lines. These results suggest that the
mutant p.1244T AGT protein is unstable and aggregates into non-functional and non-
immunoreactive complexes in differentiated HLCs as previously described [9,27]. To the
contrary, we rescued AGT expression at both mRNA and protein levels in both PH1-iPSC-
PGKp-AGXT#23 and PH1-HLC-PGKp-AGXT#23 lines (Fig. 2D). We hypothesize that AGT
protein detected in PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 and PH1-HLC-PGKp-AGXT#23 resulted
from the AAVSIl-integrated PAEGP vector. Interestingly, PH1-HLC-PGKp-AGXT#23

180



exhibited substantial lower AGT expression level than PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23. Although
unexpected, this result is consistent with previous study demonstrating that the AAVS1 locus
can be silenced through mechanisms that include DNA methylation, notably in hepatocyte-
committed embryonic stem cells [28]. Agxt knockout (KO) mice reproduce some key features
of PH1 such as severe hyperoxaluria and develop CaOx urolithiasis in the urinary tract [29].
However, a combined immune-deficient and Agt-deficient mice permissive to the engraftment
of human cells would be required to evaluate the in vivo therapeutic potential of AAVS1-
targeted PH1-iPSCs-derived HLCs as described in other inherited liver diseases [30]. Taken
together, our results demonstrate for the first time the feasibility of restoring AGT expression

using gene-targeting and cell reprogramming strategies for primary hyperoxaluria.
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Figure 1. Integration of the PAEGP cassette into the AAVSL1 locus of PH1-iPSC line. (A)
Location of the AAVSL1 target site in the first intron of the PPP1R12C gene, and sequence of
the CRISPR/Cas9 recognition site. SgRNA-T2 [15] directs Cas9 double-strand breaks 3 bp
upstream of the PAM (blue arrow). (B) Schematic of normal and targeted AAVS1 alleles.
Universal PCR genotyping primers and the expected fragment sizes are indicated. Grey boxes
indicate PPP1R12C exons; blue boxes indicate the regions of homology; scissors figure the
CRISPR/Cas9 system. (C) Experimental scheme for the generation, selection and expansion of
clones with PAEGP integration within the AAVS1 locus of PH1-iPSCs. (D) Selection of
recombinant population for subcloning by fluorescence-activated cell sorting based on copGFP
expression. (E) PCR genotyping of PH1-iPSC-PGKp-AGXT clones by amplification of the 5’
AAVS1 junction site. The figure was built up from several PCR amplification and
electrophoretic migration experiments. (F) PCR analysis of (i) targeted PAEGP construct
integration into the iPSC AAVSI locus at both 5* and 3’ junctions and (ii) non-targeted (WT)
AAVS1 locus, in comparison to non-transfected WT-iPSC and PH1-iPSC lines. Abbreviations:
Fw, forward; HA-L and HA-R, homologous arms left and right; PAM, protospacer adjacent

motif; PuroR, puromycine resistance gene; Re, reverse; sgRNA, single-guide RNA.
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Figure 2. Characterization of iPSC-derived hepatocyte-like cells (HLCs) and analysis of AGT
expression rescue. (A) Bright field pictures of DECs and HLCs; immunofluorescence staining
of endodermic (SOX17) and hepatic (HNF4a and aFP) markers throughout hepatocyte
differentiation. Nuclei were localized by DAPI (blue). Scale bars, 100 um. Magnification,
100X. (B) RT-gPCR analysis of hepatic gene markers and endogenous AGXT expression in
HLCs at day 31 of hepatocyte differentiation, and corresponding iPSCs. Gene expression was
normalized to the endogenous HuPO gene and data are means £ SD of four independent
experiments. (C) CYP3A4 activity analysis in HLCs at day 31 of differentiation, as compared
with respective iPSC lines. Data are means = SD of three independent experiments; *, p<0,05.
(D) Western blotting analysis of AGT protein expression in HLCs and corresponding iPSCs.
Abbreviations: aFP, alpha-fetoprotein; alAT, alpha-1 antitrypsin; endo., endogenous.

Location Clone Sequence Indel

WT AAVS1 locus PH1-iPSC GGGGCCACTAGGGACAGGATTGG Ref.
chr19:55115749-55115771 PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGGGCCACTAGGGACAG—-ATTGG -1
Off-target 1 PH1-iPSC GGGGCTTCTAAGGACAGGATGGG Ref.
chr19:16064180-16064199 PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGGGCTTCTAAGGACAGGATGGG 0
Off-target 2 PH1-iPSC GGGGCAACTAGAGACAGGAAGGG Ref.
chr8:22778068-22778090 PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGGGCAACTAGAGACAGGAAGGG 0
Off-target 3 PH1-iPSC GGGGCCCCTGGGGACAGAATGGG Ref.
chr21:41521015-41521037 PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGGGCCCCTGGGGACAGAATGGG 0
Off-target 4 PH1-iPSC GGGGCCAGTGGGGACAGGAAGGG Ref.
chr2:231959830-231959852  PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGGGCCAGTGGGGACAGGAAGGG 0
Off-target 5 PH1-iPSC GGTGCCACCAGGGAGAGGATGGG Ref.
chr22:44303218-44303240 PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 GGTGCCACCAGGGAGAGGATGGG 0

Table 1. Analysis of WT AAVSI locus and predicted sgRNA-T2 off-target sites. Genomic
sites were PCR-amplified from both PH1-iPSC and PH1-iPSC-PGKp-AGXT#23 lines and
analysed by Sanger sequencing. PAM sequences and nucleotides that differ from the original

genomic sequences are respectively indicated in blue and red.
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Supplementary data

Target Sequence Amplicon (bp) | Application
AAVS1-targeting | F: 5 caccgGGGGCCACTAGGGACAGGAT 3’ NA
sgRNA-T2 cloning
sgRNA-T2 R: 5" aaacATCCTGTCCCTAGTGGCCCCc 3’
5" AAVS1 F: 5" CCGGAACTCTGCCCTCTAAC 3’ 1043
junction R: 5" GGTGGATGTGGAATGTGTG 3’
3’ AAVS1 F: 5 TCCGGGGGACAAGACATC 3’ 1441 PCR, homologous recombination
junction R: 5" CCAGAGACAGTGACCAACCATC 3 screening
WT AAVS1 locus | F: 5" TCGACTTCCCCTCTTCCGATG 3’ 1391
R: 5" CTCAGGTTCTGGGAGAGGGTAG 3’
Off-target locus | F: 5 ATTGGTTGTCTTGCCCCACT 3’ 230
#1 R: 5" CAGGTGGAGGCTGCCATTTA 3’
Off-target locus | F: 5" GGGGCACCGGGAAATGTTAT 3’ 674
#2 R: 5" ACTAAGTGGGGCATCTTCCG 3’
PCR and sanger sequencing, indel
Off-target locus | F: 5" TAGGAGATGGGCAGCTGAGT 3’ 318
evaluation into potential off-target
#3 R: 5" CCCATCCTAGACACAGGGGA 3’ o
cutting sites
Off-target locus | F: 5" TCAGCCCTACTTCCTCTGCT 3’ 705
H4 R: 5" ATCTGCAGTACCTGCCACAC 3’
Off-target locus | F: 5" GTGTAACAGCGTCGTCCTCC 3’ 628
#5 R: 5" ACCAGGCTCCACATGAGAGG 3’
WT AAVS1 locus | F: 5 CCCCTTACCTCTCTAGTCTGTGC 3’ NA Sanger sequencing, AAVS1 locus
genotyping
Endogenous F: 5" TACCCGCTGGCTATGACTG 3’ 412
AGXT R: 5" CGCCCAAGTGGACTGTTT 3’
HNF4a F: 5" AAGCCGTCCAGAATGAGC 3’ 147
R: 5" GAATGTCGCCGTTGATCC 3’
alAT F: 5" CCTCCGTACCCTCAACCA 3’ 294 RT-qPCR, hepatocyte-like cell
R: 5" GGTCTCTCCCATTTGCCTT 3’ characterization
aFP F: 5" CAAACAAAGGCAGCAACAGT 3’ 229
R: 5" GCAGACAATCCAGCACATCT 3’
Albumin F: 5 GTGCTGCTGCTGAGACTTG 3’ 277
R: 5" TGCTGCCCACTTTTCCTAG 3’
HuPO F: 5’ TGGAGGGTGTCCGCAATGTT 3’ 158

