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Abréviations

ADN - Acide désoxyribonucléique

ARN - Acide ribonucléique

ARNr - Acide ribonucléique ribosomaux

ARNt - Acide ribonucléique de transfert

ATP - Adénosine triphosphate

BHE - Barriere hémato-encéphalique

ERO - Espéces réactives de I'oxygéne

FAD/FADH; - Flavine adénine dinucléotide / Dihydroflavine adénine dinucléotide
GFP - Protéine fluorescente verte (de I'anglais « Green Fluorescent Protéine »)
GTP - Guanosine triphosphate

IRM - Imagerie par résonance magnétique

ITRs - De I'anglais « inverted terminal repeats »

kb - Kilobase

kDa - Kilodalton

KO - De I'anglais « Knock Out »

LCR - Liquide céphalo-rachidien

LTRs - De I'anglais « long terminal repeats »

NAD* /NADH - Nicotinamide adénine dinucléotide / hydrure de nicotinamide adénine
dinucléotide

NDUFS4 - De I'anglais « NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-sulfur protein 4 »

ScAAV - Virus adéno-associé auto-complémentaire (de I'anglais « self-complementary
AAV »)

SL - Syndrome de Leigh

SNC - Systeme nerveux central

ssAAV - Virus adéno-associé simple brin (de I'anglais « single-stranded AAV »)
TNT - De I'anglais « tunneling nanotubes »

USF - Ultrasons focalisés

Vecteur AAYV - Vecteur viral adéno-associé



Introduction

|. Les vecteurs viraux adéno-associés et leur
utilisation en thérapie génique

[.1. Des virus aux vecteurs viraux

Le terme virus (en latin : poison) était utilisé jusqu’a la fin du 19™e siécle pour décrire les
agents a 'origine des maladies infectieuses, sans qu’on puisse en faire I'observation ou
démontrer leur existence. C'est en 1892 que le biologiste Dmitri Ivanovski fait la premiere
démonstration de la présence de particules pathogénes plus petites que les bactéries. En
travaillant sur la maladie mosaique du tabac, il a montré que le filtrat de plantes malades
restait infectieux alors que les bactéries étaient retenues par le filtre. Ne mesurant pas
I'ampleur de sa découverte, il pensa que l'infection était causée par des toxines
bactériennes passant a travers le filtre. C'est en 1898 que ses travaux sont repris par le
biologiste hollandais Martinus Beijerinck qui écarte I’hypothése d’une toxine bactérienne
au profit d’'un agent qu’il nomma « contagium vivum fluidum » (pour fluide vivant
contagieux), marquant le début de la virologie. Le virus de la mosaique du tabac restera
un modele d’étude important car ce sera le premier a étre cristallisé puis observé en
microscopie électronique dans les années 1930 afin de réaliser son analyse chimique et

morphologique (Mokili et al., 2012).

C’est en 1957 qu’André Lwoff, prix Nobel de médecine en 1965, proposa la définition
moderne du virus (Lwoff, 1957). Il les définit selon quatre critéres, toujours valables
aujourd’hui : (1) ils possedent un seul type d’acide nucléique (acide désoxyribonucléique
(ADN) ou acide ribonucléique (ARN)), (2) ils se multiplient a partir de leur matériel
génétique grace a une cellule hote, (3) ils ne peuvent pas croitre ou se diviser et (4) ils ne
possedent pas de métabolisme propre et I'énergie nécessaire a leur réplication est fournie

par la cellule hote.

Fruit de millions d’années d’évolution, la capacité des virus a transduire leur matériel

génétique dans une cellule hote afin de répliquer son propre génome a rapidement été



vu comme un avantage pouvant étre utilisé a des fins thérapeutiques. Ainsi, des virus ont
été transformés en vecteurs viraux par élimination de leurs propriétés pathogenes et
conservation de leur capacité d’acheminement et d’expression d’'un géne dans
I'organisme. Ce concept a été introduit pour la premiére fois en 1972 par Jackson et ses
collaborateurs qui ont modifié le virus simien 40 afin qu’il exprime des génes non viraux
(Jackson et al., 1972). Dans les années 80, de nombreuses équipes ont ainsi dérivé des
virus tels que le virus de la vaccine ou les rétrovirus en vecteurs de transgene d’intérét
(Shimotohno et al., 1981; Mackett et al., 1982; Panicali et al., 1982). Sur cette base, de

nombreux vecteurs viraux ont été développés depuis.

Le principe de transformation d’un virus en vecteur viral est commun quel que soit le virus
utilisé. Le génome viral est constitué de séquences trans codant pour les protéines virales
et de séquences cis, régulatrices de I'expression des genes. Bien qu’il existe parfois
guelgues chevauchements, ces deux types de séquences sont spatialement séparées sur
le génome viral et c’est cette propriété qui est exploitée pour générer les vecteurs viraux
(figure 1). Les séquences trans et cis sont ajoutées dans des cellules productrices sous la
forme de molécules d’acides nucléiques distinctes pour prévenir la reconstitution de
particules virales par recombinaisons. Les génes viraux codés par les séquences trans
peuvent étre apportés soit par un ou plusieurs plasmides, soit par un virus ‘helper’, soit
étre exprimés par les cellules productrices. Ces séquences ne contiennent pas de signal
d’empaquetage. Le transgene d’intérét est inséré entre les séquences cis qui quant a elles,
possedent un signal d’empaquetage. L'ensemble est ensuite apporté au sein des mémes
cellules. Les séquences cis contenant le transgéne sont répliquées a partir des protéines
synthétisées par les séquences trans. Ces derniéres synthétisent également les protéines
virales structurales. Ces protéines reconnaissent le signal d’empaquetage présent
uniguement sur les séquences cis ce qui permet I'assemblage de vecteurs viraux
contenant le transgene d’intérét et dépourvus de genes viraux endogenes (Kay et al.,

2001).

Les vecteurs viraux peuvent étre définis par trois caractéristiques communes. (1) lls
possédent une capside et/ou une enveloppe protéique empaquetant le matériel
génétique et définissant le tropisme cellulaire ou tissulaire du vecteur viral. La capside

et/ou I'enveloppe peuvent étre identiques au virus sauvage ou avoir été modifiées afin



d’ajouter des propriétés supplémentaires au vecteur viral. (2) lls contiennent un
transgeéne d’intérét chargé par exemple - de remplacer un géne défectueux, - d’inactiver
un géne muté devenu toxique, - d’ajouter des propriétés exogenes, - d’éditer le génome.
(3) lls possédent une cassette de régulation composée d’un amplificateur, d’'un promoteur
et d’éléments de régulation qui contrélent spatialement et temporellement I'expression

du transgene. (Bulcha et al., 2021).
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Figure 1 : Stratégie de conception d’un vecteur viral a partir d’un virus.

Le génome du virus sauvage (wildtype virus) peut étre décomposé en deux type de séquence. Les
génes des séquences trans sont apportés par le « helper DNA ». Elles ne possédent pas le signal
d’empaquetage (). Le transgéne d’intérét est inséré dans la séquence cis (« vector DNA ») qui
contient le signal . Une fois dans un systeme cellulaire (cercle rouge), des vecteurs viraux
contenant uniquement le transgéne d’intérét et dépourvu de séquences virales endogénes sont
ainsi synthétisés. (Adapté de Kay et al., 2001)

Les principaux vecteurs viraux sont dérivés des rétrovirus, des lentivirus, des adénovirus
et des virus adéno-associés (figure 2). Les vecteurs AAV (vecteur viral adéno-associé) sont
des éléments centraux de ma these et ils seront détaillés dans la partie I.3. L'utilisation
d’autres virus comme celui de I’'herpés simplex et les poxvirus est possible mais plus rare

et ne sera pas détaillée ici.



Les vecteurs rétroviraux sont des particules sphériques d’environ 100 nm de diamétre
possédant une enveloppe et une capside, le tout contenant 2 molécules d’ARN identiques
(figure 2). Les séquences virale gag, pol et env codant respectivement pour les protéines
de la capside, la reverse transcriptase et les glycoprotéines de I'enveloppe sont éliminées
et apportées séparément sous la forme de deux plasmides (gagpol et env). Elles sont
remplacées par le transgene d’intérét d’une longueur maximale de 7,5 kb (Bulcha et al.,
2021). Lors du processus d’infection, les glycoprotéines de I'enveloppe interagissent avec
des récepteurs membranaires spécifiques de la cellule hote. Les deux membranes
lipidiques fusionnent, le transgene est rétro transcrit en ADN qui s’intégre ensuite dans le
génome. Les vecteurs retroviraux ne transduisent que les cellules prolifératives car ’ADN
ne peut entrer dans le noyau qu’en cas de dissolution de la membrane nucléaire,

événement limité a la prophase de la mitose.
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Les lentivirus sont un sous-genre de la famille des rétrovirus. Les vecteurs lentiviraux se
différentient par deux caractéristiques : la possibilité d’intégrer un transgéne de taille
supérieure (jusqu’a 17 kb) et la capacité d’infection des cellules non prolifératives en plus
des cellules prolifératives (Kumar et al., 2001). La plupart des vecteurs lentiviraux sont
basés sur le virus de I'immunodéficience humaine mais d’autres tels que le virus de
I'immunodéficience félin ou simien ou le virus de I'anémie infectieuse équestre ont
également été utilisés (Naldini et al., 1996 a). En ce qui concerne les vecteurs lentiviraux
dérivés du virus de I'immunodéficience humaine, leur mode d’infection est similaire a
celui des vecteurs rétroviraux mais leur mode de production différe de par la complexité
génétique du virus. En plus des protéines codées par les génes gag, pol et env, plusieurs
protéines accessoires doivent étre synthétisées pour assurer la production des vecteurs
lentiviraux. Les genes codant pour la protéine transactivatrice de la transcription (tat) et
la protéine de régulation de I'expression du virion (rev) sont donc ajoutés sur un méme
plasmide, en plus des génes gag et pol (figure 2). Etant donné la sélectivité de I'enveloppe
glycoprotéique du virus de I'immunodéficience humaine pour le récepteur CD4*, le géne
env est remplacé par VSV-G, codant pour la glycoprotéine G des virus de la stomatite
vésiculaire, offrant un plus large tropisme cellulaire aux vecteurs lentiviraux (Naldini et al.,
1996 b; Zufferey et al., 1997).

Le développement des vecteurs lentiviraux auto-inactivants a permis de limiter le risque
d’insertion mutationnelle, de dérégulation de la transcription ou de I'épissage du génome
des cellules hotes lié au caractere intégratif de ces vecteurs viraux (Zufferey et al., 1998;
Moiani et al., 2012). Il a été montré que l'utilisation de vecteurs lentiviraux auto-
inactivants diminuaient de trois fois le risque d’induire une modification délétere du

génome de I’h6te comparé aux vecteurs rétroviraux classiques (Modlich et al., 2009).

Les adénovirus sont des particules d’environ 100 nm de diamétre ne possédant pas
d’enveloppe. lls possedent une capside contenant un ADN double brin linéaire, flanqué
par deux répétitions terminales inversées (ITRs) et un signal d’empaquetage (figure 2).
L'ADN adénoviral code pour 35 protéines. Le génome peut étre décomposé en quatre
unités transcriptionnelles dites précoces : E1, E2, E3, E4, impliquées dans la synthése de
protéines nécessaires a la réplication de I’ADN viral et les séquences dites tardives L1 a

L5, nécessaires a la production des protéines d’assemblage du virus. Plusieurs générations



de vecteurs adénoviraux ont été développées en supprimant de plus en plus de genes
adénoviraux endogenes, en particulier ceux responsables de la réplication du virus. Seul
le géne E1 avait été supprimé pour les vecteurs adénoviraux de premiere génération puis
E2, E3, et E4 ont été éliminés dans la deuxiéme génération (Gorziglia et al., 1999;
Danthinne et al., 2000). La nécessité de produire des vecteurs viraux plus sOrs et
possédant une capacité de transduction supérieure a conduit a développer une troisieme
génération de vecteurs adénoviraux ol toutes les séquences codant pour des protéines
virales endogenes ont été éliminées pour ne conserver que les séquences ITRs et le signal
d’empaquetage. Leur production est donc dépendante de la présence d’un virus ‘helper’
contenant les génes manquants et nécessaires a la synthese des particules virales (Parks
et al., 1996). Ces vecteurs viraux également appelés vecteurs de haute capacité peuvent
contenir un transgene de 37kb. lls présentent une immunogénicité moins importante et
une meilleure efficacité de transduction des cellules cibles (Ricobaraza et al., 2020).

Les vecteurs adénoviraux possedent des avantages significatifs par rapport aux vecteurs
rétroviraux. lls sont capables de transduire a la fois les cellules mitotiques et post-
mitotiques avec une meilleure efficacité et ils possedent un large tropisme cellulaire. Leur
ADN ne s’intégre pas dans le génome de I’'h6te et reste sous forme épisomale, limitant le

risque d’insertion mutationnelle (Rauschhuber et al., 2012).

En 1978, 3 ans apres son prix Nobel de médecine pour la découverte de la reverse
transcriptase et des mécanismes d’infection des rétrovirus, David Baltimore déclara que
d’ici 5 ans, les vecteurs viraux seraient utilisés pour pratiquer des thérapies géniques chez
I’'humain (Bouard et al., 2009). |l faudra cependant attendre 12 ans pour que le premier

essai clinique de thérapie génique soit conduit (Rosenberg et al., 1990).

|.2. Le principe de thérapie génique

Le concept de thérapie génique pourrait étre résumé en une définition simple :
I'introduction d’un nouveau matériel génétique dans une cellule dans le but d’induire un
bénéfice thérapeutique. Il est cependant bien plus complexe et cela pourrait étre illustré
par une citation d’un pionnier de la thérapie génique, James Wilson, qui déclara aprés
gu’un déces soit survenu suite a un essai clinique : « We were drawn into the simplicity of

the concept. You just put the gene in » (Raper et al., 2003). Littéralement : « Nous avions



été attirés par la simplicité du concept : remplacer le gene ». La manipulation du génome
n’est pas un acte anodin et la stratégie de thérapie génique peut et doit donc étre adaptée

aux circonstances.

Il existe deux types de stratégie de thérapie génique : ex vivo et in vivo (figure 3). Le choix
de la stratégie est conditionné par différents parametres : le type cellulaire/tissulaire ciblé
en fonction de la pathologie, la durée d’expression du transgéne dans I'organisme, les
caractéristiques du transgéne. Le choix de la stratégie doit également prendre en compte

la méthode qui sera utilisée pour délivrer le matériel génétique a une cellule cible.

La thérapie génique ex vivo consiste a récupérer des cellules dont on souhaite modifier le
génome, les cultiver puis les modifier génétiquement avant de les réinjecter (figure 3,
partie droite). Cette stratégie est employée principalement pour des maladies impliquant
des cellules sanguines (cellules matures ou cellules souches) car ce sont les plus faciles a
prélever (Naldini, 2011).

Le premier succes de thérapie génique ex vivo était par exemple basé sur un transfert de
génes dans des lymphocytes T de patients atteints d’'immunodéficience causée par un
déficit en adénosine désaminase (connus sous le nom de bébés bulles) (Blaese et al.,
1995). Les lymphocytes étaient prélevés et modifiés a I'aide d’un vecteur rétroviral pour
exprimer le géne codant pour I'adénosine désaminase. Aprés la réinjection de ces cellules,
les patients présentaient une amélioration progressive et persistante de I'expression du
géne et du nombre de lymphocyte T. Le développement des vecteurs lentiviraux a apporté
une solution a la fois plus slire et plus efficace pour le transfert de génes in vitro. Ces
vecteurs viraux assurent une persistance a long terme des cellules du greffon et une
expression du transgeéne jusqu’a 6 ans pour les plus longs suivis (Ferrua et al., 2019). Des
résultats démontrant I’efficacité de ces vecteurs viraux ont été obtenus chez des patients
atteints de maladies sanguines comme la B-thalassémie mais aussi dans des pathologies
lysosomales comme la leucodystrophie (Biffi et al., 2013; Thompson et al., 2018). La
thérapie génique ex vivo implique principalement des vecteurs viraux mais d’autres
méthodes peuvent étre employée pour apporter le transgéne dans les cellules.
L’électroporation est par exemple une technique permettant I'entrée du matériel
génétique grace a la perméabilisation des membranes cellulaires par un courant

électrique (Zhao et al., 2010).



La thérapie génique ex vivo explore également d’autres stratégies au moyen de cellules
souches pluripotentes afin d’apporter des solutions thérapeutiques pour les maladies
musculaires ou neurologiques mais ces types de pathologies restent principalement

ciblées par la thérapie génique in vivo (Filareto et al., 2013; Gowing et al., 2017).
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Figure 3 : Les deux stratégies de thérapie génique.

Les modifications du génome peuvent étre effectuées in vivo (partie gauche du schéma) par
administration d’un vecteur (viral ou non) contenant le matériel génétique ou ex vivo (partie droite
du schéma) par prélevement, modification génétique et ré-administration de cellules au patient
(van Haasteren et al., 2020).

La stratégie de thérapie génique in vivo consiste a administrer le matériel génétique dans
la circulation sanguine, dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) ou directement dans
I’organe ciblé (in situ) (figure 3, partie gauche). Dans ce cas, les vecteurs servent de moyen
de transport pour le matériel génétique afin de le délivrer aux cellules cibles. Les vecteurs
sont donc les éléments clefs de la thérapie génique in vivo et ils doivent étre adaptés a la
pathologie et a la méthode d’administration. Comme pour la thérapie ex vivo les vecteurs

peuvent étre de deux types, viraux ou non viraux.

Les techniques de délivrance non virales sont attractives de par leur facilité de production
et leur faible immunogénicité (Gardlik et al., 2005). Dans sa forme la plus ancienne et la
plus simple, le matériel génétique était délivré via des molécules d’ADN ou d’ARN nues
injectées localement en intramusculaire (Wolff et al., 1990). Un essai clinique démontrant
la sécurité de cette technique avait été mené chez des patients atteints de cardiopathie
ischémique (Losordo et al.,, 2002). Un plasmide codant pour le facteur de croissance

endothéliale vasculaire (VEGF) avait été injecté dans le coeur via un cathéter. Quelques



résultats positifs comme I'amélioration des capacités physiques avaient été montrés mais
cette méthode reste cependant peu développée a cause de la faible capacité de
transduction et la durée d’expression limitée du transgene.