R:

5" GAAGGCCTTGACCTTTTCAG 3’

RT-gPCR, housekeeping gene

Supplementary Table 1. Specific forward (F) and

used in the study.

reverse (R) guide and primer sequences
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Résultats 3

Correction génique ponctuelle de la mutation ¢.731T>C
du gene AGXT dans la lignée HEK293T

Dans le cadre de ce projet, nous avons envisagé de développer une approche de
correction de la mutation c.731T>C au locus AGXT, dans 1'objectif d’obtenir une
restauration de la séquence sauvage de ce gene dans nos iPSCs sans intégration de
séquence additionnelle. Pour cela, nous avons choisi de mettre en place un protocole
de recombinaison homologue ciblée impliquant le systeme CRISPR/Cas9 nickase
(mutation D10A) et une matrice polynucléotidique simple brin, qui semblait le plus
propice a cette application d’apres I'expérience du laboratoire. Ce type d’approche
étant complexe a mettre en ceuvre, et son efficacité tres dépendante des loci ciblés,
nous avons souhaité tester et optimiser 1'efficacité de nos outils de recombinaison au
sein d'une lignée HEK293T, dont l'entretien et la manipulation génique sont plus
simples que ceux des iPSCs. L’ensemble des outils développés dans ce projet ainsi que
les résultats de modification génomique obtenus seront détaillés dans les paragraphes
suivants.

I- Evaluation de l'efficacité de ciblage des ARN guides

L’emploi du systéme CRISPR/Cas9 de type nickase pour générer les cassures
double-brin de ’ADN implique I'hybridation de deux ARN guides sur des segments
génomiques différents, de part et d’autre de la cible a recombiner. Nous avons procédé
a l'identification des ARN guides les plus performants pour cibler I'exon 7 du gene
AGXT (E7AGXT) a I'aide du programme CHOPCHOP4® (Tableau 6).

Guide RNA Sequence

#24 5-GGGAGTACATCTTCTITTCTG-3'
#25 5-AGGAGAAGGGCTTCGTCTTG-3
#26 5-GACGACCAGCCCAGGATGTG-¥

Tableau 6. Séquences des ARN guides ciblant ’exon 7 du géne AGXT. Les ARN guides 24 et 25
s’hybrident en 5 de la mutation c.731T>C, tandis que I’ARN guide 26 s’hybride en 3’. Les numéros
correspondent a des références attribuées par le programme CHOPCHOP.
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L’efficacité de ciblage des ARN guides, qui consiste en leur capacité a guider la
protéine Cas9 vers une région génomique déterminée, a ensuite été évaluée par
I'intermédiaire de I'apparition d"indels résultant de la réparation des cassures double-
brin de I’ADN par NHE]. Nous avons pour cela imaginé un systeme rapporteur,
intégré dans une lignée HEK293T, permettant de détecter les décalages du cadre de
lecture provoqués par la création d’'indels au niveau de 'exon 7 du gene AGXT via
'arrét de la synthése de la protéine eGFP (Figure 38). Grace a ce systeme, une simple
analyse cytométrique de fluorescence permet d’extrapoler la capacité des ARN guides
a mener la protéine Cas9 au site cible de clivage. Il faut noter que dans cette étude, la
nécessité d’évaluer la performance individuelle de chaque ARN guide implique
l"utilisation d"une nucléase pour réaliser les cassures double-brin de I’ADN.

indels
+ CRISPR/Cas9 }f STOP
AE;T eGFP cDNA —> MES;T eGFP cDNA —> qu eGFP cDNA
Fluorescence Fluorescence
ON OFF

Figure 38. Représentation schématique du fonctionnement du systéme rapporteur destiné a
I’'évaluation de l'efficacité de ciblage des ARN guides sur I’exon 7 du géne AGXT. La mise en fusion
de la cible EZAGXT avec la séquence d’ADN complémentaire de 1'eGFP (séquence E7AGXTeGEFP)
implique une corrélation directe entre la synthese de cette protéine et I'intégrité du cadre de lecture de
I'exon 7 du géne AGXT. Apreés clivage de la cible EZAGXT par le systéeme CRISPR/Cas9 nucléase, la
survenue d’'un décalage du cadre de lecture suite a une réparation non fidele de la cassure se traduit
par un arrét de la synthése de 'eGFP détectable par cytométrie en flux. Abréviations : Cas, CRISPR-
associated protein ; cDNA, ADN complémentaire ; CRISPR, Clustered Reqularly Interspaced Short
Palindromic Repeats ; eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein ; E7 AGXT, exon 7 du géne AGXT ; indels,
insertions/délétions.

Pour créer le systeme rapporteur, nous avons développé deux outils distincts :
un vecteur d’expression de la Cas9 nucléase et des ARN guides, et une lignée cellulaire
HEK293T exprimant la cassette de fusion E7ZAGXTeGFP.

Le vecteur d’expression du systeme CRISPR/Cas9 nucléase correspond au
plasmide pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (pX330) (#42230, Addgene), au sein
duquel ont été insérés les ARN guides a tester (une séquence par plasmide) ainsi que
le gene de résistance a la puromycine dérivé du vecteur pSpCas9n(BB)-2A-Puro V2.0
(pX462) (#62987, Addgene).

La lignée cellulaire HEK293T exprimant la séquence E7AGXTeGFP a été
générée selon les étapes suivantes :

1) la séquence de fusion E7AGXTeGFP a été créée par une succession
d’amplifications génomiques par PCR (Polymerase Chain Reaction) et introduite a I'aide
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des enzymes BamHI et Sall en remplacement de la séquence d’expression de 1'eGFP
sauvage dans le plasmide de transfert lentiviral « pl6 » développé par la plateforme
de vectorologie de I'Université de Bordeaux (Figure 39),

2) un vecteur lentiviral exprimant la séquence de fusion EZAGXTeGFP (LV-
E7AGXTeGFP) a été produit par transfection de cellules HEK293T au phosphate de
calcium en présence du plasmide de transfert pl6, et des plasmides d’empaquetage
(porteur des genes GAG et POL) et d’enveloppe (porteur de la séquence VSV-G
exprimant la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire),

3) le vecteur LV-E7AGXTeGFP produit a finalement été employé pour
transduire de nouvelles cellules HEK293T de facon a intégrer une copie de vecteur par
cellule (lignée HEK-E7AGXTeGFP).

LTR - MNDp -2 eGFP cDNA- WPRE - LTR

Figure 39. Représentation schématique de la structure du plasmide de transfert lentiviral p16
exprimant la cassette de fusion E7ZAGXTeGFP. Seule la partie intégrée dans les cellules HEK293T a été
représentée. Abréviations : cDNA, ADN complémentaire ; eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein ; E7
AGXT, exon 7 du gene AGXT ; LTR, Long Terminal Repeats; MNDp, promoteur ubiquitaire MND ;
WPRE, Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Element.

Dans l'objectif de nous assurer de '’homogénéité des résultats obtenus, nous
avons réalisé un sous-clonage de la lignée HEK-E7AGXTeGFP, et nous avons
sélectionné un clone présentant une fluorescence eGFP maximale. 500 000 cellules de
ce clone ont été transfectées au phosphate de calcium avec 5 pg de plasmide pX330
exprimant la Cas9 nucléase seule ou associée a un ARN guide. Les cellules transfectées
ont été sélectionnées en présence de puromycine et leur florescence a été analysée par
cytométrie en flux (Figure 40).
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Figure 40. Analyse de la fluorescence des cellules HEK293T par cytométrie en flux. La condition
« pX330 » correspond a I'expression de la Cas9 nucléase seule, tandis que les conditions « pX330-24, -25
et -26 » correspondent a l'expression de la Cas9 nucléase associée aux ARN guides 24, 25 et 26
respectivement. Ce graphique est le résultat de trois analyses indépendantes. Abréviations : eGFP,
enhanced Green Fluorescent Protein ; E7 AGXT, exon 7 du gene AGXT ; HEK, Human Embryonic Kidney ;
NT, Non-Transfected; WT, Wild-Type.

Les analyses réalisées par cytométrie en flux montrent une efficacité de ciblage
satisfaisante des trois ARN guides étudiés, s’illustrant par une diminution de 70 a 90%
de la fluorescence des cellules transfectées. Ces résultats sont en outre potentiellement
sous-estimés par l'incapacité du systéme rapporteur a détecter les événements de
clivage réparés de fagon fidele a la séquence d’origine ou n’entrainant pas de décalage
du cadre de lecture. Dans ces conditions, nous avons choisi de conserver I’ensemble
des ARN guides testés pour la poursuite de nos expériences de recombinaison.

II- Expériences de correction ponctuelle de la mutation ¢.731T>C

Dans 1'objectif d’évaluer 1'efficacité de notre approche de modification génique
ciblée, nous avons développé un second systéme rapporteur, permettant d’estimer le
taux de recombinaison obtenu au niveau de I'exon 7 du géne AGXT via la restauration
de la fluorescence de la protéine eGFP (Figure 41). Pour cela, nous avons créé une
cassette de fusion (appelée EZAGXTSTOPeGFP) entre la séquence d’expression de
I’eGFP et la séquence E7ZAGXT porteuse d"une mutation non-sens (séquence appelée
E7AGXTSTOP). Cette mutation correspond a la substitution ¢.732C>G, introduite en

N

position adjacente a celle de la mutation ¢.731T>C, afin que l'extrapolation des
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résultats obtenus avec le systéme rapporteur vers la situation du patient
hyperoxalurique soit optimale.

STOP + CRISPR/Cas9 sTOP
udq €GFPCDNA|  —» F eGFPCDNA|  —» 3, eGFP cDNA
+ donor ::'f ::'f HDR
Fluorescence template  SER Fluorescence
OFF AGXT ON

Figure 41. Représentation schématique du fonctionnement du systéme rapporteur destiné a
I'évaluation de l'efficacité de la recombinaison homologue au niveau de I’exon 7 du géne AGXT. La
mutation non-sens présente dans la séquence EZAGXTSTOP inhibe I'expression de la protéine eGFP.
La survenue d'un événement de recombinaison homologue en présence du systeme CRISPR/Cas9 et
de la séquence sauvage E7AGXT conduit a la réversion de la mutation non-sens portée par la séquence
E7AGXTSTOP, ce qui se traduit par un rétablissement de l'expression de la protéine eGFP.
Abréviations : Cas, CRISPR-associated protein; cDNA, ADN complémentaire ; CRISPR, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ; eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein ; E7 AGXT, exon
7 du gene AGXT ; HDR, Homology-Directed Recombination.

Pour ce projet, trois lignées HEK293T transgéniques monoclonales ont été
développées, chacune exprimant le géne de structure de la Tomato (protéine
fluorescente rouge témoin de I'intégration du transgene dans les cellules) seul ou en
association avec la cassette de fusion E7ZAGXTeGFP ou E7AGXTSTOPeGFP (Figure
42). Ces trois lignées ont été employées de la fagon suivante : HEK-Tomato, témoin
positif de fluorescence rouge nécessaire au réglage des parametres des analyses de
cytométrie en flux ; HEK-E7AGXTeGFP-Tomato, témoin positif de fluorescence verte
et rouge; HEK-E7AGXTSTOPeGFP-Tomato, lignée cible de recombinaison. Les
lignées ont été produites selon un mode opératoire identique a celui employé pour la
création de la lignée HEK-E7AGXTeGFP, a 'exception du plasmide de transfert, qui
correspond au plasmide p252 développé par la plateforme de vectorologie de
I"Université de Bordeaux (pourvu du gene de structure de la Tomato), et des enzymes
de clonage des séquences transgéniques au sein du p252, qui consistent en Nhel et
Pacl.
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LTR - PGKp -JIGMIGHOIGDNAI \VPRE - LTR
LTR - MNDp -,Z, eGFP cDNA - PGKp -IOMIGHOIGDINAL \WPRE - LTR

STOP

TR - MNDp_~J, eGFP cDNA - pGKp -MIBHOIBNE WPRE - LTR

Figure 42. Représentation schématique de la structure des plasmides de transfert employés dans les
expériences de correction ponctuelle. Les séquences correspondent, de haut en bas, aux dénominations
Tomato (équivalente a la structure du p252 non modifiée), E7AGXTeGFP-Tomato et
E7AGXTSTOPeGFP-Tomato. Seules les parties intégrées dans les cellules HEK293T ont été
représentées. Abréviations : cDNA, ADN complémentaire ; eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein ; E7
AGXT, exon 7 du gene AGXT ; LTR, Long Terminal Repeats; MNDp, promoteur ubiquitaire MND ;
PGKp, promoteur ubiquitaire de la phosphoglycérate kinase; WPRE, Woodchuck Hepatitis Virus
Posttranscriptional Regulatory Element.

Pour exprimer le systéme CRISPR/Cas9 nickase au sein de la lignée HEK-
E7AGXTSTOPeGFP-Tomato, nous avons employé le vecteur plasmidique
pSpCas9n(BB)-2A-Puro V2.0 (pX462) (#62987, Addgene), au sein duquel nous avons
cloné les couples d”ARN guides 24-26 et 25-26 (un couple par plasmide).