Une approche non virale alternative consiste a utiliser des complexes de lipides ou de
polymeéres cationiques. L'interaction électrostatique avec le matériel génétique chargé
négativement permet de le protéger de la dégradation. La charge positive du complexe
lipidique permet I'interaction avec la membrane plasmique et I'entrée dans la cellule cible
(Al-Dosari et al., 2009). Cette technique a été plutot étudiée pour les pathologies
respiratoires et vasculaires (Porteous et al., 1997; Laitinen et al., 2000). Pour l'instant, le
stade de développement des outils non viraux n’est pas suffisant pour délivrer
efficacement un géne de fagon systémique comme en témoigne leur faible pourcentage
d’utilisation (5%) pour les essais de thérapie génique (source: base de données

« Advanced Therapy Medicinal Product »).

La thérapie génique in vivo est donc en majorité basée sur 'utilisation de vecteurs viraux.
Les vecteurs rétroviraux sont trés peu utilisés a cause de leur faible efficacité in vivo, leur
importante immunogénicité, I'incapacité de transduire des cellules post-mitotiques et
leur risque d’insertion non contrélée dans le génome. Le choix d’un vecteur viral intégratif
in vivo se portera donc plutot sur les vecteurs lentiviraux. Leurs principaux avantages sont
de transduire a la fois les cellules mitotiques et post mitotiques, de permettre une
expression stable a long terme du transgene et de présenter un plus faible niveau
d’'immunogénicité (Nayerossadat et al., 2012). Leur bon tropisme pour les cellules
neuronales en fait un candidat potentiel pour le traitement des maladies
neurodégénératives ce qui a été évalué dans des modeles murins de maladie d’Alzheimer,
de Parkinson ou d’Huntington (De Almeida et al., 2001; Azzouz et al., 2002; Dodart et al.,
2005). Bien que des résultats démontrant |’efficacité de cette approche aient été obtenus,
la principale limitation de cette stratégie est la localisation tres ciblée de I'effet
thérapeutique. La faible diffusion du transgene dans le cerveau est une limite de la
méthode d’administration intraparenchymale, la seule méthode d’injection possible étant
donné l'imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE) aux vecteurs

lentiviraux.



Les vecteurs adénoviraux sont avantageux de par leur large tropisme tissulaire, leur non-
intégration dans le génome et leur capacité de transporter un transgene de grande taille.
Leur premiere utilisation in vivo visait a délivrer le gene codant pour I'alpha-1-antitrypsine
dans le poumon ou le foie chez le rat (Rosenfeld et al., 1991; Jaffe et al., 1992). La
démonstration de I'efficacité de ce vecteur viral a conduit a I'utiliser pour le traitement
de maladies monogéniques telles que la mucoviscidose avec l'injection intranasale d’un
vecteur adénoviral transportant le géne CFTR (pour “régulateur de la conductance
transmembranaire de la fibrose kystique”) (Zabner et al., 1993). Par la suite, il a été
démontré que la capside des vecteurs adénoviraux possede une forte capacité
d’activation du systéme immunitaire innée, ce qui en plus de provoquer une diminution
de la délivrance et de I'expression du transgéne pouvait conduire a des réponses
inflammatoires potentiellement fatales (Raper et al.,, 2003; Muruve, 2004). Cette
limitation a provoqué une réduction de I'utilisation des vecteurs adénoviraux pour le
transfert de géne in vivo et a conduit a détourner leur utilisation en d’autres applications.
L'immunogénicité des vecteurs adénoviraux a donc été exploitée a des fins
thérapeutiques pour développer des vaccins ou des traitements anti-cancéreux (Zhang et
al., 2018; Folegatti et al., 2020).

Enfin, depuis une dizaine d’années, ce sont les vecteurs AAVs qui sont au centre de

I'attention pour de nombreuses applications de thérapie génique in vivo.

|.3. Les vecteurs AAV

C’est en 1965, en observant des adénovirus de singe en microscopie électronique qu’une
équipe américaine a mis en évidence pour la premiére fois des petites particules d’environ
240 A, associées aux adénovirus nommées AAV (Atchison et al., 1965). Les AAVs ont été
peu apres isolés a partir de tissus humains (Blacklow et al., 1967, 1968). Ces virus ne
possédant pas d’enveloppe appartiennent au genre des Dependovirus dans la famille des
Parvoviridae. Le nom dependovirus fait référence au fait que la capacité d’infection de ces
virus dépend de la présence d’un autre virus (adénovirus ou virus de I’herpes). Leur
génome, contenu dans une capside (figure 4A), est constitué d’un ADN simple brin
d’environ 4,7kb qui peut correspondre soit au brin positif, soit négatif. Il est flanqué par

deux séquences ITRs en forme de T qui servent d’origine de réplication et qui possedent



un signal d’empaquetage (figure 4B). Son génome est constitué de 3 genes : le géne rep
code pour quatre protéines nécessaires a la réplication virale : Rep78, Rep68, Rep52 et
Rep40. Le géne cap code pour les trois sous-unités de la capside : VP1, VP2 et VP3. Enfin,
le gene AAP code pour la protéine d’activation de I'assemblage. La séquence d’acide
aminé de la capside détermine le sérotype du virus. Au total, 12 sérotypes et plus de 100
variants des AAVs ont été identifiés, 9 sérotypes ont été décrits chez I’lhumain (AAV1 a 9)
et 3 ont été isolés chez les primates non humain (AAVrh.8, AAVrh.10, AAVrh.43) (Wang et
al., 2019 b; Li et al., 2020).

Les vecteurs AAVs sont constitués des mémes capsides que leurs homologues sauvages.
Cependant ils encapsident un génome ou seules les séquences ITRs sont conservées, les
génes viraux endogenes étant éliminés et remplacés par le transgene thérapeutique
d’intérét. L’élimination compléte des séquences virales sauvages permet de maximiser la
taille du transgéne, de diminuer I'immunogénicité et la toxicité des vecteurs AAVs
(Samulski et al., 1989).

VP1

1 - VP2
p5  p19 P40 VP3

TR P | ITR

rep cap

| 4.68 kb |

Repd0 i
~ G
~
~— N
~— A

p5

p19

p40

Figure 4 : Structure et organisation du génome des virus adéno-associés.

A : Représentation de la structure de la capside d’un virus adéno associé de sérotype 2. Les acides
aminés colorés en bleu permettent la liaison a I’héparane sulfate. B : Structure du génome des
virus adéno-associés. Le génome d’environ 4,7 kb, flanqué par 2 séquences ITRs code pour 8
protéines. P5, p19 et p40 représentent les promoteurs a partir desquels sont exprimés les
différents genes. (Adapté de Gaj et al., 2015)



La voie de transduction des vecteurs AAVs dans la cellule est schématisée dans la figure
5. La premiére étape est la liaison des protéines de la capside a un récepteur
membranaire. Ces récepteurs sont des glycanes et leur nature varie en fonction du
sérotype de I’AAV. Le premier récepteur identifié, le protéoglycane a héparane sulfate,
permet la liaison des AAVs de sérotype 2 et 3 aux membranes cellulaires (figure 54A)
(Summerford et al., 1998). Par la suite d’autres récepteurs ont été décrits et c’est sur cette
base que les AAVs ont été classés en trois groupes : ceux se liant a I’héparane sulfate
(AAV2, 3 et 6), ceux se liant a I'acide sialique (AAV1, 4, 5 et 6) et celui se liant au
galactose (AAV9). Les récepteurs nécessaires a la fixation des AAV7 et 8 reste encore
inconnue (Agbandje-McKenna et al., 2011).

En plus de ces récepteurs, I'entrée dans la cellule nécessite I'interaction avec un ou
plusieurs co-récepteur(s) en fonction du sérotype. Parmi ceux qui ont été identifiés, le
récepteur de la laminine est par exemple indispensable pour I'entrée des vecteurs AAVs
de sérotype 2, 3, 8 et 9 (Robert Cronin, Nicholas Dias, Yung Peng, 2017).

Aprés interaction avec le récepteur et le co-récepteur, les vecteurs AAVs sont internalisés
par la voie endosomale par un processus dépendant des clathrines. Les régions VP1 et
VP2 operent ensuite un changement de conformation suite a |'acidification du pH de
I’endosome qui conduit a la sortie du vecteur AAV dans le cytosol (figure 5). Ici, il peut
étre dégradé par le protéasome ou entrer dans le noyau par les pores nucléaires et libérer
son génome (Nicolson et al., 2014). Le mécanisme d’entrée dans le noyau n’est pas
complétement élucidé mais des études montrent que des régions situées sur les protéines
VP1 et VP2 serviraient de signal de localisation nucléaire (Berry et al., 2016).

Une fois dans le noyau, la capside est dégradée par un mécanisme encore inconnu, qui
semble étre dépendant du sérotype (Thomas et al., 2004). L’ADN simple brin est libéré et
doit étre converti en ADN double brin soit par synthése du brin complémentaire a partir
de laséquence ITR de I'extrémité 3’ du brin matrice, soit par combinaison des brins positifs
et négatifs empaquetés dans des particules différentes. Pour supprimer cette étape
limitante, des vecteurs auto-complémentaires (nommeés vecteurs scAAVs pour “self-
complementary AAVs”) ont été développés (Ferrari et al., 1996; McCarty et al., 2003). Ces
vecteurs viraux sont produits par association des deux brins du génome en une seule
molécule d’ADN simple brin contenant des séquences répétées et inversées. Les

séquences complémentaires sont séparées par une séquence ITR mutée et une séquence



ITR sauvage est présente a chaque extrémité du génome. Aprés la décapsidation, la
molécule d’ADN se replie de part et d’autre de la séquence ITR mutée et les bases
complémentaires s’apparient pour former la molécule d’ADN double brin (figure 5). Cette
propriété diminue cependant la taille du transgéne pouvant étre inséré de moitié (environ
2,2 kb) par rapport aux vecteurs AAVs simple brin. L'ADN double brin est ensuite stabilisé
sous forme circulaire (appelée épisomale). Il a été montré que les vecteurs AAVs
pouvaient s’intégrer dans le génome cellulaire mais la fréquence estimée est relativement

faible (0,1% — 0,5%) (McCarty et al., 2004).
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Figure 5 : Cycle de vie des vecteurs AAV.

Le processus de transduction cellulaire des vecteurs AAVs nécessite 5 étapes clefs: (1)
I'internalisation dans la cellule par liaison a des récepteurs spécifiques et endocytose. (2) La sortie
de la particule virale dans le cytoplasme puis (3) I'entrée dans le noyau et la libération de ’ADN
contenu dans la capside. (4) Enfin 'ADN simple brin est converti en ADN double brin et reste sous
forme épisomale dans le noyau. Dans de trés rares cas, il peut étre intégré au génome de la cellule
héte (Adapté de Wang et al., 2019).



L'efficacité de transduction d’un type cellulaire ou tissulaire dépend du sérotype du
vecteur AAV (Grimm et al., 2006). Cette propriété nommée le tropisme a été évaluée pour
les principaux sérotypes de vecteurs AAVs (1 a 9) lors d’'une étude de référence (Zincarelli
et al., 2008). Cette étude a comparé la distribution et I’évolution de I'expression de la
luciférase in vivo aprés injection de la méme dose (1.10*! génomes viraux (gv)/souris), par
la méme voie d’injection (intraveineuse) et chez des souris adultes du méme age (8
semaines), pour chaque vecteur viral. Les résultats obtenus ont montré que tous les
sérotypes, a I'exception des vecteurs AAV3, sont capables de transduire le foie. C'est
également dans cet organe que le niveau d’expression du transgéne est le plus haut. En
deuxiéme position sont retrouvés les muscles squelettiques inférieurs qui ne sont
cependant pas transduits par tous les sérotypes (principalement les vecteurs AAV6, 7, 8
et 9). De facon générale, ce sont les sérotypes 8 et 9 qui présentent le tropisme le plus

large mais c’est avec le sérotype 9 que I'expression du transgéne est la plus forte.

Ces résultats sont corroborés par d’autres études s’intéressant a certains sérotypes ou
une voie d’injection spécifique. Des études ont par exemple montré que les vecteurs AAV8
et 9 permettaient une transduction efficace du foie et du coeur, aprés une injection
intraveineuse ou extraveineuse (intrapéritonéale ou sous cutanée) (Nakai et al., 2005;
Inagaki et al., 2006). Il a également été montré que ces deux sérotypes possédent la
meilleure efficacité de transduction des muscles squelettiques lorsqu’ils sont injectés par
voie intraveineuse alors que le vecteur AAV6 est le plus efficace aprés une injection
intramusculaire (Blankinship et al., 2004; Wang et al., 2005; Inagaki et al., 2006). Le
transfert de génes dans la rétine qui n’avait pas été étudié par Zincarelli et ses
collaborateurs est favorisé par |'utilisation de vecteurs AAV7, 8 ou 9 apres des injections
locales (subrétinales) (Lebherz et al., 2008). L’efficacité de transduction du cerveau a été
évaluée pour de nombreux sérotypes en exploitant différentes stratégies
d’administrations ce qui sera détaillé dans le paragraphe II.2. La figure 6 résume les cibles

préférentielles des principaux sérotypes de vecteurs AAVs.

D’un point de vue pratique, la méthode de production standard des vecteurs AAVs est la
triple transfection de cellules HEK293T. Elle consiste a co-transfecter le plasmide
contenant le transgene flanqué par les séquences ITRs avec un plasmide codant pour les

geénes rep et cap et un troisieme (helper) qui fournit les genes adénoviraux nécessaires et



suffisants a la production des vecteurs AAVs (Matsushita et al., 1998; Xiao et al., 1998).
Pour I'utilisation en recherche pré-clinique la production des vecteurs AAVs s’effectue

avec des cellules HEK adhérentes.

Skeletal muscle

Figure 6 : Syntheése des cibles privilégiées des principaux sérotypes de vecteurs AAVs.

Les sérotypes naturels de vecteurs AAV ont des tropismes différents en fonction des protéines
exprimées a la surface de leur capside. Leurs organes cibles préférentiels sont résumés ici. (Généré
avec Servier Medical Art).

Cependant, le besoin de quantité importante de vecteurs AAVs pour les utilisations
cliniques a conduit a optimiser cette production. Les cellules ont donc été adaptées afin
de pouvoir étre cultivées et transfectées en suspension dans des bioréacteurs et
d’augmenter ainsi le rendement de production (Grieger et al., 2016; Blessing et al., 2019).
Dans cette optique, une stratégie alternative mais encore moins répandue consiste a
utiliser des cellules d’insectes (Sf9) modifiées afin d’exprimer de facon stable les génes
rep et cap. L'infection de ces cellules avec un baculovirus exprimant le transgene d’intérét
entre les 2 ITRs suffit ensuite a produire des vecteurs AAVs avec un rendement supérieur

par rapport aux autres systémes de production. Il a cependant été observé que les



particules virales produites avec cette méthode possédaient une efficacité de
transduction moindre (Mietzsch et al.,, 2014). Cette méthode continue donc d’étre
optimisée car en plus de produire de grandes quantités de vecteurs viraux, elle permet de
diminuer la quantité d’ADN bactérien contaminant issu des plasmides utilisés dans le

systeme impliquant les cellules HEK (Kondratov et al., 2017; Mietzsch et al., 2017).

Quelle que soit la méthode de production, la purification est une étape cruciale pour
séparer les vecteurs viraux des débris cellulaires ou des acides nucléiques contaminants
issus des étapes de productions préalables. La encore le degré de pureté nécessaire varie
en fonction de I'utilisation. La purification sur un gradient de iodixanol est une méthode
simple et délivrant des vecteurs AAVs suffisamment purs pour étre utilisés dans les
laboratoires de recherche (Zolotukhin et al., 1999). Récemment, une nouvelle méthode a
été décrite afin de raccourcir la procédure tout en conservant des rendements
comparables (Negrini et al., 2020). Pour des productions a plus grande échelle, des
purifications en plusieurs étapes impliquant des méthodes de chromatographie d’affinité
sont utilisées (Davidoff et al., 2004). En plus d’améliorer la pureté, I'optimisation de ces
méthodes permet de séparer les particules virales contenant le transgene d’intérét des

particules vides, augmentant I’efficacité des vecteurs viraux (Nass et al., 2018).

|.4. Les avancées et les challenges de la thérapie
génique par les vecteurs AAVs

La premiére vectorisation de I’AAV pour délivrer un gene in vitro a été réalisée en 1984
(Hermonat et al., 1984). L'amélioration des systemes de production des vecteurs AAVs les
rendant plus sirs et plus efficaces a permis de les tester pour la premieére fois in vivo sur
des lapins en 1993 (Flotte et al., 1993). Un an plus tard, il a été démontré qu’un gene
délivré par un vecteur AAV pouvait étre exprimé a long terme chez le mammifére (Kaplitt
et al., 1994). Pendant de nombreuses années, seulement 5 sérotypes d’AAVs avaient été
décrits et les vecteurs AAV2 étaient au centre de I'attention pour les applications pré-
cliniques et cliniques. En 1998, I’AAV6 a été identifié puis les sérotypes 7, 8 et 9 ont été
successivement découverts par I'équipe de James Wilson (Rutledge et al., 1998; Gao et

al., 2002, 2004). Ces découvertes ont permis d’augmenter les possibilités thérapeutiques

en adaptant le sérotype utilisé a I'organe ciblé.



Les poumons sont une cible historique dans le développement de la thérapie génique par
les vecteurs AAVs. Cet organe était par exemple la cible du premier essai clinique de
thérapie génique in vivo réalisé en 1996 chez des patients atteints de mucoviscidose
(Flotte et al., 1996). L'injection locale d’un vecteur AAV2 codant pour le géne CFTR ne
mettaient pas en avant d’effet significatif sur 'amélioration du niveau d’inflammation des
voies aériennes mais a permis de mettre en évidence la sécurité et I'utilité de ces vecteurs
viraux en tant qu’outil de délivrance d’un géne thérapeutique (Wagner et al., 1998, 2002).
Pour cette raison et aussi car ils ont été les premiers a étre produits et commercialisés a
grande échelle, les vecteurs AAV2 ont été des plus utilisés en clinique (Forsayeth et al.,
2011) (figure 7A). Depuis, peu de progrés ont été réalisés et le transfert de genes dans le

poumon reste étudié au niveau pré-clinique.