En ce qui concerne les matrices, nous avons développé deux types de séquences
polynucléotidiques simple-brin homologues a la cible EZAGXTSTOP, différant par
I'existence ou non de mutations au niveau des séquences PAM (Protospacer Adjacent
Motif). La présence de ces mutations est destinée a augmenter le taux de la
recombinaison homologue par diminution du risque de clivage multiple réalisé par la
Cas9, qui ne peut plus reconnaitre les PAMs apres intégration de la matrice mutée
dans le génome cellulaire (Figure 43).
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5 gagaggctggtgctcagectgettetttctccccagAAAGAAGATGTACTCCCGCAAGACGAAGCCCTT
CTCCTTCTACCTGGACATGAAGTGGCTGGCCAACTTCTGGGGCTCTORCCACCAGES

CACCATEHE- o5 ctegeagggatgggaaggtegagggcactgggea 3

5 gagaggctggtgctcagectgettetttctccccagAAAGAAGATGTACTCCCGCAAGACGAAGCCCTT
CTCCTTCTACCTGGACATCAAGTGGCTGGCCAACTTCTGGGGCTGTGACGACCAGCC

CAGGATgtgaggcctggcagggatgggaaggtggagggcgctgggca 3’

5 gagaggctggtgctcagcctgcttctttctlcccagAAAGAAGATGTACTCICGCAAGACGAAGCCCTT
CTCCTTCTACCTGGACATCAAGTGGCTGGCCAACTTCTGGGGCTGTGACGACCAGCC

CAGGATgtgaglcctggcagggatgggaaggtggagggcgctgggca 3

Figure 43. Séquence E7ZAGXTSTOP représentée en parallele des matrices polynucléotidiques simple
brin de recombinaison homologue. (A) Séquence E7AGXTSTOP, dont la partie exonique est
représentée en majuscules, tandis que les séquences introniques flanquantes sont indiquées en
minuscules. Le nucléotide T rouge indique I'emplacement de la mutation faux-sens ¢.731T>C portée par
le patient, bien que la cassette transgénique ait été créée selon la version sauvage. Le nucléotide G
surligné en jaune indique la substitution c.732C>G générée dans la séquence E7ZAGXT pour aboutir a la
formation du codon stop TGA. Les séquences surlignées en bleu, vert et rose correspondent aux sites
reconnus par les ARN guides 24, 25 et 26 respectivement. (B) Matrice de recombinaison non mutée au
niveau des PAMs. Le nucléotide C surligné en jaune correspond a la version sauvage de 'emplacement
¢.732 du gene AGXT. (C) Matrice de recombinaison mutée au niveau des PAMs. Les nucléotides a, T et
t surlignés en rouge indiquent, de 5" vers 3’, les mutations c.675c>a, c.696C>T (silencieuse) et c. 782g>t
réalisées au sein des PAMs reconnus par la Cas9 associée aux ARN guides 24, 25 et 26 respectivement.
Le choix des mutations générées a été effectué en tenant compte de la redondance du code génétique et
de la fréquence d’utilisation des codons. Dans le cas des mutations introniques des PAMs, nous avons
procédé au remplacement des purines par les pyrimidines et inversement, afin de réduire au maximum
l'interaction de la Cas9 avec les PAMs correspondants.

Une fois le développement des outils achevé, nous avons procédé aux
expériences de correction génique ponctuelle dans la lignée HEK-E7 AGXTSTOPeGFP-
Tomato, selon trois protocoles différents :

1) lipofection de 100000 cellules a l'aide de Lipofectamine® 2000
(ThermoScientific), avec 0,1 ug de plasmide pX462 exprimant les ARN guides 24 et 26
(pX462-24-26) ou les ARN guides 25 et 26 (pX462-25-26), seul ou en présence de 0,3 pg
ou 0,6 pg de matrice polynucléotidique simple brin mutée (mut. PAM) ou non mutée
(non mut. PAM) au niveau des séquences PAM ; le ratio pg ADN:uL lipofectamine
employé est équivalent a 1:2.

2) électroporation de 1 million de cellules a I'aide du Nucleofector™ 2b (Lonza)
en présence de 1 pug de plasmide pX462-25-26 et 3 pg de matrice mut. PAM, selon deux
programmes différents : Q001, caractérisé par une faible efficacité de transfection et
une forte viabilité cellulaire, et TO16, caractérisé par une forte efficacité de transfection
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et une faible viabilité cellulaire (si I’'on considere une application de ces programmes
aux cellules HEK293T).

3) transfection de 500 000 cellules a I'aide de phosphate de calcium, avec 0,5 pg
de plasmide pX462-24-26 ou pX462-25-26, seul ou en présence de 1,5 ug ou 3 pg de
matrice mut. PAM ou de 1,5 ug de matrice non mut. PAM.

Les cellules transfectées ont été sélectionnées en présence de puromycine et leur
florescence a été analysée par cytométrie en flux. La figure 44 présente un graphique
représentatif des résultats obtenus pour chacun des trois protocoles mis en ceuvre.
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Figure 44. Analyse de la fluorescence des cellules HEK293T par cytométrie en flux. (A) Cellules
lipofectées avec la Lipofectamine® 2000. (B) Cellules électroporées avec le Nucleofector™ 2b. (C)
Cellules transfectées au phosphate de calcium. Chaque graphique est le résultat d’une expérience de
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transfection. Abréviations : eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein ; E7 AGXT, exon 7 du gene AGXT ;
HEK, Human Embryonic Kidney ; mut. PAM et non mut. PAM, matrices polynucléotidiques simple brin
mutée et non mutée au niveau des PAMs, respectivement ; NT, non transfecté ; pX462-24-26 et pX462-
25-26, plasmide pX462 exprimant les couples d’ARN guides 24-26 et 25-26, respectivement ; WT, Wild-

Type.

La figure 44 montre que les expériences de correction ponctuelle que nous avons
mises en ceuvre se sont traduites par une restauration de I'expression de la protéine
eGFP dans des proportions de 3 a 14% chez les cellules HEK-E7AGXTSTOPeGFP-
Tomato. Le type de procédé de transfection et le couple d’ARN guides employés, de
méme que la quantité de matrice et la présence ou non de mutations au niveau des
séquences PAMs ne paraissent pas déterminants dans le résultat des expériences.

La corrélation entre la fluorescence des cellules et le taux de recombinaison de la
cible E7ZAGXTSTOP est a considérer avec prudence, au vu de la fluorescence verte
affichée par les cellules transfectées uniquement avec les plasmides pX462-24-26 ou
PX462-25-26, qui atteint un taux de 9% dans les expériences de lipofection. D’apres ce
résultat, il semble que la restauration de I'expression de la protéine eGFP consécutive
a la transfection du systeme CRISPR/Cas9 puisse étre liée a la délétion d’un fragment
de la séquence E7AGXT incluant le codon stop, suite a la réparation des coupures de
I’ADN par le mécanisme de NHE]. Notre systeme rapporteur ne permettant pas de
discriminer I'implication des mécanismes HDR et NHE] dans I’expression de 'eGFP,
il nous est impossible, en I'état de nos résultats, de conclure au taux d’édition génique
ayant réellement eu lieu dans le génome des cellules transfectées avec les matrices de
recombinaison associées au systeme CRISPR/Cas9. En outre, méme en considérant
une implication exclusive du mécanisme HDR dans les conditions citées ci-dessus, le
taux de recombinaison maximal reste faible (<15%) et rendra difficile la transposition
des protocoles aux cellules iPSCs, qui sont moins permissives que les HEK aux
expériences d’édition et chez lesquelles la mise en place du systéme rapporteur
fluorescent est inenvisageable dans une perspective de correction ponctuelle, ce qui
rend trés complexe l'identification d’événements rares de recombinaison.

Pour mener ce projet jusqu’aux iPSCs, il sera nécessaire de mettre en place une
stratégie d’identification précise du taux de recombinaison homologue, en suivant par
exemple le modéle de systéme rapporteur développé par Flynn et al. selon lequel
I'expression de la protéine bleue fluorescente est éteinte par introduction d’indels,
tandis qu’elle est convertie en protéine verte fluorescente par HDR#10. De la fiabilité de
ce systeme dépendra la pertinence de l'optimisation des protocoles de correction
ponctuelle, cette optimisation (évoquée dans la partie Discussion et Perspectives de ce
mémoire) étant nécessaire a I’obtention de taux de recombinaison plus satisfaisants, a
la hauteur des 45% déja rapportés chez les iPSCs dans la littérature4!1.
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Dans le cadre de ce projet de these, nous avons développé des approches de
médecine régénérative pour le traitement de 1’hyperoxalurie primitive de type 1,
consistant en une restauration de I'expression de la protéine AGT sauvage par thérapie
génique ex vivo au sein d’hépatocytes-like autologues dérivés d’iPSCs. Dans la
perspective d’'un transfert de ces approches dans le domaine clinique pour une
application chez les patients, il sera nécessaire de produire, dans les conditions des
bonnes pratiques de fabrication inhérentes aux médicaments a usage humain, des
populations de cellules stables (génotypiquement et phénotypiquement), modifiées de
facon efficace et sécuritaire, homogenes, représentatives des hépatocytes primaires
humains et capables de procéder au repeuplement du foie. La satisfaction de ces
critéres nécessite la mise en place d’optimisations a chaque étape du processus de
génération des cellules, qui seront discutées dans cette partie.

I- Génération des cellules souches pluripotentes induites

La premiere étape de ce projet de recherche a consisté en la reprogrammation
non intégrative de fibroblastes humains en iPSCs, a l'aide de vecteurs Sendai. La
culture des iPSCs a été essentiellement réalisée en présence d"un milieu et d"un stroma
de composition définie, selon un mode de croissance unicellulaire. Ces conditions de
culture nous ont permis d’obtenir une grande quantité de cellules pluripotentes
homogenes en termes de capacité de prolifération et de morphologie, dépourvues de
toute expression de facteurs de reprogrammation exogenes, et caractérisées par une
parfaite intégrité chromosomique.

Cependant, il est nécessaire de considérer que la culture bidimensionnelle est tres
éloignée du mode de croissance physiologique des cellules souches pluripotentes au
sein de la masse cellulaire interne du blastocyste : en culture, les iPSCs sont contraintes
de modifier leur cytosquelette et d’adopter une morphologie aplatie, ce qui affecte
leurs contacts avec la matrice extracellulaire et les cellules environnantes, réduit leur
polarisation et modifie les voies de signalisation cellulaire, I'ensemble pouvant résulter
en une altération de leur pluripotence et de leurs capacités de différenciation*12. Ces
obstacles peuvent étre surmontés par la mise en place d’approches de culture cellulaire
en trois dimensions (Figure 45), qui présentent en outre la capacité de fournir des
quantités de cellules considérables, compatibles avec les besoins des applications
cliniques.
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Figure 45. Evolution des propriétés physiques des systémes de culture d’iPSCs (d’aprés Lucendo-
Villarin et al., 2016)%1. Les systémes de culture en deux dimensions (2D) ne reproduisent pas avec
précision l'environnement cellulaire in wvivo et résultent fréquemment en une altération des
caractéristiques biologiques des cellules. Une reproduction plus fidéle de cet environnement est
conférée par les technologies en trois dimensions (3D), dont la plus haute avancée consiste en un
systéme avec agitation incorporée, ce qui permet d’exposer les cellules de facon homogeéne aux
différents facteurs présents dans le milieu de culture.

Les systemes de culture cellulaire en trois dimensions peuvent reposer ou non
sur I'emploi d’une structure matricielle («scaffold »). Les approches matricielles
consistent principalement en la présence de polymeéres naturels ou synthétiques sous
forme d’hydrogel fournissant un support pour l’attachement des cellules. Ces
systemes permettent la production et 1'organisation des cellules in vitro de facon
contrdlée et reproductible, ce qui est indispensable a une utilisation en routine et a
grande échelle3!l. Cependant, il a été montré que la diffusion des nutriments a
l'intérieur des structures en hydrogels était limitée, restreignant alors la possibilité de
culture a long terme des cellules#13. Cette limitation peut étre dépassée par 1'utilisation
de systemes non matriciels, qui reposent uniquement sur les capacités d’auto-
agrégation des cellules pour maintenir une architecture 3D ; les approches les plus
performantes font appel a la technologie des bioréacteurs, qui comprennent des
systemes de rotation et/ou d’agitation permettant de créer un environnement
cellulaire uniforme et dynamique#14415,

Quel que soit le mode de culture adopté, avant de procéder aux étapes de
manipulation et de différenciation des cellules a destination des patients, il sera
nécessaire de mettre en place un controle approfondi de l'intégrité de leur génome. 1l
est en effet reconnu que les iPSCs cultivées in vitro ont tendance a acquérir des
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anomalies génomiques, a I’échelle du chromosome comme du nucléotide, qui peuvent
entrainer une modification de l'expression des genes et conduire a la transformation
maligne des cellules. Ces altérations peuvent correspondre a des aberrations
chromosomiques ou sub-chromosomiques (duplications et délétions de chromosomes
ou de régions chromosomiques) ainsi qu'a des variations du nombre de copies de
genes ou de nucléotides isolés#16. L’épigénome est également la cible de modifications,
qui consistent notamment en des anomalies de méthylation de régions
génomiques*7418,

Au cours de nos projets expérimentaux, nous avons procédé a une analyse du
caryotype des iPSCs, que nous avons estimée suffisante au reflet de leur intégrité
génomique dans le cadre d'une étude in vitro. Cependant, la résolution de ce type
d’analyse est faible et, dans la perspective d"une application clinique, il sera préférable
de I'associer a des techniques d’étude de I’ADN a 1’échelle du nucléotide (telles que le
séquencage approfondi du génome ou le génotypage de polymorphismes
nucléotidiques) complétées par des études transcriptomiques (par PCR en temps réel
ou séquencage a haut débit de type RNA-seq)*16. Ces analyses seront a renouveler a
chaque étape de modification des cellules.

II- Modification du génome cellulaire

Au cours des trois projets de thérapie génique entrepris lors de cette thése, nous
avons progressivement évolué vers une amélioration de la sécurité des protocoles, a
travers une augmentation du controle de l'intégration des séquences thérapeutiques
et une minimisation de I'impact des manipulations exécutées sur le génome. Il semble
en effet raisonnable de considérer que les approches les plus bénéfiques aux patients
correspondent a celles qui sont le moins susceptibles de perturber l'intégrité du
génome cellulaire, ce qui laisse entrevoir un avenir prometteur aux pratiques de
modification ciblée de ’ADN, dont en premier lieu celles employant le systeme
CRISPR/ Cas9.