Le foie est un organe particulierement attractif pour le développement de stratégies de
thérapie génique via les vecteurs AAVs (figure 7B) pour plusieurs raisons : (1) c’est un
organe largement impliqué dans la biosynthése de protéines sanguines ou d’hormones.
(2) il est possible de cibler efficacement cet organe par des injections intraveineuses
(Manno et al., 2006; Nathwani et al., 2006, 2011). (3) Malgré la nature non intégrative des
vecteurs AAVs et la capacité de régénérescence de ce tissu, des études ont montré que le
transgéne était exprimé a long terme dans des modéles animaux et chez I'humain
(Niemeyer et al., 2009; Nathwani et al., 2014).

Dans un essai clinique déterminant dans le domaine de la thérapie génique in vivo, un
vecteur AAV2 exprimant le géne codant pour le facteur IX de coagulation sanguine (FIX) a
été injecté en intraveineux chez des patients atteints d’hémophilie B. Les résultats furent
les premiers a montrer que la restauration de I'expression d’'un gene chez I'humain
conduisait a un effet thérapeutique (Manno et al., 2006). La découverte de ’AAVS8 et de
sa capacité a transduire le foie avec une efficacité 10 a 100 fois supérieurs aux autres
phénotypes a conduit a un autre essai clinique démontrant |'efficacité et la sécurité de
I’'administration intraveineuse d’un vecteur AAV8 codant pour FIX (Gao et al., 2002;
Nathwani et al., 2014). Ces succes ont ouvert la voie a de nouvelles pistes de cherche pour
des pathologies ou il est pertinent de transférer un géne dans le foie comme les
pathologies métaboliques et les maladies lysosomales (Alexander et al., 2008; Colella et

al., 2018).
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Figure 7 : Récapitulatif des essais cliniques de thérapie génique impliquant des vecteurs AAV.

A : Sérotypes des capsides utilisées dans les essais cliniques avec les vecteurs AAV2 étant
majoritaires mais les sérotypes 8 et 9 de plus en plus utilisés. B : Les principaux organes ciblés par
les vecteurs AAVs. C: Les différentes phases des essais cliniques. La phase | pour les études de
tolérance et toxicité. La phase Il pour I'étude de I'efficacité. La phase Ill permet de confirmer
I'efficacité sur un plus grand nombre de volontaires malades. La phase IV (ou phase de
pharmacovigilance) consiste a suivre I'utilisation du médicament tout le long de son utilisation. Ici
certaines phases sont regroupées car ces essais sont principalement tournés vers le traitement de
maladies rares et sont donc réalisés avec un nombre limité de volontaire. La phase | et Il sont donc
souvent regroupées en une seule ol la sécurité et I'efficacité sont testées en paralléle sur des
malades (adapté de Wang et al., 2019).

Les yeux sont la cible d’'un quart des essais cliniques impliquant des vecteurs AAVs (figure
7B). Le transfert de génes dans cet organe a largement été étudié pour le traitement de
I'amaurose congénitale de Leber. Cette maladie génétique de la rétine est diagnostiquée
chez I'enfant et conduit a une perte de la vision progressive pour évoluer jusqu’a une
cécité totale. La mutation du gene RPE65, identifiée a I'origine chez le chien puis chez les
patients peut étre a I'origine de cette maladie. Les études pré-cliniques ont utilisé le
modele canin pour évaluer I'effet thérapeutique de la restauration de I'expression de ce
géne grace a des vecteurs AAVs de plusieurs sérotypes (1, 2, 4 et 5) injectés localement
dans I'ceil (Acland et al., 2005; Le Meur et al., 2007). Ces études ont mis en évidence la
sécurité et I'efficacité de cette approche, avec un niveau d’expression du transgene dans
les cellules de la rétine similaire entre les sérotypes. Ce traitement conduisait a une
restauration de la vision durable (jusqu’a un an de suivi), en particulier si I'injection avait
lieu dans les stades précoces de la maladie. Suite a ces résultats, cette approche a été
utilisée chez des patients. Dans les différentes études cliniques, les patients ne

présentaient pas d’effets indésirables graves mais I'amélioration de l'acuité visuelle



n’était pas systématique (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2008; Simonelli et al.,
2009). D’autres questionnements persistent comme par exemple I'dge auquel doit étre
mis en place le traitement ou la persistance de I'effet thérapeutique (Maguire et al., 2009;
Bainbridge et al., 2015; Jacobson et al., 2015). En 2017, I'agence fédérale américaine des
produits alimentaires et médicamenteux (FDA) a néanmoins autorisé la mise sur le
marché du Luxturna, le premier médicament de thérapie génique basé sur I'utilisation
d’un vecteur AAV2 codant pour le géne RPE65. Cette stratégie continue donc d’étre
évaluée pour étudier les bénéfices a long terme et trouver des moyens pour les améliorer

(Wang et al., 2020 b).

De par le tropisme naturel des AAVs pour le cceur et les muscles squelettiques, ces deux
organes sont des cibles privilégiées pour I'étude et le développement de la thérapie
génique in vivo (figure 7B). En ce qui concerne le cceur, il a par exemple été montré que
la délivrance intraveineuse d’un vecteur AAV1 exprimant le gene SERCA2a prévenait les
dysfonctionnements du cceur chez un modele porcin d’insuffisance cardiaque (Kawase et
al., 2008). Sur la base de ces résultats, I'étude clinique impliquant le plus de participants
a démontré la sécurité de cette approche mais n’a pas mis en évidence de bénéfices

thérapeutiques (Greenberg et al., 2016).

La bonne efficacité de transduction du muscle squelettique a été démontré dans des
modeéles animaux (primates, chiens) de myopathie aprés I'injection locale de vecteurs
AAV1 et AAV6 (Wang et al., 2007; Kota et al., 2009). Une forte expression du transgene
d’intérét dans les muscles a également été rapportée apres l'injection intraveineuse d’un
vecteur AAV8 ou 9 dans un modele canin de myopathie de Duchenne (Yue et al., 2015;
Le Guiner et al., 2017). La sécurité et I'amélioration fonctionnelle et histologique durable
du phénotype pathologique suite a cette thérapie ont ensuite été confirmées avec un suivi
jusqu’a 30 mois post injection (Duan, 2018). Sur la base des résultats encourageants
obtenus en pré-clinique, des essais cliniques ont été conduits chez des patients atteints
de différentes formes de myopathie (myopathie de Duchenne, myopathie congénitale
myotubulaire) en utilisant différents sérotypes (AAV1, AAVS8, AAV9) et différents
transgenes (Aguti et al., 2018). Toutes les études soulevent le potentiel thérapeutique
d’une telle stratégie pour les maladies musculaires. Cependant, bien que la sécurité de

cette approche semble validée, la nécessité d’injecter des hautes doses de vecteurs viraux



pour observer un effet thérapeutique conduit a ré-évaluer leur toxicité dans de futures
études cliniques (Chiu et al., 2020).

Un des plus gros succes de la thérapie génique in vivo a été obtenu dans le cas d’'une
maladie neuromusculaire, I'amyotrophie spinale. A I'origine, des études pré-cliniques
utilisant un vecteur AAV9 pour restaurer I'expression du gene de survie de motoneurones
(SMN) ont été réalisées chez des modeles murins de I'amyotrophie spinale. Une simple
injection de ce vecteur par voie intraveineuse ou intramusculaire permettait d’augmenter
la survie des animaux jusqu’a plus de 200 jours contre 20 jours pour des animaux non
traités (Foust et al., 2010; Benkhelifa-Ziyyat et al., 2013). Ces résultats prometteurs ont
été validés par la suite dans des modeles porcins et de primates non humains (Passini et
al., 2014; Duque et al., 2015). Sur la base de nombreuses démonstrations chez I'animal,
I’équipe de Brian Kaspar a mené un essai clinique sur 15 patients atteints d’amyotrophie
spinale. Les résultats ont montré que la restauration de I'expression du géne SMN par un
vecteur AAV9 n’induisait pas d’effet secondaire grave. Concernant I'effet thérapeutique,
tous les patients étaient en vie a I'age de 20 mois alors que le pourcentage de survie
mesuré dans une cohorte non traitée était de 8% a cet age. Les patients traités avec la
dose la plus haute présentaient une amélioration importante des performances motrices
(Mendell et al.,, 2017). Cet essai clinique représente a ce jour I'une des meilleures
démonstrations du potentiel thérapeutique de la thérapie génique in vivo. En 2019, la FDA
autorisa la mise sur le marché du Zolgensma, le premier médicament de thérapie génique
injectable en intraveineux, pour les patients atteints d’amyotrophie spinale. Son prix de
plus de 2 millions de dollars par dose en fait le médicament le plus cher du monde, créant
ainsi des controverses éthiques également valables pour les autres médicaments de

thérapie génique (Kent et al., 2017).

Les vecteurs AAVs ont suscité un attrait majeur ces derniéres années et leur utilisation
dans les programmes cliniques, bien que récents et donc encore en phase | ou Il pour la
plupart (figure 7C), ne cesse d’augmenter avec une nette tendance a favoriser les
sérotypes 8 et 9 (Kuzmin et al., 2021). L'augmentation de I'utilisation de ces vecteurs
viraux a mis en évidence de nombreux avantages mais aussi des limitations. Afin
d’exploiter le potentiel complet des vecteurs AAVs, certains défis continuent d’étre des

thémes centraux de la recherche tels que : 'immunogénicité, I'efficacité de transduction,



la génotoxicité, la persistance de I'expression des génes (Colella et al., 2018).

L'immunogénicité est provoquée par le fait que la capside des vecteurs AAVs est identique
ou presque a celle des virus sauvages. La réponse immunitaire est donc déclenchée de la
méme maniere que si I’hote avait été exposé au virus, d’autant plus que ’lhumain est un
hote naturel des virus adéno-associés et possede donc déja des anticorps dirigés contre
certains sérotypes (allant de 4% de la population pour 'AAV5 a 70% pour I'AAV2)
(Monteilhet et al., 2010). La réaction immunitaire diminue donc I'efficacité et la sécurité
des vecteurs AAVs et empéche la ré-administration d’'une seconde dose. Différentes
stratégies sont étudiées pour faire face a ce probleme comme par exemple
I'administration d’un traitement immunosuppresseur de fagon transitoire ou la
modification du sérotype utilisé, bien que cette solution puisse altérer le tropisme et donc
I'efficacité du traitement (Jiang et al., 2006; Wang et al., 2007). L’équipe de Frederico
Mingozzi travaille sur cette question et a démontré qu’il était possible d’améliorer
I'efficacité de transduction et de permettre la ré-administration des vecteurs AAVs grace
a des traitements avec des endopeptidases contre les immunoglobulines G (Leborgne et

al., 2020) ou des nanoparticules contenant de la rapamycine (Meliani et al., 2018).

L'efficacité de transduction est un parametre clé permettant d’atteindre des niveaux
d’expression du transgene suffisant pour délivrer un effet thérapeutique sans effet
secondaires graves liés une dose trop élevée de vecteur viral. Plusieurs axes de recherche
se concentrent sur ce défi: (1) I'identification ou la modification des capsides afin de
déterminer celles qui permettent une meilleure efficacité de transduction de I'organe
cible (Gabriel et al., 2013; Vercauteren et al., 2016). (2) L'optimisation des méthodes de
délivrance afin de les adapter a chaque famille de pathologies (lgarashi et al., 2013;
Zabaleta et al.,, 2017). (3) Enfin, 'optimisation des méthodes de production pour
synthétiser des particules virales fonctionnelles et éliminer les particules vides (Nass et

al., 2018; Wang et al., 2019 a).

La génotoxicité des vecteurs AAVs est limitée par leur caractére non intégratif. Comme
pour toute thérapie génique ce parameétre doit cependant étre considéré, d’autant plus
gue des études ont rapporté des cas d’insertion dans le génome chez la souris. Ces études
ont montré que l'insertion provoquait des mutations a I'origine d’hépatocarcinomes

(Donsante et al., 2007; Chandler et al., 2015). Ce parameétre doit donc étre suivi avec



attention bien que les études effectuées chez des primates non humains et les nombreux
essais cliniques réalisés chez I’humain n’ont jamais recensé d’événements de ce type (Gil-

Farina et al., 2016).

La persistance de I’expression des génes peut étre vue comme une limitation pour deux
raisons : la perte d’expression des génes non désirée a cause de la division cellulaire et
inversement, le caractere irréversible du processus de thérapie génique. Dans le premier
cas, il a été montré que malgré la non-intégration du génome des vecteurs AAVs, le
transgéne était exprimé de fagon stable pendant plus de 8 ans chez le chien et 7 ans chez
I’'hnumain (Niemeyer et al., 2009; Colella et al., 2018). Il a été montré que des stratégies
d’insertions stables et controlées du génome des vecteurs AAVs permettaient
d’augmenter la durée d’expression du transgene et d’améliorer I'effet thérapeutique
(Wang et al., 2012; Barzel et al., 2015). Le développement d’outils permettant de ré-
administrer le vecteur viral représenterait cependant la meilleure solution pour faire face

a la perte d’expression du transgene (Meliani et al., 2018; Leborgne et al., 2020).

Inversement, l'irréversibilité du processus de thérapie génique peut constituer une
limitation en cas d’expression trop importante du transgene et d’apparition d’effets
secondaires. Ainsi, des méthodes sont développées pour contrdler I'expression du
transgéne dans le temps. Parmi ces outils, le systeme Tet-ON/Tet-OFF permet de
conditionner I'expression d’un gene a I'administration d’une tétracycline (Chtarto et al.,

2003).

Un autre défi majeur que nous allons développer plus précisément concerne les
pathologies impliquant le systeme nerveux central (SNC). En effet, le cerveau est protégé
par différentes barrieres physiques telles que le crane ou la BHE, rendant compliqué

I’accés aux vecteurs viraux.



|l. La barriere hémato-encéphalique et son impact
sur la thérapie génique

[I.1. Structure et fonctions de la BHE et impact sur
la thérapie génique

La BHE est une barriere semi-perméable constituée par les vaisseaux sanguins qui régule
I’'homéostasie dans tout le SNC. Elle est présente chez tous les mammiféres et constitue

la plus large interface d’échange entre le sang et le SNC.

Structurellement, la BHE est constituée de cellules endothéliales caractérisées par leur
absence de fenestrations. Ces cellules sont polarisées, la face apicale est située dans la
lumiére du vaisseau et la face basale est fixée sur une lame basale. Des jonctions serrées
(occludines, claudines) et des jonctions adhérentes (cadhérines, nectines) situées entre
les cellules endothéliales assurent I'imperméabilité de la BHE en bloquant le passage
paracellulaire (figure 8). Des péricytes entourent les cellules endothéliales et régulent (1)
I’'angiogenese en modifiant I'architecture des vaisseaux, (2) la phagocytose en éliminant
des métabolites toxiques du SCN, (3) le flux sanguin par régulation de la taille des

capillaires et (4) la neuroinflammation en controlant I’'entrée des globules blancs dans le
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Figure 8 : Schéma de la BHE.

Ce schéma regroupe les cellules et les molécules constituant la BHE. (Généré avec Biorender)



parenchyme cérébral. Des pieds astrocytaires forment un réseau péri-vasculaire continue
pour assurer un niveau d’imperméabilité supérieur. lls contribuent au maintien de la
structure en resserrant les jonctions serrées. Enfin, des cellules microgliales et des
neurones peuvent également participer a la mise en place et a la maintenance de la BHE.
Cette structure n'est pas figée et elle peut étre modulée selon la taille et la localisation
des vaisseaux. Dans les vaisseaux les plus larges, les péricytes peuvent par exemple étre
remplacés par une couche de cellules musculaire lisse (Abbott et al., 2006). Le niveau
d’expression des jonctions serrées et adhérentes peut également varier d’une région a
I'autre. Il a par exemple été montré que I'occludine et la cadhérine sont moins exprimée
dans les cellules endothéliales de la moelle épiniere que dans celles du cerveau (Bartanusz

et al.,, 2011).

Contrairement a ce qui pourrait étre suggéré par le terme de barriere, cette structure
n’est pas totalement imperméable aux échanges entre la circulation sanguine et le SNC.
Les molécules gazeuses (02, CO;) ou les molécules de petites tailles a tendance lipophile
(moins de 500 Dalton) peuvent traverser les cellules endothéliales par diffusion (S. Hersh
et al., 2016). Les molécules hydrophiles ou de plus hauts poids moléculaires peuvent étre
échangées de deux maniéres. La premiere implique I'expression de canaux ou de
transporteurs spécifiques sur les cellules endothéliales. Ces protéines peuvent étre
présentes sur un seul pole ou étre exprimées des deux cotés des cellules. L'orientation
de ces transporteurs conditionne la destination et le sens de déplacement des molécules.
La deuxieme voie d’échange a travers la BHE est la transcytose. Ce mécanisme nécessite
I'interaction entre une molécule et un récepteur du co6té apical des cellules endothéliales
puis leur internalisation par endocytose. Les vésicules contenant le récepteur et son ligand
sont ensuite transportées dans le cytoplasme et exocytées du coté basal. Les molécules
peuvent également étre transportées dans le sens inverse grace aux transporteurs ABC
(pour « ATP-binding cassette »). Ces protéines membranaires sont exprimées sur la
membrane apicale des cellules endothéliales et peuvent intercepter et expulser les
molécules dans la circulation sanguine par un mécanisme ATP-dépendant (Abbott et al.,

2006).

Sur la base de cette structure unique, la BHE contribue a I’homéostasie et a la protection

du SNC vis-a-vis du milieu sanguin par 5 fonctions principales.



Tout d’abord, elle fournit un environnement stable et propice a la communication
neuronale en régulant la concentration ionique et l'apport en nutriments et en
métabolites. Des canaux et transporteurs ioniques spécifiques assurent le maintien de
concentrations optimales pour I'activité synaptique. La pompe sodium/potassium permet
par exemple de conserver des concentrations élevées en sodium et des concentrations
basses en potassium dans le cerveau par rapport a la circulation sanguine. Les taux de
calcium et d’ion bicarbonate (HCOs3") sont également régulés par des canaux spécifiques
afin de controler respectivement I'excitabilité neuronale et le pH (Hladky et al., 2016).
L’apport des nutriments et des métabolites est lui aussi conditionné par |'expression de
récepteurs ou de canaux a la surface des cellules endothéliales. Le glucose, principale
source d’énergie du SNC, est par exemple importé par les canaux GLUT1 et les acides
aminés par les canaux LAT1. D’autres molécules comme l'insuline peuvent étre importées

par transcytose (Abbott et al., 2006).