Cependant, l'intégration génomique de séquences médiée par la technologie
CRISPR/ Cas9 se caractérise par deux obstacles majeurs a surmonter pour un transfert
dans le domaine clinique, qui correspondent a une spécificité et une efficacité
insuffisantes3¢0419. Conscients de 'existence de ces barrieres, nous avons intégré dans
nos protocoles de recombinaison plusieurs approches destinées a les dépasser : emploi
de séquences d’ARN guides peu susceptibles de s’hybrider en-dehors de la cible ;
limitation de la durée d’expression de I'enzyme Cas9 via son utilisation sous forme
d’ARN messager pour réduire le risque de clivage erroné (Résultats 2) ; optimisation
de la structure des matrices pour favoriser le processus de recombinaison, par
'adaptation de la taille des zones d’homologie a celle de la séquence a intégrer et par
la mutation des séquences PAM pour éviter les clivages multiples des séquences
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intégrées (Résultats 3). Cependant, ces mesures n’ont pas été suffisantes, au regard des
intégrations hors cible AAVSI que nous constatées, et des difficultés que nous avons
rencontrées dans la réalisation de la correction ponctuelle de I'exon 7 du géne AGXT.
Il reste néanmoins plusieurs pistes a explorer pour optimiser nos protocoles, qui seront
présentées dans les paragraphes suivants.

A. Optimisation et vérification de la spécificité du clivage médié
par le systeme CRISPR/Cas9

L’emploi d'une technologie de clivage de ’ADN caractérisée par une spécificité
insuffisante peut conduire a l'introduction d’indels et/ou de séquences de
recombinaison exogenes au sein de régions hors-cibles du génome, I'ensemble étant
potentiellement responsable de l'inactivation de génes ou de la dérégulation de
'expression de séquences. Pour optimiser la spécificité du clivage, il est envisageable
de recourir a I'utilisation d”ARN guides « tronqués » de 2 a 3 nucléotides en position
5 pour diminuer la stabilité du complexe Cas9-ARN guide et ainsi restreindre le
clivage aux régions parfaitement homologues au spacer du guide*?. En ce qui
concerne la Cas9, il est possible de réduire davantage sa fenétre d’action en employant
directement la forme protéique de l'enzyme#?1422, tandis que I'emploi de variants
présentant une diminution d’affinité avec I'’ADN42 peut également contribuer a une
meilleure spécificité de clivage. Enfin, I'emploi de matrices de recombinaison simple
brin ou double brin linéaires semble préférable a 'utilisation de plasmides, qui
présentent une tendance naturelle a I'intégration aléatoire dans le génome*0l,

Pour une sécurité optimale, il sera également nécessaire de détecter 1'ensemble
des événements de clivage et d'intégration, y compris les plus rares et les moins
prédictibles, ce qui ne peut étre réalisé qu'en employant des méthodes d’analyse
exhaustives telles que la LAM-PCR et le Southern blotting (qui permettent d"identifier
les événements d’intégration) ou le séquencage complet du génome (qui détecte
’ensemble des modifications géniques, quelle que soit leur nature)41°.

B. Amélioration de I'efficacité du processus de recombinaison

La fréquence de la survenue des événements de recombinaison homologue
facilités par le systeme CRISPR/Cas9 peut étre améliorée suite a 1'optimisation des
deux parametres fondamentaux du processus, qui correspondent au clivage de la cible
génomique par la Cas9 et a la réparation de cette cassure par la voie HDR.

Plusieurs études ont montré que la fixation de la Cas9 sur sa cible est dépendante
de l'environnement génomique de cette dernieére : le statut « ouvert » (favorable a
I'expression des génes) de la structure de la chromatine et de I'épigénome semblent
ainsi indispensables a l'action de l'enzyme#?44?5. De la méme facon que pour le
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processus de reprogrammation des iPSCs, il est donc envisageable d’optimiser le
clivage de ’ADN par la Cas9 via une modulation de I'environnement du génome a
'aide d’inhibiteurs de la méthylation de I’ADN (5-azacytidine) et des histones (BIX-
01294), ou de petites molécules inhibitrices d’histones désacétylases tels que le
butyrate de sodium*?. La mise en place de ce type de procédé sera en outre favorable
a l’'expression des transgenes intégrés.

Quant a I'optimisation de la réparation par la voie HDR, 'approche la plus
étudiée correspond a une inhibition de la voie NHE] pour augmenter le ratio
HDR/NHE]. Ce processus peut étre effectué en utilisant de petites molécules
inhibitrices des protéines impliquées dans le mécanisme de NHE], telles que le SCR7
(inhibiteur de I’ADN ligase IV)#?” ou le NU7441 et le KU-0060648 (inhibiteurs de
protéines kinases dépendantes de I’ADN)#28. Ces méthodes permettent d’augmenter
efficacement le taux d'"HDR (des augmentations de 5 a 19 fois ont été rapportées)429430
tout en réduisant la réparation par NHE] (jusqu’a la rendre indétectable)*?8, mais il est
nécessaire de prendre en considération le risque d’induction de I’apoptose lié a une
inhibition excessive du mécanisme majoritaire de réparation des cassures de I’ ADN3¢.
Dans un autre registre, il a été montré que 'emploi de matrices polynucléotidiques
simple-brin chimiquement modifiées par ajout de molécules de phosphorothioate était
capable d’augmenter significativement le processus de recombinaison, par
stabilisation des séquences et réduction de leur sensibilité a la dégradation
exonucléasique#3l.

III- Production d’hépatocytes-like fonctionnels

Le protocole de différenciation hépatocytaire que nous avons employé lors de
nos études nous a permis d’obtenir en quelques semaines des HLCs présentant un
profil d’expression génique et une activité fonctionnelle caractéristiques des
hépatocytes primaires. Cependant, nous avons pu constater que, a I'instar des résultats
rapportés dans la littérature!?233, le degré de maturation des cellules obtenues était
plus proche des hépatocytes feetaux que du phénotype adulte, ce qui s’est illustré par
la persistance de I'expression de 1’alpha-feetoprotéine et a probablement constitué un
frein a I'expression du promoteur de la transthyrétine (Résultats 1). Or, 'application
d’une approche de médecine régénérative aux patients atteints de PH1 implique le
remplacement de la grande majorité des hépatocytes par les cellules thérapeutiques,
ce qui impose la génération de populations matures capables de remplir I"ensemble
des fonctions des hépatocytes primaires adultes. Pour garantir le traitement des
patients, les cellules doivent également faire preuve d’un métabolisme efficace du
glyoxylate. Dans les paragraphes suivants, nous évoquerons des solutions permettant
d’augmenter le degré de maturation des HLCs, ainsi que des méthodes d’évaluation
de la restauration de la voie métabolique du glyoxylate applicables a la culture in vitro.
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A. Modulation des voies de signalisation cellulaire

L’expression de nombreux genes hépato-spécifiques est régulée a la hausse
durant le développement post-natal, suite a la modulation des voies de signalisation
cellulaire. Il a été proposé que la différence d’exposition aux signaux nucléaires
existant entre les hépatocytes induits in vitro et ceux issus du développement
physiologique pouvait constituer 'une des raisons de la maturation incompléte des
HLCs#32. A titre d’exemple, le récepteur nucléaire PXR (nuclear Pregnane X Receptor)
présente un role critique dans 1'induction de I'expression de protéines impliquées dans
la détoxification, qui constitue l'une des fonctions essentielles des hépatocytes
matures*3. Apres la naissance, lorsque la nutrition placentaire laisse place a la
nutrition entérale, le tractus intestinal du nouveau-né est colonisé par des bactéries
responsables, entre autres, de la synthese d’acide lithocholique (acide biliaire
secondaire issu du catabolisme du cholestérol) et de ménaquinone-4 (homologue de la
vitamine K3), qui sont des activateurs du PXR. Il a ainsi été montré qu’une exposition
des HLCs a ces deux molécules lors de la derniére étape de maturation des cellules
permettait de stimuler I'expression de PXR et favorisait sa localisation nucléaire ainsi
que l'expression de ses cibles CYP2C9 et CYP3A4432,

De facon plus générale, des études ont révélé que l'induction de I'expression
cellulaire des facteurs de transcription Sox1743% (impliqué dans la régulation du
développement embryonnaire) et HNF4a%® (impliqué dans la régulation de la
synthese de protéines hépatiques telles que 1'a-1 antitrypsine et la transthyrétine)
permettait d’augmenter la proportion et l'activité fonctionnelle des cellules obtenues
a chaque étape de différenciation endodermique et hépatocytaire, respectivement.

B. Culture des cellules en trois dimensions

Au sein du foie, les hépatocytes sont organisés en travées tridimensionnelles,
dans lesquelles ils sont connectés avec les hépatocytes adjacents par des jonctions
cellulaires, l'ensemble se situant au proche voisinage des cellules non-
parenchymateuses telles que les cellules endothéliales des sinusoides hépatiques, les
cellules stellaires (impliquées dans la synthese de vitamine A et de composés de la
matrice extracellulaire) et les cellules de Kupffer (responsables de la phagocytose des
hématies et de la dégradation de I'hémoglobine)346. La matrice extracellulaire, les
cellules environnantes et les molécules solubles fournies par le sang portal coopérent
pour maintenir la viabilité et le profil d’expression génique caractéristique des
hépatocytes primaires. L’environnement minimaliste constitué par la culture in vitro
bidimensionnelle, comparé a la complexité des conditions physiologiques, semble
donc peu propice a I'acquisition et au maintien d'un phénotype mature par les HLCs.
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De ce fait, depuis plusieurs années, des efforts ont été réalisés pour rapprocher le mode
de culture des HLCs de I'organisation spatiale du foie.

De facon similaire aux iPSCs, des méthodes de culture hépatocytaire matricielles
tridimensionnelles ont été développées, sous forme de microsphéroides (constitués
d’agarose, le plus souvent) et de bioréacteurs a systemes capillaires (Figure 46). Les
microsphéroides sont générés par auto-agrégation des cellules en différenciation au
sommet d'une surface recouverte d’agarose, tandis que la culture en bioréacteurs
s’effectue en présence d"un stroma de Matrigel™ permettant I’attachement des iPSCs
et des hépatocytes-like qui en sont dérivés. Les iPSCs différenciées au sein de ces
systemes peuvent étre cultivées seules3#2436437 ou en association avec des cellules
endothéliales et/ou des cellules stromales telles que les fibroblastes*343. Les études
de différenciation réalisées en systémes a trois dimensions rapportent, quel que soit le
type de stratégie utilisée, une maturation des HLCs obtenues plus importante que lors
de leur culture en deux dimensions. Cela se traduit par la diminution de I'expression
de l'alpha-foetoprotéine et le développement des activités hépatocytaires matures
(sécrétion d’albumine et d’a-1 antitrypsine, expression du facteur HNF4a et des
isotypes 1A2 et 3A4 du cytochrome P450), bien que le stade de maturation des
hépatocytes primaires adultes ne soit pas atteint*36439. Le choix de I'utilisation des
sphéroides ou des bioréacteurs est principalement guidé par les applications destinées
a ces systemes : les bioréacteurs permettent une meilleure maitrise des conditions de
culture et favorisent 'amplification de cellules a haute densité, ce qui est en faveur
d’une utilisation de ces systemes a grande échelle pour une application en médecine
régénérative*®), tandis que la simplicité et le faible cotit de mise en ceuvre des
sphéroides sont adaptés au criblage rapide d"un grand nombre de drogues#®.
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Figure 46. Evolution des systéemes de culture employés pour la différenciation hépatocytaire des
iPSCs (d’apres Meier et al., 2017)%¢. Dans chaque cas, les iPSCs en différenciation sont représentées par
des disques marrons. (A) Différenciation « classique » en deux dimensions au sein de plaques 24 puits,
sur une matrice composée de Matrigel™. (B) Différenciation des cellules en plaques 96 puits, sous forme

209



de microsphéroides formés en surface d’une couche d’agarose. (C) Différenciation hépatocytaire des
iPSCs dans l'espace extra-capillaire d’un bioréacteur, dont la surface est recouverte de Matrigel™. Les
capillaires permettent le renouvellement du milieu et de 'oxygeéne.

Dans I'objectif de se rapprocher d"une culture en conditions physiologiques, une
autre technique récemment développée consiste a utiliser la structure de la matrice
extracellulaire issue de foies humains*¥! ou de rats*2 décellularisés par perfusion de
détergent, en tant que support de la différenciation hépatocytaire des iPSCs. L’'emploi
de cette approche s’est illustré par une augmentation des capacités de prolifération et
du degré de maturation des HLCs dérivées d’iPSCs humaines, en comparaison de la
culture en deux dimensions. Cependant, la nécessité du recours a des organes
hépatiques (en particulier humains) pose a nouveau la question de la disponibilité des
donneurs, et semble incompatible avec la reproduction a grande échelle de cette
technique.

Cet obstacle peut étre dépassé par la mise en ceuvre de la technique de culture
« spatiale » de HLCs la plus évoluée en termes de mimétisme de 1’organe hépatique,
qui consiste en la formation de structures cellulaires tridimensionnelles organisées
appelées organoides. Les organoides hépatiques sont obtenus a partir de cellules
endodermiques dérivées d'iPSCs, qui sont placées en culture en présence de cellules
endothéliales dérivées de veines ombilicales humaines (HUVEC) et de cellules souches
mésenchymateuses (MSC)339443-445_Ces différentes catégories de cellules sont capables,
avec ou sans l'aide d’un support tridimensionnel, de s’organiser pour former des
« bourgeons » de cellules interagissant les unes avec les autres (Figure 47).
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Figure 47. Génération d’organoides hépatiques fonctionnels a partir d'iPSCs humaines (d’aprés Nie
et al., 2018)*4. (A) Représentation schématique du protocole de formation des organoides. Dans un
premier temps, les hiPSCs sont différenciées en cellules endodermiques hépatiques, puis ces dernieres
sont co-cultivées avec des cellules souches mésenchymateuses et des cellules endothéliales dérivées de
veines ombilicales humaines pour permettre la formation d’organoides et la maturation paralleéle des
cellules endodermiques en HLCs. (B) Morphologie des organoides hépatiques a J1 et J15 de la co-culture.
Barres d’échelle = 100 pm. Abréviations : hiPSC, human induced Pluripotent Stem Cell ; HUVEC, Human
Umbilical Vein Endothelial Cell ; LO, Liver Organoid ; MSC, Mesenchymal Stem Cell.
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Les organoides ainsi formés se caractérisent par des fonctions hépatocytaires plus
matures que celles des HLCs cultivées en deux dimensions, notamment en termes de
sécrétion protéique (augmentation de la sécrétion d’albumine et d'urée), d’expression
et d’activité des enzymes de détoxification (augmentation de plusieurs logs de ces
parametres pour le CYP3A4) et de profil d’expression des marqueurs protéiques
hépatocytaires adultes (augmentation du HNF4a et diminution de Il'alpha-
foetoprotéine). En outre, il a été montré que la transplantation de ces organoides au
sein de souris immunodéficientes conduisait a leur vascularisation par connexion au
systeme vasculaire de I'hote, et permettait en parallele un accroissement du degré de
maturation des HLCs, se rapprochant alors de celui des hépatocytes primaires
adultes3%.