La deuxieme fonction de la BHE est la régulation de la concentration en
neurotransmetteurs. Ces derniers étant utilisés a la fois par le SNC et le systéme nerveux
périphérique, la BHE assure le maintien de deux fractions distinctes afin qu’ils soient
utilisés en méme temps par les deux systemes (Bernacki et al., 2008). La BHE protege
également le SNC des fluctuations de concentrations en neurotransmetteur. Le sang
contient par exemple une quantité de glutamate qui varie significativement selon la prise
alimentaire et un transfert incontrolé de ce neurotransmetteur excitateur dans le cerveau

pourrait induire des effets neurotoxiques (Kadry et al., 2020).

La troisieme fonction de la BHE est de limiter I’entrée dans le cerveau de macromolécules
et de cellules présentes dans la circulation sanguine. En ce qui concerne les protéines
plasmatiques circulantes telles que I'albumine, la prothrombine ou le plasminogene, leur
entrée dans le cerveau peut initier des cascades de régulation cellulaires conduisant a des
réactions gliales et a la mort cellulaire (Abbott et al., 2010). Il a récemment été montré
qgue le vieillissement induisait une augmentation de leur transport dans le cerveau par
transcytose (Senatorov et al., 2019; Yang et al., 2020 a). Ces résultats suggerent que
I'augmentation progressive de perméabilité de la BHE pourrait participer au
développement de pathologies neurodégénératives. Dans le cas des cellules sanguines, la

restriction de leur passage a travers la BHE a pour principale conséquence I'existence d’un



systeme immunitaire propre au SNC. En conditions physiologiques, les cellules
immunitaires sont transférées dans le cerveau durant le développement embryonnaire et
deviennent des cellules microgliales, spécialisées dans la réponse immunitaire du SNC. La
migration controlée de cellules sanguines vers le SNC tout au long de la vie est un élément
clé de la régulation immunitaire. Cependant lors des processus pathologiques a I'origine
d’inflammation, les jonctions serrées entre les cellules endothéliales peuvent étre
dégradées. Cela induit I'entrée incontrolée de cellules immunitaires circulantes vers le
parenchyme cérébral qui peut étre a |'origine de pathologies chroniques telles que la

sclérose en plaques (Kadry et al., 2020).

La quatrieme fonction de la BHE est la protection du SNC vis-a-vis des substances
neurotoxiques endogeénes ou exogenes circulant dans le sang. Cette fonction est assurée
par les transporteurs ABC qui relarguent dans la circulation les molécules potentiellement
toxiques qui entrent dans le cytoplasme des cellules endothéliales. Les péricytes et les
pieds astrocytaires peuvent également contribuer a cette fonction lorsque la protection
assurée par les cellules endothéliales est défectueuse (Kadry et al.,, 2020).
Paradoxalement, ce mécanisme efficace pour éviter I'entrée de substances neurotoxiques
constitue une limitation dans le développement d’agents thérapeutiques pour les
pathologies impliquant le SNC. Une analyse de la base de données « Comprehensive
Medicinal Chemistry Database » a montré que seulement 5% des molécules
pharmaceutiques présentes sur le marché étaient capables de traverser la BHE. Cette
limitation peut également étre illustrée par le pourcentage de succes des essais cliniques
pour les molécules thérapeutiques a destination du SNC qui est 12 fois inférieur aux autres

molécules (Whelan et al., 2021).

Enfin, la BHE empéche I'entrée des virus dans le SNC afin de maintenir ’'homéostasie et
de prévenir l'entrée de molécules et cellules pro-inflammatoires. Les cellules
endothéliales jouent un réle essentiel dans cette fonction. En plus de former une structure
étanche grdce aux jonctions serrées, elles expriment des protéines membranaires
capables de reconnaitre des motifs moléculaires exprimés par les virus. Cette interaction

induit des cascades de signalisation activant des genes antiviraux (Chen et al., 2021).

Dans le cadre de la thérapie génique, la BHE représente donc une contrainte majeure pour

I'acheminement des vecteurs AAVs de la circulation vers le SNC. Comme pour les virus, le



transport paracellulaire est limité par les jonctions serrées et adhérentes. Ensuite, la
diffusion a travers les membranes n’est pas possible a cause de leur taille trop importante
(environ 25nm). Enfin, le transfert des vecteurs AAVs par transcytose est un mécanisme
envisagé pour certains sérotypes naturels qui seront décrits par la suite mais leur
efficacité de transduction reste tres limitée (Liu et al., 2021 a). Cette imperméabilité de la
BHE aux vecteurs viraux a des conséquences sur l'efficacité de la délivrance des genes
dans le SNC. Ceci représente un challenge qui reste d’actualité et qui a vu le
développement de diverses approches expérimentales pour pallier a cette
problématique. On peut les séparer en cing catégories, chacune présentant des avantages

et inconvénients qui sont détaillés dans les paragraphes suivants.

1I.2. Les stratégies permettant de pallier a
I'imperméabilité de la BHE

[1.2.a. Les approches chirurgicales pour franchir
meécaniquement la BHE

L'un des moyens permettant de délivrer un vecteur AAV dans le SNC est I'utilisation de

voies d’injections différentes de la circulation sanguine.

L'injection stéréotaxique est la méthode le plus utilisée dans les études pré-cliniques et
cliniques pour délivrer les vecteurs AAVs dans le parenchyme cérébral (figure 9) (Hudry &
Vandenberghe, 2019). Cette méthode permet de concentrer le vecteur viral dans la zone
ciblée afin de limiter sa dispersion et son éventuelle immunogénicité dans des régions qui
ne nécessitent pas I'apport du transgene. Cet aspect pouvant étre décrit comme un atout
représente aussi la principale limitation de cette méthode d’injection. Il a en effet été
estimé que les vecteurs AAVs peuvent diffuser dans le parenchyme cérébral a une
distance d’environ 1 a 3mm du site d’injection (Saraiva et al., 2016). Cette distance peut
ainsi convenir lorsque les défauts sont limités a une structure cérébrale de cette taille
mais elle est insuffisante dans le cas ou des régions plus grandes sont atteintes par la
pathologie. A titre d’exemple, il faudrait une centaine de sites d’injection pour couvrir
toute la surface du cerveau humain (Hinderer, Bell, et al., 2018). A cela viennent s’ajouter

les risques engendrés par la procédure chirurgicale trés invasive. L’accés au cerveau étant



limité par la boite cranienne, cette méthode d’injection nécessite de perforer le crane. En
plus des potentielles infections virales ou bactériennes, cette procédure peut étre a

I'origine d’hémorragies ou d’cedeme (Hudry et al., 2019).
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Figure 9 : Synthese des principales voies d’injections des vecteurs AAVs.

Ce schéma regroupe les différentes voies d’injections des vecteurs AAVs permettant de pallier a
I'imperméabilité de la BHE. La voie intraveineuse est quant a elle limitée par la capacité des
vecteurs viraux a traverser la BHE (adapté de Hudry & Vandenberghe, 2019).

Une deuxiéme méthode consiste a injecter les vecteurs viraux dans le LCR. Ce liquide
biologique dans lequel baigne tout le SNC circule dans I'espace sous arachnoidien et dans
les cavités et ventricules du cerveau. Le LCR est séparé du tissu nerveux par une seule
couche de cellules épendymaires qui est moins sélective que la BHE et n’empéche pas
I’acces a de nombreux sérotypes (AAV1, 2, 4,5, 8,9, rh10) (Hudry & Vandenberghe, 2019).

Les voies d’injections intracérébroventriculaire (dans le ventricule cérébral), intrathécale



(sous I'arachnoide) et intracisternale (dans la cisterna magna) sont les trois méthodes qui
permettent d’atteindre le LCR (figure 9). Une étude menée chez le macaque montre que
I'injection intracisternale permet une meilleure transduction du SNC que l'injection
intrathécale (Hinderer et al., 2014). Cela peut représenter un challenge technique car les
injections dans la cisterna magna sont trés peu pratiquées en clinique contrairement a
I’espace intrathécales qui est déja ciblé en routine lors des ponctions lombaires (Hudry et
al., 2019). Globalement, cette méthode d’injection permet aux vecteurs viraux de
transduire le SNC sur de larges régions mais le pourcentage de cellules exprimant le
transgéne reste limité. Il a par exemple été estimé que l'injection intrathécale d’un
vecteur AAV chez le primate transduisait seulement 2% des cellules SNC (Gray et al.,
2013). Ce résultat peut étre expliqué par le fait que les molécules injectées dans le LCR
sont rapidement transférées dans la circulation sanguine (Pardridge, 2020). Des résultats
thérapeutiques ont cependant été observés sur plusieurs modéles murins de
mucopolysaccharidose apres injection du vecteur viral dans le LCR (Wolf et al., 2011;
Hinderer et al., 2016). Dans ces cas, il est suggéré que les vecteurs AAVs transduisent
principalement les cellules épendymaires et que ces derniéres agissent comme des
machineries de production et de sécrétion des enzymes dans le tissu cérébral (Hudry et
al., 2019). Il a été cependant été démontré que I'expression du transgéne diminue avec
I’age, probablement a cause du renouvellement des cellules épendymaires (Hocquemiller,

Giersch, Audrain, Parker, & Cartier, 2016).

D’autres méthodes d’injections peuvent étre envisagées dans le cas ou le vecteur viral ou
la protéine codée par ce vecteur peuvent étre rétro-transportées a travers les circuits
nerveux innervant la cible d’injection (figure 9). Sur ce principe, I'injection intranasale
peut étre envisagée pour cibler le cerveau dans le cas des maladies lysosomales, ou
I'enzyme thérapeutique peut étre transportée par les nerfs trijumeaux et olfactifs
innervant la cavité nasale (Wolf et al., 2012). L’injection intramusculaire peut également
étre un moyen d’atteindre a distance le SNC. Il a par exemple été montré que les vecteurs
AAV de sérotypes 6 et 9 sont capables de transduire des motoneurones de la moelle
épiniére aprés une injection intramusculaire chez des rongeurs (Towne et al.,, 2010;

Benkhelifa-Ziyyat et al., 2013).

La voie d’administration est donc un facteur critique dont le choix est conditionné par le



type de pathologie. Pour les maladies impliquant une grande partie du SNC ou les
pathologies affectant le SNC ainsi que d’autres organes, les approches chirurgicales sont
limitées par la faible diffusion du vecteur viral. Pour ce type de pathologies, I'injection
intraveineuse est la méthode la moins invasive et celle permettant la diffusion du vecteur
viral la plus large étant donné la large distribution du réseau vasculaire dans I'organisme.
Cependant, pour cibler le SNC, cette voie d’injection est entierement dépendante de la
capacité des vecteurs viraux a traverser la BHE. Cette approche nécessite donc d’utiliser
des moyens chimiques ou physiques pour perméabiliser transitoirement la BHE ou
requiére une modification de la capside des vecteurs viraux afin qu’ils soient transportés

a travers les cellules endothéliales.

I1.2.b. Les stratégies pharmacologiques pour
augmenter la perméabilité de |la BHE

L'utilisation de molécules pharmacologiques permettant de perméabiliser
transitoirement la BHE a été la premiere stratégie mise en place pour faire entrer des
agents thérapeutiques dans le SNC. C'est au début des années 70 qu’il a été montré pour
la premiere fois que I'injection d’une solution hyperosmotique permet le passage dans le
cerveau de bleu Evans, un colorant qui en condition physiologique ne peut pas traverser
la BHE (Rapoport et al., 1972). L’hyperosmolarité de la solution induit des échanges d’eau
entre le parenchyme cérébral et la circulation sanguine ce qui conduit a une vasodilatation
des vaisseaux. Ce phénoméne induit un stress mécanique sur les jonctions serrées,
facilitant le passage paracellulaire de molécules (Rapoport, 2000). Des solutions
hyperosmotiques contenant de I'arabinose, de 'urée et plus largement du mannitol ont
été utilisées pour perméabiliser la BHE et faire passer des agents thérapeutiques tels que
des agents anticancéreux, des anticorps ou des vecteurs viraux (S. Hersh et al., 2016). Il a
par exemple été montré que l'injection d’une solution de mannitol suivi de I'injection
intraveineuse d’un vecteur AAV2 conduisait I’expression du transgéne dans des neurones
et des cellules gliales chez la souris (Fu et al., 2003). Plus tard, une étude a montré que
cette approche pouvait ralentir la progression de la maladie dans un modéle murin de

maladie lysosomale (McCarty et al., 2009).

Malgré ces résultats positifs, le pourcentage de tissu transduit par le vecteur viral est



faible et aléatoirement réparti dans le cerveau. Dans I'étude de Fu et ses collaborateurs,
le tronc cérébral et le cervelet concentrent 50% des cellules transduites alors que d’autres
régions ne présentent aucune expression du transgene (Fu et al., 2003). En plus des
limitations dans I'efficacité de cette méthode, sa sécurité est également discutée. Il a été
montré que la perturbation de I'homéostasie dans le cerveau pouvait provoquer des
cedémes potentiellement fatals (Rapoport, 2000). De plus, 'augmentation non sélective
de la perméabilité de la BHE provoque I’entrée de molécules circulatoires potentiellement

neurotoxiques telle que I'albumine (S. Hersh et al., 2016).

La translation en clinique de cette méthode est donc limitée par le manque de sécurité et
de reproductibilité. Une stratégie alternative consiste a augmenter le passage

transcellulaire des vecteurs AAVs afin qu’ils traversent la BHE sans agir sur son intégrité.

[1.2.c. L'utilisation de I’AAV9 capable de traverser la
BHE

La découverte de I’AAV9 a permis de démontrer pour la premiere fois qu’un sérotype
naturel d’AAVs a la capacité de traverser la BHE (Foust et al., 2009; Yang et al., 2014). Le
processus exact de transport a travers la BHE n’est pas encore connu mais I’hypothése
principale repose sur un passage par transcytose ne nécessitant pas une modification de

la perméabilité de la BHE (Merkel et al., 2017).

Bien que de nombreuses études mettent en avant la capacité de ce vecteur viral a
traverser la BHE, il n’existe pas de consensus clair sur son efficacité de transduction
(Duque et al., 2009; Foust et al., 2009; Gray et al.,, 2011). L'étude de Foust et ses
collaborateurs a comparé |'efficacité de transduction d’un vecteur scAAV9 codant pour la
GFP (pour « green fluorescent protein ») aprés une injection intraveineuse chez des souris
en néonatal ou a I’dge adulte. Cette étude montre que l'injection en néonatale conduit a
I’expression de la GFP en majorité dans les motoneurones de la moelle épiniéere et dans
une moindre mesure dans les neurones (11 a 18% selon les régions) et les astrocytes du
cerveau. L’injection du vecteur AAV9 chez l'adulte conduit a un profil d’expression
différent car la GFP est exprimée presque uniquement dans les astrocytes du cerveau et
de la moelle (Foust et al., 2009). Par la suite, une étude réalisée par Duque et ses

collaborateurs a mis en évidence des résultats contradictoires car I'injection du vecteur



viral chez des souris a I’age adulte a permis la transduction des motoneurones (entre 2%
et 28% selon les animaux) (Duque et al., 2009). Les résultats obtenus lors de cette étude
ont été confirmés par Gray et ses collaborateurs apres I'injection du vecteur viral chez des
souris adultes. En plus des motoneurones, cette étude montre que le transgéne est
détecté dans des neurones et dans des astrocytes du cerveau. Le pourcentage de cellules
transduites n’a pas été évalué mais les coupes histologiques montrent que celui-ci est
toutefois relativement faible (Gray et al.,, 2011). En conclusion, bien que les études
publiées dans la littérature n’exposent pas un consensus strict, toutes s’accordent sur
deux points, les vecteurs AAV9 ciblent principalement les cellules de la moelle épiniére et
I'efficacité de transduction diminue avec I'dge. Ce phénoméne n’est pas encore
totalement expliqué mais I’hypotheése principale implique le degré de maturité de la BHE.
En effet, bien que la BHE soit déja fonctionnelle chez les nouveaux nés, la quantité de
neurones entourant les cellules endothéliales est supérieure a celle des cellules gliales.
Ainsi, c’est au cours de la maturation de la BHE que I'augmentation du nombre de pieds
astrocytaires ajoute un niveau d’impermeéabilité pour les vecteurs viraux (Saraiva et al.,
2016; Saunders et al., 2016). Cela pourrait également expliquer le changement de
tropisme cellulaire avec I'age décrit dans I’étude de Foust et ses collaborateurs. En effet,
un passage des vecteurs viraux par transcytose a travers les cellules endothéliales
favoriserait la transduction des cellules les plus proches. L'utilisation de ces vecteurs
viraux dans des études pré-cliniques et cliniques est donc orientée vers les pathologies de
la moelle épiniere pour lesquelles un diagnostic précoce est possible comme par exemple

I'amyotrophie spinale (Foust et al., 2010; Valori et al., 2010; Mendell et al., 2017).

Dans ce contexte, la fenétre thérapeutique durant laquelle I'injection du vecteur virale
permet la meilleure transduction du SNC est limitée aux premiers jours de vie (PO, P1)
(Saraiva et al., 2016). Les études pré-cliniques ne sont pas limitées par ce facteur car les
modeéles animaux peuvent étre traités des la naissance. Par contre, cela n’est pas
systématiquement possible chez I’"humain dans les cas ol la pathologie ne se manifeste
pas a la naissance. De plus, le génome de I’AAV reste sous forme épisomale et les divisions
cellulaires durant le développement induisent une perte d’expression du transgéne. Cette
limitation est secondaire pour les pathologies impliquant uniquement le SNC car la grande

majorité des cellules sont post-mitotiques, mais elle doit étre considérée pour les



pathologies qui affectent d’autres organes présentant une forte capacité de prolifération

tels que le I'intestin ou le foie.

Une seconde limitation concerne le type de vecteur AAV utilisé. Une étude montre que
les vecteurs ssAAV transduisent seulement 2% des cellules aprés une injection
intraveineuse chez des souris en néonatale (Miyake et al., 2011). Les vecteurs scAAV
utilisés dans les études décrites précédemment sont donc plus efficaces mais leur capacité
d’empaquetage est réduite de moitié (2,2kb) par rapport a un vecteur AAV simple brin.

Cette taille peut étre insuffisante pour certains transgenes.

Enfin, il existe une corrélation positive entre la dose de vecteur viral injectée et le
pourcentage du tissu transduit (Samaranch et al., 2011). Or, les doses permettant
d’obtenir les meilleurs pourcentages de transduction sont proches de celles pour
lesquelles il a été mis en évidence des effets hépatotoxiques et la dégénérescence de

neurones sensoriels (Hinderer et al., 2018).

La découverte de ce sérotype a permis de mettre en évidence que linjection
intraveineuse d’un vecteur AAV pouvait participer au développement de thérapies
géniques pour les pathologies impliquant le SNC. Il est cependant nécessaire de trouver
des méthodes permettant d’améliorer le passage des vecteurs viraux a travers la BHE a
des doses plus faibles et quel que soit I’age du sujet. Pour cela, des modifications de la
capside des vecteurs AAVs permettent d’induire une interaction avec un récepteur
exprimé par les cellules endothéliales afin d’augmenter leur transfert de la circulation

sanguine vers le SNC.

[1.2.d. Les modifications de la capside des vecteurs
AAV

La nécessité d’améliorer I'efficacité de transduction dans le SNC a introduit un nouvel axe
de recherche dans le domaine des vecteurs AAVs, I'ingénierie de la capside (Lee et al.,
2018 b). Les deux principales approches utilisées sont le design rationnel et I'évolution
dirigée.

Le design rationnel consiste a augmenter le controle et la prédictibilité du comportement

des vecteurs AAVs dans l'organisme. Cette approche utilise les connaissances déja



acquises sur la biologie des vecteurs viraux afin d’optimiser leur capside dans un but
déterminé. Le passage de la BHE est donc une des fonctions qui cherchent a étre
optimisées par le design rationnel. Pour cela, deux stratégies sont utilisées, appliquer une
ou plusieurs mutations ponctuelles sur la séquence du géne cap ou ajouter une séquence
plasmidique non virale d’intérét (Lee et al., 2018 b). Le but de cette approche est
d’améliorer les interactions connues avec des récepteurs présents sur les cellules cibles
afin d’augmenter l'internalisation et le transfert des vecteurs viraux par transcytose. Une
étude a par exemple utilisé cette approche en modifiant un vecteur AAV2 par ajout d’une
séquence codant pour une protéine capable de se lier aux cellules endothéliales du
cerveau. Apres injection intraveineuse chez des souris adultes, le tropisme du vecteur
AAV2 était redirigé vers les cellules endothéliales au détriment des cellules hépatiques
(Chen et al., 2009). Le design rationnel est une méthode fiable mais elle est limitée par les
connaissances encore insuffisantes sur les mécanismes d’interactions et de transport des

vecteurs AAVs a travers la BHE (Wang et al., 2019 b).

La deuxieme approche utilisée pour modifier les capsides des vecteurs AAVs est
I’évolution dirigée. Contrairement au design rationnel, elle ne nécessite pas de
connaissances préalables sur les mécanismes moléculaires impliqués dans le
fonctionnement des vecteurs viraux. Elle consiste a simuler de fagon accélérée I'évolution
naturelle des capsides. Deux approches sont utilisées, effectuer une multitude de
mutations ponctuelles sur la capside ou croiser de facon aléatoire les séquences des
capsides des différents sérotypes. Cette méthode est aussi utilisée pour insérer des
séquences peptidiques aléatoires trés courtes dans la séquence de la capside des AAVs
(Muller et al., 2003). Les variants peuvent étre ensuite criblés in vivo afin d’évaluer leur
capacité de transduction du SNC. Sur la base de cette stratégie, des variants capables de
traverser la BHE avec une meilleure efficacité que les vecteurs AAV9 ont été développés.
Parmi ces variants, le vecteur AAV2-BR1 présente un trés haut degré de spécificité pour
le SNC avec une transduction efficace de I’endothélium vasculaire du cerveau, de la moelle
épiniere et de la rétine apres injection intraveineuse chez la souris adulte. Cependant le
niveau de transduction des neurones reste tres faible (Korbelin et al.,, 2016).
Contrairement a ce dernier, le vecteur AAV-AS dérivé du vecteur AAV9 présente un

meilleur niveau de transduction neuronal mais I'expression du transgéne est limitée au



striatum et au cortex (Choudhury et al., 2016). Peu d’applications ont découlé de ces deux
vecteurs viraux car le vecteur AAV-PHP.B, développé la méme année, a permis une
meilleure efficacité de transduction dans tout le SNC (Deverman et al., 2016) (Figure 10).
Le développement de ce vecteur viral a été réalisé par évolution dirigée de la capside du
vecteur AAV9. Une librairie de fragments de 7 acides aminés de séquence aléatoire a été
générée puis insérée dans la séquence cap de I'AAV9. Une séquence polyadénylée,
flanquée par deux sites lox a également été ajoutée a la séquence cap. Pour sélectionner
les vecteurs AAV capables de traverser la BHE, les différents variants générés ont été
injectés par voie intraveineuse chez des souris exprimant I’'enzyme Cre Recombinase sous
le contréle d’'un promoteur astrocytaire (GFAP). Une semaine aprés l'injection, I’ADN a
été isolé a partir du cerveau et de la moelle épiniére. Les séquences ayant été
recombinées par la Cre Recombinase ont été identifiées par PCR et 13 variants ont été
conservés. Un second cycle de sélection a été effectué et a permis d’identifier le vecteur
AAV.PHP.B qui possédait la meilleure efficacité de transduction du SNC. Pour évaluer plus
précisément son tropisme dans le SNC, un vecteur AAV-PHP.B exprimant la GFP sous le
controle du promoteur ubiquitaire CAG (pour « CMV-B-Actin-intron-B-Globin ») a été
injecté par voie intraveineuse chez des souris adultes. Les animaux ont été sacrifiés trois
semaines apres l'injection afin d’évaluer le niveau d’expression de la GFP. Les résultats
ont montré que le transgene était exprimé de facon homogéne dans tous le SNC avec une
efficacité entre 40 et 60 fois supérieure a ’AAV9 selon les régions (Figure 10A). L’étude
du phénotype des cellules du SNC transduites par le vecteur viral a démontré que le
transgene est exprimé a la fois dans les neurones et les astrocytes. Enfin, le niveau de
transduction des organes périphériques est comparable a celui du vecteur AAV9 pour le
foie, le coeur, les muscles et les reins (Figure 10B).

Dans le but d’optimiser la transduction cérébrale, le vecteur AAV-PHP.B a été modifié par
la méme approche en échangeant aléatoirement des acides aminés de I'heptamere inséré
dans sa capside (Chan et al., 2017). Cette stratégie a permis de générer le variant AAV-
PHP.eB possédant une meilleure efficacité de transduction neuronale. L’'injection
intraveineuse chez la souris adulte d’un vecteur AAV-PHP.eB codant pour la GFP sous le
controle du promoteur CAG induit une expression du transgene dans 70% a 80% des
neurones dans le cortex le striatum et le cervelet. Le taux de transduction des astrocytes

est comparable avec le vecteur AAV-PHP.B (i.e. 40% a 70% selon les régions).
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Figure 10 : Comparaison des vecteurs AAV9 et AAV-PHP.B.

A : Comparaison du niveau d’expression de la GFP dans le cerveau, 3 semaines aprés injection
intraveineuse de la méme dose de vecteur AAV9 ou AAV-PHP.B chez des souris adultes. B :
Biodistribution des vecteurs AAV (sérotype 9 en blanc ou variant PHP.B en rose) dans les zones du
CNS sélectionnées (a gauche) et dans les autres organes (a droite) 25 jours aprés injection
intraveineuse chez des souris adultes (Deverman et al., 2016).

L'analyse de I'expression du transgene dans le foie et du coeur montre que le vecteur AAV-
PHP.eB est toutefois moins efficace que le vecteur AAV9 pour transduire ces deux organes
(Mathiesen et al., 2020). Ces deux vecteurs AAV ont été les premiers a atteindre un tel
niveau de transduction du SNC. Etant donné leur tropisme respectif, I'étendue de la
maladie conditionne le choix du vecteur viral. Dans les cas ou I'expression du gene doit
étre restaurée dans tout I'organisme, le vecteur AAV-PHP.B serait a privilégier. Si la
pathologie affecte uniqguement le SNC, l'utilisation du vecteur AAV-PHP.eB serait plus

pertinente.

Une contrainte du développement de nouvelles capsides par évolution dirigée est que les



propriétés du vecteur viral peuvent étre limitées a certaines especes, voire méme
présenter des différences au sein d’'une méme espéce. Suite a la découverte des vecteurs
AAV-PHP.B et AAV-PHP.eB, des études ont montré que l'efficacité d’expression du
transgéne dans le SNC était différente selon le fond génétique des souris étudiées
(Hordeaux et al., 2018; Challis et al., 2019; Matsuzaki et al., 2019). Ainsi, plusieurs études
ont identifié la glycoprotéine LY6A, présente a la surface des cellules endothéliales,
comme le récepteur nécessaire a I’entrée des vecteurs AAV-PHP.B et AAV-PHP.eB (Batista
et al., 2019; Hordeaux et al., 2019; Huang et al., 2019). Cette protéine est exprimée par
seulement la moitié des souches de souris utilisées en laboratoire dont les souris C57BL/6
sur lesquelles ont été développés ces deux vecteurs viraux (Mathiesen et al., 2020). De
plus, il n’existe pas d’homologue de la protéine LYBA chez les primates. Cela explique la
transduction limitée de ces vecteurs viraux dans le SNC chez ces animaux et suggere qu’il
n’est donc pas possible de les utiliser en clinique (Hordeaux et al., 2018; Matsuzaki et al.,

2018).

Grace a l'ingénierie de la capside, des vecteurs viraux permettant de transduire le SNC
apres une injection intraveineuse sans perturber ’lhoméostasie de la BHE ont donc été
développés. Les vecteurs AAV-PHP.B et AAV-PHP.eB sont des outils intéressants pour des
applications pré-cliniques dans le but d’apporter des preuves de concept de I'efficacité
d’une thérapie génique. Pour l'instant, les stratégies d’évolution dirigée n’ont pas encore
permis d’identifier de vecteurs viraux capables de transduire le SNC avec la méme
efficacité que les vecteurs AAV-PHP.B et AAV-PHP.eB et dont I'utilisation serait possible
en clinique. Ainsi, il est nécessaire de trouver d’autres moyens pour délivrer les vecteurs

viraux dans le cerveau avec les outils disponibles actuellement.

[1.2.e. Les ultrasons focalisés: principe et applications

En pratique, les ultrasons sont des ondes qui une fois en contact avec le tissu vont alterner
entre des phases de haute pression (compression) ou de basse pression (raréfaction).
L'application d’ultrasons focalisés (USF) sur la boite cranienne est une méthode utilisée
pour sa capacité de lésion des tissus cérébraux depuis les années 1950 (Bakay et al., 1956).
Cependant, c’est dans les années 1990 que les tirs ultrasonores ont été plus largement

développés. L'application des USF a été mieux maitrisée grace au suivi en IRM puis rendu



non invasive par un dispositif expérimental ne nécessitant pas la trépanation du crane
comme c’était le cas auparavant (Hynynen et al., 1996, 1998). Cette méthode consiste a
focaliser un faisceau d’ultrasons sur une zone précise de quelques millimetres afin de
concentrer leur effet. Leurs parametres d’applications déterminent le type d’utilisation.
lIs sont délivrés en continu, a haute fréquence et haute intensité pour les procédures qui
visent a induire une lésion par élévation de la température tissulaire (Elias et al., 2016).
Lorsque I'objectif est de perméabiliser la BHE, les ultrasons sont pulsés et délivrés avec
une fréquence et une amplitude faible. De plus I'application des ultrasons est réalisée en
combinaison avec l'injection de microbulles dans la circulation sanguine (Huang et al.,
2012). Ces parametres induisent une augmentation des effets mécaniques sur le tissu tout

en limitant I’élévation de la température (Ahmed et al., 2021).

Lors des premiéres études pré-cliniques de perméabilisation de la BHE par les USF, ceux-
ci étaient appliqués seuls, a une amplitude et une fréquence élevée mais nécessaire pour
produire un effet significatif. Cela conduisait a des effets secondaires importants tels que
des lésions tissulaires et des hémorragies, pouvant induire la mort des animaux
(Vykhodtseva et al., 1995). Une perméabilisation plus controlée et n’induisant pas de
dommages tissulaires a ensuite été obtenue grace a la combinaison de I'application des
USF avec l'injection intraveineuse de microbulles de quelques micrométres de diameétre
(Hynynen et al., 2001). Ces spheres lipidiques ou protéiques contenant un gaz inerte, le
plus souvent du perfluorocarbone, permettent de diminuer I'amplitude et la fréquence
des USF, limitant ainsi 'augmentation de la température du crane et des tissus (Timbie et
al., 2015). Les microbulles sont injectées dans la circulation sanguine puis elles atteignent
les vaisseaux sanguins situés sous le transducteur qui délivre les ultrasons. Les microbulles
vont ainsi osciller sous |'effet de I'alternance des phénomeénes de contraction et de
raréfaction (Figure 11). La faible amplitude des ultrasons permet d’éviter la dégradation
des bulles en les maintenant dans un état appelé cavitation stable. Les oscillations des
bulles sont transmises aux cellules endothéliales environnantes provoquant un stress
mécanique, des modifications du cytosquelette et des interactions intercellulaires. Ces
phénoménes vont augmenter la perméabilité de la BHE par trois mécanismes. Le premier
est la rupture transitoire des jonctions serrées, favorisant le transport paracellulaire. Une

étude par microscopie électronique a montré que les protéines formant ces jonctions sont



dégradées sous |'effet des USF associés aux microbulles. La restauration de lI'intégrité de
la BHE a lieu en 1 a 2h apreés I'application des USF et aucun passage paracellulaire n’est
détecté apres 4h (Sheikov et al., 2008). Le deuxieme mécanisme est 'augmentation de la
transcytose. Il a été montré que ce processus contribue au moins pour moitié au transport
de molécules a travers la BHE (Meijering et al., 2009). Une étude a ensuite montré que
c’est I'augmentation de la quantité de cavéoline 1 suite a I'application des USF qui était a
I'origine, au moins en partie, de 'augmentation du transport par transcytose (Deng et al.,
2012). Enfin, une autre forme de transcytose appelée sonoporation a également été mise
en évidence. Des pores et des fenestrations transitoires sont formés dans la membrane
des cellules endothéliales facilitant le passage de la lumiére des vaisseaux vers le tissu

(Sheikov et al., 2004).

Les paramétres biophysiques d’USF permettant d’augmenter la perméabilité de la BHE
sans induire de dommages tissulaires ont été établis, chez les rongeurs, les primates et
I’'homme (McDannold et al.,, 2012; Lipsman et al., 2018; Noroozian et al., 2019). lls
constituent donc un outil unique pour faire passer des agents thérapeutiques de la

circulation sanguine vers le cerveau.

L'augmentation de perméabilité de la BHE par combinaison des USF et des microbulles
pour faciliter le passage d’ADN dans le cerveau a déja été réalisé dans plusieurs études.
Le matériel génétique peut étre délivré sous différentes formes : des plasmides conjugués
avec les microbulles (Huang et al., 2012; Lin et al., 2015), de I’ADN encapsidé dans des
nanoparticules recouvertes de polyéthyléne glycol (Mead et al., 2016) ou dans des
vecteurs viraux (Thévenot et al., 2012; Stavarache et al., 2019). L'ouverture de la BHE par
les USF permet d’obtenir une transduction efficace du SNC chez la souris adulte avec des
faibles doses de vecteur AAV9 (Noroozian et al., 2019). L'utilisation d’'un promoteur
ubiquitaire permet de transduire avec la méme efficacité les neurones et les astrocytes
(Thévenot et al., 2012). Le pourcentage de neurones transduit est par exemple estimé
entre 50% et 74% selon les régions (Stavarache et al., 2019). En comparaison, |'étude de
Foust et ses collaborateurs évaluait le pourcentage de transduction neuronal a 15% avec
des doses de vecteur viraux 100 fois supérieures et une injection intraveineuse pendant

la période néonatale (Foust et al., 2009). L’aspect focalisé des ultrasons est approprié pour



perméabiliser la BHE de maniere ciblée dans le cas des pathologies qui affectent une

région précise du cerveau.
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Figure 11: Mécanisme d’augmentation de la perméabilité de la BHE par I’application d’ultrasons
focalisés combinée a l'injection de microbulles dans la circulation sanguine.

Aprés une injection intraveineuse, les microbulles se retrouvant dans le champ des ultrasons
oscillent, provoquant un stress mécanique sur les cellules endothéliales des capillaires. Ce
mécanisme augmente transitoirement et de facon réversible la perméabilité de la BHE, permettant
le passage d’agent thérapeutique dans le cerveau (Noroozian et al., 2019).

Dans le but de perméabiliser la BHE sur un volume plus grand, des études ont montré qu’il
est possible d’effectuer plusieurs tirs ultrasonores (McDannold et al., 2012; Thévenot et

al., 2012).

Le principal défi de la thérapie génique pour les pathologies affectant le SNC concerne
I’'acheminement du matériel génétique. Le développement de nouvelles capsides et la
compréhension des mécanismes biologiques a I'origine de leur propriété sont des facteurs
déterminant pour le développement de nouveaux vecteurs AAVs capables de traverser la
BHE. Cependant, I'utilisation des vecteurs viraux développés ces derniéres années est

encore limitée a la démonstration de preuve de concept sur des modeles murins. Ainsi,



I'utilisation des USF pour perméabiliser transitoirement la BHE est une méthode efficace
pour délivrer des vecteurs AAVs dans le SNC sans modifier leur capside. La démonstration
de I'efficacité thérapeutique et de la sécurité de cette approche pourrait permettre une
transposition plus directe en clinique.

La recherche et I'optimisation des stratégies visant a contourner la BHE sont des étapes
indispensables. Elles permettront d’apporter de nouvelles solutions thérapeutiques pour
les pathologies génétiques affectant le SNC comme dans le cas des maladies

mitochondriales.

lll. La mitochondrie et les maladies
mitochondriales

l1I.1. La biologie de la mitochondrie

[1l.1.a. L’origine et la structure des mitochondries

C'est en 1967 que le Dr L. Margulis, met en évidence des similitudes entre certains
procaryotes et les mitochondries (Margulis, 1967). Selon sa théorie, basée sur des
données biochimiques et cytologiques, une cellule procaryote (ou protomitochondrion)
aurait été assimilée par une cellule procaryote de taille supérieure. L'augmentation de
I’oxygéne atmosphérique il y a environ 2 milliards d’années aurait obligé les cellules
procaryotes anaérobies a intégrer dans leur cytoplasme les protomitochondrions
aérobies afin de neutraliser I'oxygene. Le contexte précis et la nature de cette symbiose
sont toujours débattus (Roger et al., 2017). L'endosymbiote a progressivement perdu son
autonomie pour devenir un organite spécialisé dans la production d’ATP par respiration
aérobie et a été impliqué dans plusieurs voies métaboliques. Cette transition a impliqué
plusieurs changements au cours de I'évolution. Tout d’abord, un systéme d’import des
protéines dans la mitochondrie a été mis en place. Deuxiemement, une grande partie de
ces genes ont été transférés vers le noyau de la cellule hote. Ensuite, des voies
biochimiques entre I'hote et le symbiote ont été développées et un systeme de division
de 'organite coordonné avec le cycle cellulaire de I’"h6te a été mis en place. Enfin, la

structure et I'enveloppe du symbiote ont été modifiés afin de développer des contacts



avec le systeme endomembranaire et le cytosquelette de la cellule hote (Roger et al.,
2017). Ces changements ont finalement conduit a 'émergence d’organismes eucaryotes

dont 20% du cytoplasme est occupé par des mitochondries (Alberts et al., 2015).