C. Evaluation de la correction phénotypique des cellules
thérapeutiques

Dans le cadre de nos projets expérimentaux, nous avons démontré que les deux
protocoles de thérapie génique additive que nous avons mis en ceuvre dans les iPSCs
dérivées du patient atteint de PH1 ont permis de restaurer I'expression de la protéine
AGT sauvage au sein des HLCs correspondantes. Ce résultat, bien que satisfaisant,
n'est pas représentatif de la restauration du métabolisme du glyoxylate dans les
cellules, qui doit étre évaluée pour une application clinique.

L’évaluation exhaustive de ce parametre comprend la mesure de l'activité
enzymatique de la protéine AGT, I'identification de sa localisation intracellulaire et
I'analyse de la synthese de I'oxalate, qui constitue I'indicateur le plus représentatif.
Plusieurs études ont déja rapporté la réalisation de ces expériences in vitro a 'aide de
techniques de spectrophotométrie3®, de microscopie confocalel%9200 et de spectrométrie
de masse?®, respectivement. Cependant, dans ces études, les modeles cellulaires
utilisés correspondent a des lignées CHO surexprimant a la fois la protéine glycolate
oxydase et des variants morbides de la protéine AGT, I'ensemble résultant en une
expression protéique et une accumulation d’oxalate suffisamment importantes pour
étre analysées, ce qui n’est pas le cas chez les populations de HLCs que nous avons
produites. Nous pouvons néanmoins espérer que la mise en ceuvre des protocoles de
culture optimisée des HLCs précédemment décrits fournira les conditions nécessaires
a la réalisation de ces expériences.

IV- Gretfe des hépatocytes-like chez les patients

Dans la perspective d'une application clinique des approches de médecine
régénérative développées au cours de cette thése, il est nécessaire de considérer la
transplantation des cellules génétiquement modifiées chez les patients souffrant de
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PH1. Au vu des défis représentés par les caractéristiques de cette pathologie, dont le
traitement nécessite le repeuplement de la majorité du foie par des cellules
thérapeutiques dépourvues de tout avantage sélectif par rapport aux cellules
pathologiques, il semble indispensable d’optimiser les processus de prise de greffe et
de repeuplement du foie receveur pour assurer le succes de la thérapie. Les
expériences de transplantation présentées dans les paragraphes suivants ont été
réalisées en présence d’hépatocytes primaires, mais elles devraient étre applicables
sans difficulté a la greffe de HLCs.

A. Amélioration de I'efficacité de la prise de greffe

Le processus de prise de greffe fait face a trois obstacles majeurs : I'induction de
réactions inflammatoires et vaso-occlusives déléteres pour les cellules, le
franchissement de la barriere endothéliale séparant les sinusoides du parenchyme
hépatique et 'intégration des cellules transplantées au sein du parenchyme’>. La
modulation de ces étapes est indispensable a I'optimisation de la prise de greffe.

Dans cet objectif, des études menées chez le rat ont montré que 1'administration
de drogues inhibitrices des voies pro-inflammatoires telles que le naproxen et le
célécoxib (inhibiteurs de la synthese des prostaglandines), le darusentan (inhibiteur
du récepteur A de I'endothéline 1) et I'étanercept (inhibiteur du facteur de nécrose
tumorale a ou TNFa) était favorable a la prise de greffe : cela s’est illustré par une
augmentation du nombre d’hépatocytes implantés au sein du parenchyme hépatique
d’un facteur 1,5 a 3 en comparaison des rats non traités#6-448. En outre, il a été montré
que "administration de naproxen ou de célécoxib était capable d'induire 1’activation
des cellules hépatiques étoilées, ces cellules exprimant alors le facteur de croissance
hépatocytaire (HGF), le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF,
facteur pro-angiogénique entrainant une augmentation de la perméabilité vasculaire)
ainsi que des métalloprotéases responsables du remaniement de la matrice
extracellulaire, 1'ensemble étant favorable au franchissement de la barriere
endothéliale et a l'intégration des cellules transplantées au sein du parenchyme
hépatique*#®. Une autre piste a explorer correspond a l'infusion intraportale de
polymeres similaires a la fibronectine, qui interagissent avec les intégrines de la
membrane cellulaire et favorisent ainsi 'adhésion des cellules a la veine porte et le
passage transendothélial : une étude menée chez le rat a en effet révélé une
augmentation significative de la prise de greffe d"hépatocytes primaires chez les sujets
traités, se traduisant par des aires occupées par les transplants 13 fois plus nombreuses
et 8 fois plus larges que chez les animaux controles4.
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B. Optimisation du repeuplement du foie receveur

Dans I'objectif d’augmenter la capacité des cellules thérapeutiques a repeupler le
foie receveur, deux approches ont été principalement étudiées, consistant 1) a induire
des lésions hépatiques destinées a détruire une partie du tissu endogene et a créer un
environnement stimulant la prolifération cellulaire, et 2) a conférer un avantage sélectif
aux greffons. Les lésions hépatiques préparatoires a la greffe peuvent étre réalisées, a
titre d’exemple, en associant une procédure d’ischémie-reperfusion portale a une
irradiation hépatique partielle®®, ou via 'administration de drogues telles que la
monocrotaline, qui crée des lésions de l'endothélium sinusoidal*l. Bien que ces
méthodes aient conduit a une repopulation hépatique significativement supérieure
chez les rongeurs (repopulation x5, 12 semaines post-greffe apres ischémie-
reperfusion et irradiation, et repopulation x3, 1 semaine post-greffe apres
administration de monocrotaline), elles semblent difficilement applicables a ' Homme,
au regard des considérations éthiques. En ce qui concerne 'attribution d'un avantage
sélectif aux greffons, les principaux mécanismes étudiés consistent a inactiver des
régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire, tels que la protéine p27452 et la voie
de signalisation Hippo#3. Cependant, les résultats obtenus sont variables
(repopulation de 2% a 86% du foie a 2 mois post-greffe chez des souris transplantées
par des hépatocytes murins présentant une inactivation de la protéine p27), et ces
approches présentent un risque non négligeable de tumorigenese.

Les pistes présentées ci-dessus sont encourageantes, mais difficilement
applicables au domaine clinique. Un espoir réside cependant dans I’application d"une
technique alternative, qui consiste a réaliser une embolie réversible d’une partie des
branches de la veine porte a I'aide de matériaux absorbables. Des études réalisées chez
le lapin*>* et le singe* ont en effet montré que 1’occlusion temporaire d’une partie des
lobes hépatiques conduisait a la stimulation de la régénération du foie, se manifestant
par une hypertrophie du ou des lobes non traités, et se révélant bénéfique a la
prolifération de transplants hépatocytaires (repeuplement observé jusqu’a 7,5% chez
le singe). Si le taux de repeuplement obtenu est insuffisant au traitement de la PH1, la
technique de l'embolie partielle constitue cependant une piste d’exploration
prometteuse.
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