Les mitochondries sont des organites intracellulaires d’environ 0,5 a 1uM de diamétre.
Cette taille est suffisante pour étre visualisée en microscopie optique ce qui a permis de
les identifier au 19°™¢ siécle. Il aura cependant fallu attendre la microscopie électronique
pour les décrire avec plus de précision. Les mitochondries possédent une membrane
externe et une membrane interne. Ces deux membranes ont des fonctions et structures
différentes (Figure 12). La membrane interne entoure la matrice mitochondriale, partie
dans laquelle on trouve le génome et la majorité des protéines mitochondriales. La
membrane interne forme des invaginations tubulaires dans de la matrice appelées crétes

mitochondriales. C’'est sur ces crétes que I'on trouve les protéines de la chaine respiratoire

mitochondriale.
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Figure 12 : Structure de la mitochondrie

A : Observation cryo-tomographique d’une mitochondrie isolée a partir de Saccharomyces
cerevisiae. B : Morphologie de la mitochondrie reconstruite en 3D. La partie grise correspond a la
membrane externe et la partie bleue a la membrane interne et ses replis qui forment les crétes.
(Adapté de Davis et al., 2014)

La zone située entre la membrane interne et la membrane externe est I'espace
intermembranaire. Il mesure 30 a 40 nm de largeur et apparait plus clair en microscopie

électronique car on y trouve peu de protéines. Enfin, la membrane externe sépare



I’espace intermembranaire du cytoplasme. Cette derniéere est bien plus perméable que la
membrane interne car elle possede un nombre important de porines. Cette classe de
protéines membranaires crée des voies de passage a travers la membrane permettant
I’échange d’ions et de molécules inférieures a 5kDa. L’espace intermembranaire a donc la
méme composition ionique que le cytoplasme et il n’y a pas de gradient électrochimique
de part et d’autre de la membrane externe (Alberts et al., 2015). La mitochondrie est
capable d’interagir avec d’autres compartiments membranaires cellulaires comme le
réticulum endoplasmique afin de faciliter I’échange lipidique, la signalisation calcique ou

le contréle de I'apoptose (Hayashi et al., 2009).

I11.1.b. La génétique mitochondriale

Les mitochondries possedent un double contréle génétique. Une partie des protéines sont
encodées par des génes présents sur I’ADN mitochondrial et I'autre partie par des genes

contenus dans I’ADN nucléaire.

L’ADN mitochondrial est transmis maternellement, sauf dans de trés rares cas ou la
transmission peut étre biparentale (Luo et al., 2018). C’est un ADN double brin, circulaire
et composé chez ’lhumain de 16 569 paires de base. Un brin lourd et un brin léger sont
différenciés par leur composition en base G et C. Le brin lourd (brin extérieur sur la figure
13) contient les génes codant pour 2 ARNr, 14 ARNt et 12 protéines constituant des sous
unités des complexes de la chaine respiratoire. La chaine légere contient les génes de 8
ARNt et d’une protéine de la chaine respiratoire (brin intérieur sur la figure 13). L’ADN
mitochondrial est répliqué en continu par le complexe de la polymérase y dont toutes les

sous-unités sont codées par I’ADN nucléaire.

La transcription des 2 brins est indépendante. La partie non codante du génome
mitochondrial contient une D-loop (boucle de déplacement) dans laquelle on trouve trois
promoteurs. Deux promoteurs sont impliqués dans la transcription du brin lourd et le
troisieme permet celle du brin Iéger. Dans un premier temps, les facteurs de transcription
se lient en amont du site d’initiation. Ensuite, ces facteurs recrutent I’ARN polymérase
mitochondriale. Enfin, un facteur d’élongation rejoint le complexe pour améliorer

I’efficacité de transcription. Sur le transcrit polycistronique, les ARNt bordent les ARNr et



presque tous ARNm codant pour les protéines. Ainsi, I'excision des ARNt par les RNases

permet de libérer les ARNr et ARNm mitochondriaux (Barshad et al., 2018).

Pour la traduction des protéines mitochondriales, les acides aminés sont ajoutés aux ARNt
correspondant par les aminoacyl-ARNt-synthétases, codées par I’ADN nucléaire. Les
mitoribosomes sont constitués des ARNr mitochondriaux et de 80 protéines codées par

I’ADN nucléaire.
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Figure 13 : Schéma de la mitochondrie, son double contréle génétique et les complexes de la
chaine respiratoire.

L’ADN mitochondrial est schématisé en haut a droite. Les protéines qui ne sont pas encodées par
ce dernier sont synthétisées dans le cytoplasme puis importées dans la matrice (fléeches noires). Sur
les crétes, on trouve les complexes protéiques de la chaine respiratoire (partie basse du schéma).
Les fléches colorées représentent I'implication de chaque ADN dans la synthése des protéines de la
chaine respiratoire (adapté de Chinnery et al., 2015).

La traduction est ensuite entierement dépendante de facteurs codés par I’ADN nucléaire.
A la fin de la traduction, des facteurs de terminaison possédant une activité d’hydrolyse

liberent le peptide synthétisé dans la matrice mitochondriale (D’Souza et al., 2018).



Une cellule diploide humaine contient entre 1000 et 10 000 copies d’ADN mitochondrial,
en fonction du type cellulaire et de I’environnement. L’exercice est par exemple un moyen
d’augmenter ce nombre dans les cellules musculaires. (Stewart et al., 2020). Parmi ces
copies, toutes ne présentent pas le méme génome. Il existe donc un mélange d’ADN
mitochondrial normal et muté au sein d’une méme cellule créant une hétéroplasmie
mitochondriale. Cette hétérogénéité varie d’une cellule, d’un tissu ou d’un organe a un
autre créant un deuxiéme niveau d’hétéroplasmie. Deux mécanismes sont a I'origine de
I’'hétéroplasmie. Des mutations transmises maternellement peuvent s’accumuler dans les
cellules post-mitotiques ou étre perdues dans les cellules prolifératives. D’autres
mutations peuvent apparaitre spontanément avec une fréquence d’apparition de 100 a
1000 fois supérieure a ’ADN nucléaire (Nissanka et al., 2020). Le niveau d’hétéroplasmie
correspond au pourcentage d’ADN mitochondrial possédant une mutation spécifique par
rapport a I’ADN mitochondrial total. Il existe un seuil au-dela duquel la mutation conduit
a des défauts de fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Un phénotype
pathologique est généralement observable pour un niveau d’hétéroplasmie entre 60 et
90 %, dépendamment de la mutation, du géne concerné et du type cellulaire ou tissulaire
(Nissanka et al., 2020). L’hétéroplasmie est un phénomene dynamique tout au long de la
vie qui varie en fonction des mécanismes de réplication, réparation ou dégradation du

génome des mitochondries (van den Ameele et al., 2020).

Pour les protéines mitochondriales encodées par I’ADN nucléaire, plus de 1100 génes sont
impliqués (Calvo et al., 2016). Parmi ces protéines, environ 150 sont directement
impliquées dans le processus de phosphorylation oxydative et la synthése d’ATP. Les
autres sont nécessaires a I'assemblage des complexes de la chaine respiratoire, a la
maintenance et I'expression de I’ADN mitochondrial et a la dynamique mitochondriale
(figure 13) (Craven et al., 2017). Les protéines sont synthétisées dans le cytoplasme a
proximité des mitochondries dans lesquelles elles sont ensuite importées. Les séquences
d’adressage des protéines sont reconnues par les translocases de la famille TOMM (pour
« translocase of outer mitochondrial membrane ») situées sur la membrane externe. Les
protéines sont ensuite triées en fonction du compartiment mitochondrial auquel elles

sont adressées selon de leur signal d’import (Dudek et al., 2013).



[11.1.c. Les principales fonctions de la mitochondrie
dans la cellule

La mitochondrie est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que : la
synthése d’ATP par phosphorylation oxydative, la signalisation calcique, la mort cellulaire
programmée et la régulation des espéces réactives de I’'oxygéne (ERO). Ces fonctions sont

résumées dans la figure 14

La synthese d’ATP est la fonction majeure des mitochondries. Elle est réalisée grace au
processus de phosphorylation oxydative qui implique la chaine respiratoire
mitochondriale. Son fonctionnement dépend de la présence de coenzymes réduites, le
NADH et le FADH, qui sont produits lors du cycle de Krebs. Cette voie métabolique
également appelée cycle de I'acide citrique ou cycle tricarboxylique est présente chez
toutes les cellules aérobies et a lieu dans la matrice mitochondriale (figure 14). Au total,
un cycle produit trois molécules de NADH, une molécule de FADH; et une molécule de
GTP qui peut transférer son phosphate a une molécule d’ADP afin de synthétiser une

molécule d’ATP. (Mason et al., 2011).

L’étape suivante met en jeu la chaine respiratoire mitochondriale. Cette derniére est
constituée de quatre complexes protéiques, deux transporteurs d’électrons et de I’ATP

synthase, tous situés sur la membrane interne de la mitochondrie (figure 13 et 14).

Le complexe | ou NADH-Coenzyme Q oxydoréductase est composé de 45 sous unités, 7
sont codées par I’ADN mitochondrial et 38 par I’ADN nucléaire (Sharma et al., 2009). Ce
complexe catalyse I'oxydation du NADH issu du cycle de Krebs en NAD+. Les électrons
libérés lors de cette réaction sont ensuite transférés a I'ubiquinone. Cette réaction induit
le pompage de 4 protons dans I'espace intermembranaire (Kampjut et al., 2020). Le
complexe Il ou succinate-CoenzymeQ réductase est composé de 4 sous unités encodées
par I’ADN nucléaire. Dans les sous-unité catalytiques, le FADH; produit lors du cycle de
Krebs est oxydé en FAD fournissant 2 électrons. Ces électrons sont ensuite transférés a
I'ubiquinone (Rutter et al., 2010). L'ubiquinone ou CoenzymeQ (CoQ ou CoQjio pour la
forme humaine) est situé au milieu de la bicouche lipidique de la membrane interne. Cette
molécule transfére les électrons a partir du complexe | et Il vers le complexe Il (ou

coenzymeQ-Cytochrome ¢ réductase) (Alcazar-Fabra et al.,, 2016). Le complexe Il (ou



coenzyme Q-cytochrome c¢ réductase) est constitué de deux monomeres identiques.
Chaque monomere possede 11 sous unités dont 3 formant le centre
catalytique (Fernandez-Vizarra et al., 2015). L'ubiquinol, la forme réduite de I'ubiquinone
provenant du complexe | et Il libére ses électrons qui sont successivement transportés a
travers les sites catalytiques puis transférés au cytochrome c. Ce mécanisme appelé le
cycle Q permet le pompage de 4 protons dans I'espace intermembranaire (Sousa et al.,

2018).
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Figure 14 : Synthése des principales fonctions mitochondriales.

Dans la partie basse a droite est schématisé le cycle de Krebs. En bas a gauche est illustrée la chaine
respiratoire mitochondriale, responsable de la production énergétique des cellules. En haut a
gauche sont schématisés les principaux canaux responsables de la régulation calcique. En haut a

droite sont résumés les processus de mort cellulaire et les acteurs de leur régulation. (Ramaccini

etal., 2021).

Le cytochrome c est une petite molécule hydrophile d’environ 12kDa situé dans I'espace
intermembranaire et reliée a la membrane interne par des interactions électrostatiques.
La forme réduite du cytochrome c transporte les électrons un par un du complexe Ill au

complexe IV (Zhao et al., 2019). Le complexe IV (ou cytochrome c oxydase) est la derniéere



enzyme de la chaine de transporteur d’électron. Parmi ses 14 sous unités, 3 sont encodées
par I’ADN mitochondrial et forment le centre catalytique du complexe. Au total, 4
électrons doivent étre transférés au centre catalytique pour réduire une molécule d’O; en
deux molécules d’H;0. 8 protons sont éliminés de la matrice mitochondriale, 4 sont
utilisés pour la réduction et 4 sont pompés dans I'espace intermembranaire (Sousa et al.,

2018; Zhao et al., 2019).

Bien que longtemps débattu, I'organisation de ces complexes mitochondriaux sous forme
de supercomplexes est maintenant largement acceptée (Milenkovic et al., 2017). La mise
au point de I'électrophorese en conditions natives (BN-PAGE) a permis de mettre en
évidence des interactions entre les complexes I, Il et IV, formant des respirasome
(Schagger et al., 2000). Le complexe | est principalement retrouvé au sein des
supercomplexes (95%) alors que les complexes Il et IV existent sous des formes simples
et superassemblées (54% pour le complexe Il et 20% pour le IV) (Greggio et al., 2017). Les
bénéfices apportés par cette organisation, en particulier sur la cinétique du transfert
d’électrons entre les complexes sont cependant toujours débattus (Milenkovic et al.,

2017).

La derniére étape de la phosphorylation oxydative met en jeu I’ATP synthase (ou F1F, ATP
synthase). Cette enzyme permet de phosphoryler ’ADP en ATP en utilisant I'énergie du
gradient de protons formé de part et d’autre de la membrane interne par la chaine
respiratoire (figure 13 et 14). Cette enzyme possede 2 régions reliées centralement et
latéralement. F4, situé dans la matrice mitochondriale, constitue le centre catalytique de
I’enzyme et Foforme un canal dans la membrane interne. Le processus de phosphorylation
de I’ATP débute par le transfert des protons a travers la région Fo. Ce transport induit un
changement de conformation de la région F1 permettant la phosphorylation de ’'ADP en
ADP. Chez les vertébrés, il a été établi que 2,7 protons sont nécessaires pour produire une

molécule d’ATP (Baker et al., 2012).

Une autre fonction de la mitochondrie est la régulation de la voie intrinséque de
I'apoptose (figure 14). Cette voie est activée par la protéine p53 suite a des dommages de
I’ADN. L’expression des protéines “a BH3-seulement” est augmentée puis ces dernieres
inhibent les protéines antiapoptotiques et activent les protéines proapoptotiques. Ces

interactions induisent une augmentation de la perméabilité mitochondriale et un



relargage cytoplasmique de cytochrome ¢ et d’autres facteurs pro-apototiques. Le
cytochrome ¢ cytosolique induit la formation de I'apoptosome qui conduit a I'activation
des caspases 9 puis 3/7. Les autres facteurs vont se lier a la protéine inhibitrice de
I’apoptose liée au chromosome X afin de supprimer son effet inhibiteur ou étre transférés

vers le noyau pour induire une dégradation de I’ADN (Wang et al., 2009).

Une caractéristique physiologique des mitochondries est la présence d’un gradient
électrochimique de part et d’autre de sa membrane interne. Ce gradient induit
I’accumulation de calcium dans la mitochondrie a travers des canaux calciques spécialisés,
les uniporteurs calciques mitochondriaux (Kirichok et al., 2004). Le calcium qui s’accumule
dans la mitochondrie peut ensuite étre éliminé via un échangeur Na*/Ca?*. L’accumulation
de calcium dans la matrice mitochondriale régule le métabolisme en activant des enzymes
du cycle de Krebs, augmentant ainsi la disponibilité de NADH et donc la production d’ATP.
Cette capacité de régulation calcique joue aussi un réle dans les mécanismes de mort
cellulaire. En effet, la concentration en calcium régule la perméabilit¢ membranaire
permettant la sortie des activateurs des caspases dans le cytoplasme. Cependant, la
perturbation trop importante du potentiel membranaire mitochondrial peut conduire a

I’activation du processus de nécrose (figure 14) (Rizzuto et al., 2012).

La mitochondrie est également I'organite impliqué dans la production et I’élimination des
ERO (figure 14). La formation des ERO a lieu au niveau la chaine de transporteur
d’électrons. Une partie des électrons circulant entre les complexes peut provoquer une
réduction partielle de 'O, en ions superoxyde (O2°") ou une production de peroxyde
d’hydrogéne (H20;). Les ERO peuvent agir comme second messager et participer a des
fonctions physiologiques telles que la prolifération ou la survie cellulaire. lls participent a
la mise en place de la polarité neuronale et régulent I'organisation et la dynamique de
leur cytosquelette en modulant la libération intracellulaire de calcium. Cependant, une
qguantité d’ERO trop importante est délétére pour la mitochondrie et pour la cellule. lls
induisent la peroxydation des lipides, provoquent des mutations de I’ADN, des
dysfonctionnements mitochondriaux irréversibles conduisant a une synthése d’ATP
insuffisante et éventuellement la mort cellulaire (Zhao et al.,, 2019). Le cerveau est
particulierement vulnérable aux ERO pour quatre raisons. Sa demande en oxygéne

importante qui représente 20% de la demande totale. Les concentrations importantes en



métaux (fer et cuivre) qui sont impliqués dans la catalyse des ERO. Le taux élevé d’acides
gras polyinsaturés dans les membranes des cellules qui servent de substrat pour la
peroxydation des lipides et les niveaux relativement bas de défenses antioxydantes dans
le cerveau. Pour diminuer le niveau d’ERO, la mitochondrie possede ses propre enzymes
antioxydantes. L'enzyme SOD2 catalyse la dégradation de I’O;*~ en H,02 moins réactif et
en 0. La catalase, la glutathion peroxydase (GPX) et la peroxyrédoxine réduisent ensuite
I’'H,0; afin de prévenir la formation du radical hydroxyle OH*. Enfin, le glutathion agit a la
fois de maniere non enzymatique en inactivant les especes radicalaires O;*" et OH® et en

tant que donneur d’électrons dans la réduction de I'H,0; par la GPX (Kim et al., 2015).

[11.1.d. La dynamique mitochondriale intra et
intercellulaire

Les mitochondries sont des organites dynamiques. Ce paramétre peut étre considéré
selon trois aspects principaux. Les mitochondries se divisent ou fusionnent en
permanence en fonction du métabolisme cellulaire. Elles sont capables de se déplacer a
la fois dans et entre les cellules. Enfin, un mécanisme permet de réguler la dégradation

des mitochondries : la mitophagie.

La fusion et la fission mettent en jeu des protéines GTPases de la famille des dynamines
qui remodelent les deux membranes mitochondriales afin de séparer une mitochondrie
en deux ou inversement. L'équilibre entre ces deux mécanismes permet de réguler la
taille, le nombre et la structure des mitochondries. lls permettent d’exercer un contréle
de la qualité des mitochondries et de réguler leurs fonctions (figure 15) (Tilokani et al.,

2018).

Le processus de fusion entre deux mitochondries se déroule en deux étapes. La premiére
étape est médiée les protéines transmembranaires de la membrane externe Mfnl et
Mfn2 (mitofusine 1 et 2). Les 2 protéines se dimérisent, induisant un changement de leur
conformation et provoquant un rapprochement puis une fusion des membranes externes.
La deuxieme étape est la fusion des membranes internes et requiert uniquement la
protéine transmembranaire de I'atrophie optique 1 (OPA1) (Ge et al., 2020). La fusion joue
un réle clef dans la phosphorylation oxydative, en particulier dans certains types

cellulaires comme les neurones. Il a par exemple été montré que I'inactivation du géne



codant pour la Mfn2 induit une réduction de I'activité de la chaine respiratoire
mitochondriale dans les cellules de Purkinje du cervelet (Chen et al., 2007). Un autre
intérét de la fusion mitochondriale est la compensation de I’hétéroplasmie. Une
mitochondrie possédant une mutation délétere a son fonctionnement peut ainsi
fusionner avec une mitochondrie possédant un ADN sauvage afin de diminuer le

pourcentage d’ADN muté et rétablir sa fonction (Tilokani et al., 2018).

Cardlollpm 5 Opal

- D

Healthy mitochondrnia Healthy
mitochondria

Injured mitochondria \
(MRWMW)

Drpl

’ Microtubules

9
[\ Healthy neuron

/

Healthy mitochondria

@

Dysfunctional mitochondna

Injured neuron

Figure 15 : La dynamique des mitochondries

Les mécanismes de dynamique mitochondriale intra et intercellulaire sont résumés sur ce schéma.
La fusion, fission et la mitophagie (partie haute du schéma) agissent conjointement de fagon a
contréler la qualité des mitochondries. Les mécanismes de transport intra ou intercellulaires sont
représentés dans la partie basse du schéma (He et al., 2020).



Le mécanisme de fission est initié par le recrutement du réticulum endoplasmique afin
d’amorcer la constriction de la membrane externe. La protéine 1 liée a la dynamine
(DRP1) est ensuite recrutée puis elle s’oligomérise pour former un anneau autour du site
de constriction. Enfin, un mécanisme dépendant de la GTP induit un changement de
conformation des oligomeéres de Drp1l afin d’augmenter la constriction et de séparer les
membranes (Tilokani et al., 2018). La fission permet de conserver un nombre équivalent
de mitochondries dans les cellules mitotiques au cours de leur division (Taguchi et al.,
2007). Pour les cellules post-mitotiques, la fission permet par exemple de modifier la
localisation cellulaire des mitochondries dans les axones ou les dendrites des neurones.
Dans les deux cas, la fission permet d’isoler les parties défectueuses de la mitochondrie
gui peuvent ensuite étre éliminées via la mitophagie (Seager et al., 2020) (figure 15). Des
défauts de fission entrainent une altération de la morphologie et de la fonction des
mitochondries notamment par une diminution de I’activité de la chaine respiratoire, une
augmentation de la production d’ERO et une dégradation de I’ADN mitochondrial

(Smirnova et al., 2001; Parone et al., 2008; Favaro et al., 2019).

Le deuxieme aspect de la dynamique des mitochondries est le transport intracellulaire et
intercellulaire. Ces deux mécanismes permettent d’adapter la localisation des

mitochondries en fonction de la physiologie cellulaire.

Les mitochondries sont transportées dans la cellule grace au réseau de microtubules
(figure 15) par I'intermédiaire de protéines motrices : la kinésine-1 pour le transport
antérograde et la dynamine pour le transport rétrograde (Schwarz, 2013). Dans le cas des
neurones, le transport de mitochondries est indispensable pour fournir de I'énergie aux
structures distales telles que les axones étant donné la faible capacité de diffusion de 'ATP
(Seager et al., 2020). La présence des mitochondries a la synapse est indispensable pour
I’exocytose et le recyclage des vésicules synaptiques, I'assemblage et le remodelage du
cytosquelette d’actine ou I’homéostasie calcique (Sheng et al., 2012). La fonction associée
au transport rétrograde est plus discutée. Une étude récente a cependant mis en évidence
gue son inhibition conduisait a une accumulation de mitochondries produisant plus d’ERO
et moins d’ATP au niveau des terminaisons axonales (Mandal et al., 2020). Au total, il a
été estimé qu’environ 15% des mitochondries se déplacent dans le sens rétrograde, 15%

dans le sens antérograde et 70% sont stationnaires, ancrées aux microtubules par la



synthaphiline (Schwarz, 2013). Ces pourcentages sont régulés par I'activité synaptique.
Lorsqu’elle augmente, le nombre de mitochondries dans la terminaison axonale

augmente et inversement (Seager et al., 2020).

Le transfert intercellulaire des organites est un phénoméne qui mit en évidence
relativement récemment (Rustom et al., 2004). A I'origine, cette étude a montré que les
endosomes pouvaient étre échangés grace aux « tunneling nanotubes » (TNT). Ces
structures membranaires forment des ponts cytoplasmiques entre 2 cellules éloignées de
plusieurs dizaines a centaines de microns (Vignais et al., 2017). Sur la base de cette
découverte, plusieurs études ont par la suite mis en évidence le transfert intercellulaire
de mitochondries in vitro puis in vivo via différents mécanismes (figure 16) (Spees et al.,

2006; Hayakawa et al., 2016; Jackson et al., 2016).
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Figure 16 : Synthése des différentes voies d’échange intercellulaire des mitochondries.

Ce schéma regroupe les principaux mécanismes d’échange de mitochondries qui ont été décrits.
Les mécanismes A et B font intervenir un contact direct entre le cytoplasme de deux cellules alors
que les mécanismes C et D impliquent la sortie des mitochondries dans I’espace extracellulaire (Liu
etal.,, 2021).

Le transfert de mitochondries par les TNT a été mis en évidence uniquement in vitro, entre
des cellules identiques ou entre des cellules acceptrices et receveuses différentes comme

entre des cellules souches mésenchymateuses et des cardiomyocytes (figure 16A) (Lou et



al., 2012; Pasquier et al., 2013; Zhang et al.,, 2016). Récemment, il a été montré que
d’autres protrusions membranaires faisant communiquer le cytoplasme de deux cellules
permettent d’échanger des mitochondries (figure 16B). C'est par exemple le cas pour les
réseaux dendritiques formés entre les ostéocytes (Gao et al., 2019). Le transport par des
vésicules extracellulaires est également un mécanisme permettant d’échanger des
mitochondries. C'est le seul mécanisme qui a été démontré in vivo (figure 16C). Plusieurs
études ont ainsi mis en évidence ce type de transfert entre des cellules souches
mésenchymateuses et des cellules pulmonaires ou entre des neurones et des astrocytes
(Islam et al., 2012; Hayakawa et al., 2016). Enfin, il a récemment été montré que des
mitochondries fonctionnelles circulent librement dans la circulation sanguine. Ce
mécanisme pourrait constituer un moyen d’échange de mitochondries entre des régions
éloignées (figure 16D) (Al Amir Dache et al., 2020).

Le r6le physiologique de ce transfert n’a pas encore été identifié car la plupart des études
le mettent en évidence en condition de stress (Liu et al., 2021 b). En condition d’ischémie
cérébrale par exemple il a été démontré que les mitochondries défectueuses des
neurones peuvent étre transférées dans les astrocytes afin de les éliminer. En parallele,
les astrocytes fournissent des mitochondries fonctionnelles aux neurones (Hayakawa et
al., 2016). Une autre étude a montré que les cellules ganglionnaires de la rétine sont
également capables d’échanger leur mitochondries avec les astrocytes environnants afin
de procéder a leur dégradation (Davis et al., 2014). Cet échange pourrait permettre aux
cellules présentant des défauts de fonctionnement mitochondrial de recevoir des
fragments de mitochondries contenant des protéines fonctionnelles ou de I’ADN

mitochondrial en cas de mutation sur celui-ci (Tan et al., 2015; Murray et al., 2019).

Enfin, la mitophagie est le processus permettant de réguler le nombre de mitochondries
et d’éviter 'accumulation de mitochondries anormales. L’élimination des mitochondries
peut étre aléatoire, lors du processus de macroautophagie, en particulier quand la cellule
subit un stress nutritionnel. Cependant, lors de la mitophagie, la dégradation est sélective.
Elle permet d’éliminer les mitochondries défectueuses, de maintenir un pool constant de
mitochondries ou de s’adapter aux besoins métaboliques (Youle et al., 2011). La
mitophagie est précédée par la fission mitochondriale. Les fragments générés présentant

un potentiel membranaire et un niveau d’expression de protéine de fusion (OPA1)



diminué entrent ainsi en mitophagie (Twig et al., 2008). Le mécanisme le mieux décrit
implique les protéines Pink1 et Parkin. La diminution du potentiel de membrane conduit
a une diminution de I'import de la protéine Pink1 qui s’accumule donc dans la membrane
externe. Pink1 recrute et active la protéine Parkin, une ubiquitine ligase qui va a son tour
ubiquitinyler d’autres protéines de la membrane externe. Cela conduit a leur dégradation
par le protéasome et a I'adressage des mitochondries a I'autophagosome. (Mishra et al.,
2016). Le stress énergétique ou I’hypoxie ont également été décrits comme des conditions

pouvant activer la mitophagie (Egan et al., 2011; Liu et al., 2012).

l11.2. Les maladies mitochondriales

I11.2.a. Epidémiologie et caractéristiques des maladies
mitochondriales

Les maladies mitochondriales résultent de la mutation d’un géne nucléaire ou
mitochondrial conduisant a un défaut du systeme de phosphorylation oxydative ou des
fonctions mitochondriales associées. C'est en 1988 que les premieres descriptions de
patients présentant une mutation de ’ADN mitochondrial ont été faites (Holt et al., 1988;
Wallace et al.,, 1988). En 1995, une mutation sur un géne nucléaire est également
identifiée comme étant a l'origine d’'un défaut de fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondrial (Bourgeron et al., 1995). Qualifiées pendant une dizaine
d’années de maladies extrémement rares, environ 300 pathologies associées a un
dysfonctionnement mitochondrial sont aujourd’hui dénombrées. La prévalence d’une
mutation mitochondriale ou nucléaire a l'origine d’une maladie mitochondriale est
estimée a 1 sur 4300 ce qui les classe comme les plus importantes parmi les maladies
héréditaires du métabolisme (Gorman et al., 2015; Stenton et al., 2020). Les mutations
sont transmises de fagon héréditaire selon tous les modes connus : autosomique récessif

ou dominant, lié¢ au chromosome X (récessif ou dominant) ou maternel.

De par la diversité des mutations a 'origine des maladies mitochondriales, elles sont
qualifiées de maladies tres hétérogenes. Certaines affectent spécifiguement un organe
mais la plupart sont des maladies multi-systémiques touchant principalement les organes

avec des besoins énergétiques importants tels que le cerveau, le coeur et les muscles.



Cette hétérogénéité est également retrouvée au niveau de I'age d’apparition de la
maladie. Un début précoce, chez I'enfant, est souvent lié a une mutation de I'ADN
nucléaire transmise de fagon récessive. Cela conduit a des pathologies séveres et multi-
systémiques avec une implication prépondérante du SNC. Les formes adultes quant a elles
sont plus souvent le résultat d’'une mutation de I’ADN mitochondrial. Elles impactent
I'organisme de maniére plus ciblée (Lightowlers et al., 2015). Cette distinction n’est
cependant pas une régle stricte. Une mutation a I'origine d’une forme pédiatrique sévere
peut dans certains cas se manifester plus tard. Une méme mutation peut aussi conduire
a un phénotype différent selon les patients (Miyaue et al.,, 2019). Inversement, des
manifestations cliniques similaires peuvent étre le résultat d’une multitude de mutations
différentes (Lake et al., 2016). Cette difficulté dans la corrélation entre le génotype et le
phénotype complique le processus diagnostique et ralentit le développement de

traitements efficaces (Alston et al., 2017).

[11.2.b. La diversité génétique des dysfonctions
mitochondriales

L'apport des technologies de séquencage nouvelle génération tel que le séquencage
complet de I'exome a permis d’identifier plus de 300 génes dont une mutation est a
I'origine de maladies mitochondriale (Theunissen et al., 2018; Wagner et al., 2019;
Stenton et al.,, 2020). Ces genes sont pour la grande majorité (89%) codés par I'’ADN
nucléaire. Les autres sont codés par I’ADN mitochondrial. La figure 17 classe I'ensemble

de ces génes dans six catégories selon leur réle fonctionnel dans la mitochondrie.

La majorité de ces génes sont impliqués dans la structure et la fonction des cinqg complexes
de la chaine respiratoire ou de leurs facteurs d’assemblages ainsi que des deux
transporteurs d’électrons. Les défauts du complexe | sont les causes les plus fréquentes
des maladies mitochondriales pédiatriques. Ils ont été identifiés dans environ 30% des cas
parmi lesquels 75% sont le résultat d’une mutation d’un géne codé par I’ADN nucléaire

(Alston et al., 2017).
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Figure 17 : Les génes a l’origine des maladies mitochondriales.

Des mutations conduisant a une maladie mitochondriale ont été recensées pour I'ensemble de ces
génes. lls sont impliqués dans le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale de
maniére directe ou indirecte. (Adapté de Stenton et al., 2020)



Les mutations des genes impliqués dans les complexes Il et Il perturbent le
fonctionnement de leurs sous unités catalytiques mais sont largement minoritaires
(Fernandez-Vizarra et al., 2015; Fullerton et al., 2020). Les défauts du complexe IV sont
principalement causés par des mutations de génes nucléaires codant pour des protéines
d’assemblage du complexe. Les principales mutations sont rencontrées sur le ggéne SURF1
qui est essentiel a la formation d’intermédiaires d’assemblages du complexe (Abdulhag et
al., 2015). Pour le complexe de I’ATP synthase, des mutations sur cing génes dont deux
codés par ’ADN mitochondrial ont été identifiées et conduisent notamment a un défaut
de synthese d’ATP (Ganetzky et al., 2019). Enfin, pour les deux transporteurs d’électrons,

I’ensemble des mutations sont nucléaires et affectent leur processus de biosynthése.

La deuxieme catégorie la plus représentée implique les genes nécessaires a la
maintenance, I'expression et la traduction de 'ADN mitochondrial. La plupart sont
encodés par I’ADN nucléaire et participent a la régulation de la quantité de nucléotides, a
la réplication et la réparation de I’ADN mitochondrial. Parmi ceux-ci, POLG (polymérase y)
est le premier responsable de maladies mitochondriales causées par un gene nucléaire.
Plus de 200 mutations sur ce gene ont été recensées. On retrouve également des
mutations sur des genes essentiels a la synthése et la maturation des ARNm, ARNt et ARNr

mitochondriaux (Frazier et al., 2019).

Les mutations des génes qui entrent dans les catégories suivantes impactent d’autres
fonctions cellulaires comme la dynamique et homéostasie mitochondriale, le
métabolisme des substrats énergétiques, le métabolisme des cofacteurs et le
métabolisme des composés toxiques. Parmi les genes recensés dans la figure 17 la famille
de transporteurs mitochondriaux SLC25 est impliquée dans plusieurs de ces fonctions et
les mutations sur les génes codant pour ces protéines sont impliquées dans une vingtaine

de maladies métaboliques (Palmieri et al., 2020).

[11.2.c. L’hétérogénéité clinique des maladies
mitochondriales

Le nombre important de genes impliqués dans le fonctionnement de la chaine respiratoire

couplé a la grande diversité de mutations qui peuvent avoir lieu sur ces genes conduit a



une présentation clinique des maladies mitochondriales trés hétérogene. Cette

hétérogénéité a lieu a plusieurs niveaux.

Tout d’abord, les maladies mitochondriales peuvent se manifester a n’importe quel age.
En France, une analyse d’une large cohorte regroupant 743 patients issus du réseau
francais des maladies mitochondriales et présentant des mutations pathologiques de
I’ADN mitochondrial a été réalisée (Bannwarth et al., 2013). Dans 48% des cas, |'apparition
des premiers symptdmes avait lieu a moins d’'un an et dans 25% des cas ils étaient
présentés a I'adge adulte (supérieur a 16 ans). La distinction entre forme infantile et adulte
n’est cependant pas toujours tres claire. En effet, un phénotype classiquement observé
chez I'enfant peut se manifester plus tard (Lightowlers et al., 2015). Une étude réalisée
sur un groupe de 9 patients de plus de 69 ans a par exemple rapporté qu’ils souffraient
d’une myopathie mitochondriale dont le phénotype est normalement rencontré chez des
patients de moins de 30 ans (Johnston et al., 1995). Il est également difficile d’établir un
lien entre le géne muté et I'age d’apparition de la maladie. En fonction de la mutation
retrouvée sur le gene POLG, |'age d’apparition de la maladie peut par exemple varier entre

1 et 60 ans (Wong et al., 2008).

L'hétérogénéité des maladies mitochondriales est également retrouvée au niveau des
organes et des tissus affectés (Figure 18). Pour certaines pathologies mitochondriales
comme la neuropathie optique héréditaire de Leber, un seul organe est touché. Cette
pathologie est caractérisée par une dégénérescence des cellules ganglionnaires de la
rétine et conduit a une diminution bilatérale importante de la vision. Elle touche
majoritairement les hommes et apparait entre 20 et 30 ans (Schapira, 2006). Cependant,
la majorité des maladies mitochondriales sont multi-systémiques avec une implication
prépondérante du SNC et du systeme musculaire. On peut les séparer en deux groupes,
les myopathies et les encéphalomyopathies. Parmi les myopathies les plus courantes,
I'ophtalmoplégie externe progressive chronique est une pathologie caractérisée par une
diminution de la mobilité oculaire conduisant a des déficits visuels (Lopez-Gallardo et al.,
2009). Les patients présentent également des désordres gastro-intestinaux et souffrent
de migraine (Pfeffer et al., 2011). Le deuxiéme groupe de maladies mitochondriales multi-
systémiques sont les encéphalomyopathies. Ces pathologies sont caractérisées par

I'association de symptOmes caractéristiques d’une encéphalopathie (retard mental,



ataxie, épilepsie, surdité, dystonie) et d’'une myopathie. Des syndromes ont été définis
afin de faciliter la classification de ces pathologies. Le syndrome de MELAS associe par
exemple une myopathie (M), une encéphalopathie (E), une acidose lactique (LA) et des
désordres neurologiques aigus ressemblant a des accidents ischémiques cérébraux ou
«Stroke-like » (S). Selon I’évolution de la maladie, des symptomes tels que la surdité ou le

diabete peuvent aussi se manifester plus tard (El-Hattab et al., 2015).
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Figure 18 : La diversité clinique des maladies mitochondriales.

Cette figure regroupe I’'ensemble des symptomes que peuvent présenter les patients atteints par
une maladie mitochondriale. Ces pathologies peuvent toucher un ou une combinaison de plusieurs
organes. De plus, des manifestations secondaires peuvent apparaitre dans des organes qui ne
présentent pas de lien fonctionnel avec le premier organe affecté (Suomalainen et al., 2018).

De nombreux patients n’entrent cependant pas complétement dans la définition d’un
syndrome. Une étude sur une large cohorte de patients américains présentant tous la
méme mutation sur le gene MT-TL1 a par exemple montré que 28% des cas présentaient

un tableau clinique qui ne correspondait a aucun syndrome défini (Nesbitt et al., 2013).



La progression et la sévérité sont le troisieme facteur hétérogene des maladies
mitochondriales. Pour les maladies affectant un seul organe comme la neuropathie
optique héréditaire de Leber, la progression suit une phase aiglie puis une phase
chronique avec une dégénérescence progressive du nerf optique. La sévérité et
I’éventuelle amélioration de la vision dépendent de la mutation (Man et al., 2002). Au
contraire, la progression d’une maladie mitochondriale multi-systémique avec un début
précoce est trés rapide. Les encéphalomyopathies infantiles sont par exemple tres
souvent fatales durant les premieres années de vie (Antonicka et al., 2003; Fassone et al.,
2011; Spiegel et al., 2016). Pour les formes multi-systémiques débutant a I'adolescence
ou a I'age adulte, la vitesse de progression varie selon les organes affectés et la sévérité
des symptomes. Le pronostic des patients atteints du syndrome MELAS est par exemple
conditionné par la fréquence et l'intensité des épisodes de « Stroke-like » (El-Hattab et

al., 2015).

Enfin, le niveau d’hétéroplasmie est le dernier facteur jouant un réle dans I’hétérogénéité
clinique des maladies mitochondriales. Une mutation de ’ADN mitochondrial peut induire
ou non un phénotype pathologique selon sa fréquence parmi toutes les copies. Le seuil
auquel la pathologie se manifeste est dépendant du géne et de la mutation. De plus, des
pourcentages intermédiaires peuvent induire des formes spécifiques de la maladie. La
mutation hétéroplasmique m.3243A>G, associée au syndrome MELAS conduit par
exemple dans 10% des cas a une forme sévere et dans 10% des cas a une forme
asymptomatique selon le pourcentage d’ADN muté. Entre ces deux extrémes, des
phénotypes divers impliquant un ou plusieurs organes sont retrouvés (El-Hattab et al.,

2015).

La diversité observée dans |’age de présentation, le type d’organe affecté et la sévérité de
la maladie constitue un challenge pour le diagnostic des patients. Cette diversité clinique
complique l'identification des défauts génétiques a I'origine de la pathologie ce qui

ralentit la prise en charge thérapeutique adaptée des patients.



I11.2.d. Les stratégies thérapeutiques pour les maladies
mitochondriales

La diversité des maladies mitochondriale représente le principal défi dans leur prise en
charge thérapeutique. Aujourd’hui, les traitements proposés sont largement
symptomatiques et visent a améliorer la qualité de vie des patients. Plusieurs stratégies
sont cependant étudiées et sont illustrées dans la figure 19. On peut les classer en 5
catégories principales. (1) Augmenter la biogénese mitochondriale (2) cibler les
conséquences d’un dysfonctionnement mitochondrial, en particulier le stress oxydant (3)
améliorer ou contourner le systéme de phosphorylation oxydative (4) remplacer les

mitochondries défectueuses et (5) corriger le défaut génétique (Russell et al., 2020).

Augmenter la quantité de mitochondries est une solution envisagée dans la mesure ou
plus de mitochondries, méme partiellement fonctionnelles, pourraient suffire a restaurer
une activité normale du systéme de phosphorylation oxydative. Une étude a par exemple
montré que I'augmentation de I'expression de la protéine PGC1, régulant la prolifération
mitochondriale, améliore I'activité du complexe IV du muscle squelettique chez des souris
Surf1 KO (Viscomi et al., 2011). Cependant, la complexité de régulation de cette voie de
prolifération induit des résultats différents selon les molécules pharmacologiques
utilisées (Fernandez-Marcos et al., 2011; Komen et al., 2014). Afin de pallier a cette
limitation, I'exercice physique est un moyen sir et efficace d’augmenter la production
mitochondriale dans le muscle et dans le cerveau (Steiner et al., 2011; Granata et al.,
2021). Les exercices aérobies sont notamment recommandés pour les patients atteints de

myopathies mitochondriales (Bottani et al., 2020).

La principale conséquence d’un dysfonctionnement mitochondrial est I'élévation du taux
d’ERO. De par leur mécanisme d’action non spécifique, des molécules antioxydantes sont
utilisées dans plusieurs maladies mitochondriales afin de limiter I'effet toxique des ERO.
Parmi ces molécules, des essais cliniqgues ont été menés avec KH176, un dérivé de la
vitamine E ou MitoQ, un dérivé de l'ubiquinone. Ces études ont montré que ces
traitements n’induisent pas d’effet secondaire mais aucun effet bénéfique significatif n’a
été observé chez les patients atteints de maladies mitochondriales (Janssen et al., 2019;

Bottani et al., 2020).
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Figure 19 : Syntheése des interventions thérapeutiques potentielles pour les patients atteints de
maladies mitochondriales.

Une mitochondrie dont la fonction est altérée est représentée en bleu. Elle peut contenir de ’ADN
mitochondrial hétéroplasmique (ADN muté en noir et sauvage en rouge) ou présenter des défauts
associés a des mutations sur ’'ADN nucléaire. Les principales stratégies de prise en charge des
maladies mitochondriales sont regroupées ici (Adapté de Lightowlers et al., 2015).

De nombreuses autres molécules ont été étudiées, seules ou combinées, pour leur effet
de capture et d’élimination des EROs, I'ubiquinone, la vitamine C, I'acide lipoique, le
glutathion ou la cystéamine (El-Hattab et al., 2017). Bien que des résultats encourageants
aient été obtenus lors d’études pré-cliniques, les essais cliniques réalisés avec ces
molécules antioxydantes n’ont pas mis en évidence d’effet thérapeutique (Bottani et al.,

2020).

D’autres traitements visent a augmenter I'activité de la chaine de transport d’électrons.
Pour cela, une stratégie consiste a augmenter la concentration des cofacteurs qui sont
déficitaires dans certaines pathologies. Une étude a par exemple été réalisée chez des
patients atteints d’encéphalomoypathie causée par un défaut de biosynthese du CoQjo.
La supplémentation orale avec cette coenzyme permet de restaurer I'activité de la chaine

respiratoire. Cette stratégie permet de corriger en partie les symptomes associés a la



pathologie (Rotig et al., 2000; Di Giovanni et al., 2001).

Pour augmenter l'activité de la chaine respiratoire, une autre approche consiste a
améliorer la disponibilité des substrats produits lors du cycle de Krebs (NADH et FADH.).
Le dichloroacétate et la thiamine B sont deux molécules capables d’activer la pyruvate
déshydrogénase. Cette enzyme induit une augmentation du catabolisme du pyruvate et
par conséquent de la quantité de NADH et FADH,. Il a été montré que ces molécules
pouvaient étre efficaces dans le traitement de I|'acidose lactique, fréquemment

rencontrée chez les patients atteints de maladies mitochondriales (El-Hattab et al., 2017).

La thérapie par remplacement des mitochondries est décrite comme la stratégie la plus
efficace pour la prévention de la transmission de maladies associées a des mutations de
I’ADN mitochondrial (Slone et al., 2020). Le remplacement des mitochondries implique en
général le transfert du matériel génétique nucléaire d’un ovocyte ou d’un zygote d’une
mere identifiée comme « a risque », vers une cellule receveuse énuclée possédant des
mitochondries saines. Malgré le potentiel préventif notable de cette stratégie, elle pose
de nombreuses questions éthiques. L’application clinique d’une méthode ou les
conséquences a long terme ne sont pas connues est questionnable, en particulier a cause
de l'incertitude sur le pourcentage d’ADN muté qui persiste aprés la naissance (Adashi et

al., 2021).

Une stratégie émergente consiste a modifier le génome mitochondrial ou nucléaire afin
de corriger directement le défaut ou de prévenir la transmission de la maladie. Selon la
localisation de la mutation responsable de la maladie, les approches doivent étre
adaptées. Les mutations nucléaires (90% des cas) sont des cibles de choix pour les
thérapies géniques par les vecteurs AAVs. De nombreuses études pré-cliniques mettent
en avant le potentiel thérapeutique d’une telle approche dans des modéles murins de
maladies mitochondriales comme le syndrome de Barth (Suzuki-Hatano et al., 2019),
I’ataxie de Friedreich (Perdomini et al., 2014) ou I'encéphalopathie ethylmalonique (Di
Meo et al., 2012).

Dans les cas ou la mutation est présente sur I’ADN mitochondrial, le challenge est double :
(1) la membrane interne limite I'acces a la mitochondriale et il faut donc trouver un moyen
d’apporter le géne d’intérét ou de corriger le défaut dans la matrice et (2) I'hétéroplasmie

de 'ADN mitochondrial implique de trouver des stratégies pour cibler et dégrader



spécifiguement les molécules d’ADN possédant la mutation. Récemment, des vecteurs
AAVs codants pour des nucléases concues pour cliver ADN mitochondrial sur un site
spécifique possédant une mutation ont été développés (ZFNs pour « zinc-finger
nucleases » et mitoTALENs pour « mitochondrially targeted transcription activator-like
effector nucleases ») (Bacman et al., 2018; Gammage et al., 2018). Les souris possédant
une mutation hétéroplasmique sur le géne mitochondrial mt-tRNA%? avec une fréquence
de plus de 50% présentaient suite au traitement une inversion de I’hétéroplasmie au
profit de molécules d’ADN sauvages. Cette stratégie est prometteuse et des études chez
des modeles murins de maladies mitochondriales permettraient d’évaluer la pertinence
thérapeutique de cette stratégie sur des phénotypes pathologiques plus complet. De tels
systémes peuvent également avoir un intérét dans la prévention de la transmission des
maladies mitochondriales. Il a en effet été montré que ces nucléases peuvent modifier le
niveau d’hétéroplasmie dans des ovocytes de souris ou d’humains (Reddy et al., 2015). Le
systéme DdCBEs (pour « DddA-derived cytosine base editors ») est également basé sur
I’édition du génome mitochondrial. Ce systeme permet de corriger les mutations plut6t
gue de cliver les molécules d’ADN. Cette étude révele des résultats prometteurs mais des
recherches supplémentaires doivent étre effectuées pour améliorer la précision de la
correction et trouver des moyens d’acheminement in vivo ou in vitro de ce systeme (Mok
et al., 2020). Si on ne prend pas en compte le niveau d’hétéroplasmie, une autre stratégie
consiste a délivrer une copie sauvage de I'ADN par l'intermédiaire d’un vecteur viral,
comme pour les thérapies géniques des mutations de genes nucléaires. Cependant, cela
nécessite I'introduction du vecteur viral dans la mitochondrie. Dans cette optique, un
vecteur viral codant pour le géne ND4 et dont la capside a été modifiée avec une séquence
d’adressage a la mitochondrie a été développé. Ce dernier a ensuite été injecté chez des
patients atteints de neuropathie optique de Leber associée a une mutation du géne
mitochondrial MT-ND4 (Yu et al., 2012). Les résultats qui ont suivi ont montré une
amélioration partielle de I'acuité visuelle chez certains patients mais une étude clinique
récente n’est pas parvenue a atteindre les critéres principaux d’évaluations (Guy et al.,

2017; Russell et al., 2020).



IV. Le syndrome de Leigh

IV.1. L’épidémiologie et la génétique du syndrome
de Leigh

Décrit pour la premiere fois en 1951 par le psychiatre anglais Denis Archibald Leigh, le SL
ou encéphalomyélopathie nécrosante subaiglie est une maladie mitochondriale
génétique dont la prévalence est aujourd’hui estimée a 1 naissance sur 40000 (Leigh,
1951; Chen et al., 2018). Dans certains cas, la prévalence peut étre supérieure a cause de
I'isolement d’une population et de 'augmentation de la consanguinité. Cela favorise
I’échange de mutations d’un géne associé au SL. C’'est par exemple le cas pour la forme
franco-canadienne du syndrome de Leigh qui a été identifiée dans une population isolée
de la région de Saguenay-Lac-Saint-Jean et pour laquelle la prévalence est estimée a
1/2000 naissance (Morin et al., 1993). Cette forme du SL est causée par une mutation du
géne LRPPRC, codant pour une protéine impliqué dans la traduction de I'ARN

mitochondrial (Sasarman et al., 2015).

Comme pour les autres maladies mitochondriales, le SL peut étre provoqué par une
mutation sur un géne nucléaire ou mitochondrial. Une mutation sur un gene nucléaire est
retrouvée dans environ 75% des cas et peut étre transmise par les deux parents selon un
mode autosomique récessif ou liée au chromosome X. Pour le quart restant, c’est une
mutation de ’ADN mitochondrial qui a été identifiée comme étant a I'origine du SL. Au
total, des mutations sur plus de 75 genes ont été identifiées chez les patients (Lake et al.,
2016). La grande majorité de ces genes sont impliqués dans la structure ou dans la
fonction des protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Chang et al., 2020). Tous
ces genes sont regroupés dans le tableau 1 et sont classés en fonction du déficit engendré
par leur mutation. En ce qui concerne les genes mitochondriaux, 10% des patients
présentent une mutation sur MT-ATP6 qui est indispensable a I'assemblage du complexe
de I'ATP synthase (Ruhoy et al., 2014). Pour les genes nucléaires, SURF1 a été identifié
comme le plus fréqguemment mutés chez les patients atteints du SL. Il code pour une
protéine nécessaire a l'assemblage du complexe IV (Chang et al.,, 2020). Parmi les

mutations des genes associés a un défaut du complexe I, celles du géne nucléaire NDUFS4



codant pour une sous-unité non enzymatique sont les plus fréquentes. Elles représentent

11% des cas et ont été recensées chez 22 patients issus de 18 familles différentes. De

facon singuliére, il a été montré que quasiment tous les patients présentant une mutation

sur le géne NDUFS4 présentaient les mémes symptémes, contrairement aux mutations

sur d’autres génes nucléaires associés au complexe | (Lake et al., 2016; Ortigoza-Escobar

et al.,, 2016).

C’est sur cette base que le modéle murin le plus pertinent a été développé.

Déficits

Génes

Pyruvate déshydrogénase

Complexe |

Complexe Il
Coenzyme Q10

Complexe lll

Complexe IV

Complexe V

Maintenance de I'ADN
mitochondrial

Traduction de I'ADN
mitochondrial

Homéostasie mitochondriale

Biotinidase

PDHA1, PDHB, PDHX, DLAT, DLD, LIPT1, LIAS, TPK1, SLC19A3,
SLC25A19

MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND5, MT-ND6,
NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4,

NDUFS7, NDUFS8, NDUFA1, NDUFA2, NDUFAS, NDUFA10,
NDUFA12, NDUFAF2, NDUFAF5, NDUFAF6, FOXRED1

SDHA, SDHAF1
PDSS2
uQcCRQ, BCS1L, TTC19

MT-CO3, NDUFA4, SURF1, COX10, COX15, SCO2, PET100,
LRPPRC, TACO1, ETHE1

MT-ATP6

FBXL4, POLG, SUCLA2, SUCLG1

MT-TI, MT-TK, MT-TL1, MT-TV, MT-TW, MT-FMT, GTPB3,
TRMU, EARS2, FARS2, IARS2, NARS2, GFM1, GFM2, TSFM,
C12orf65, PNPT1

HIBCH, ECHS1, SERAC1, AIFM1

BTD

Mode de transmission des génes : autosomique récessif, lié au chromosome X, maternel

Tableau 1 : Génes sur lesquels des mutations ont été recensées chez les patients atteints du

Syndrome de Leigh.

Les génes sont associés au déficit qu’une mutation engendre. Le code couleur permet de mettre en
évidence que la majorité des genes sont transmis selon le mode autosomique récessif. (Adapté de

Lake et al., 2016)



IV.2. La physiopathologie et le diagnostic du
syndrome de Leigh

Le SL est une pathologie définie selon trois critéres : (1) une maladie neurodégénérative
présentant des symptomes variables, (2) causée par des déficits mitochondriaux d’origine
génétique et (3) caractérisée par des lésions bilatérales et symétriques dans des régions
spécifiques du SNC (Finsterer, 2008; Bonfante et al., 2016). Dans certains cas, le terme de
« Leigh-like syndrome » peut étre employé lorsque le patient présente une partie

seulement de ces critéres ou que les symptdmes rencontrés sont atypiques.

Les premiéres manifestations du SL apparaissent généralement entre 3 et 12 mois. Cet
age peut toutefois varier. Les formes les plus précoces sont prénatales et les plus tardives
débutent a I'adolescence ou a I’age adulte (Leshinsky-silver et al., 2010). Cependant, 83%
des patients développent le SL avant I’dge de deux ans (Finsterer, 2008). La progression
de la maladie est en général trés rapide avec un déces par arrét respiratoire dans environ
70% des cas (Finsterer, 2008). L’age médian auquel les patients décedent est estimé a 2,4

ans (Sofou et al., 2014).

Les premiers symptomes présentés par les patients sont liés a I'aspect neurodégénératif
de la pathologie. Dans les formes infantiles, les présentations cliniques suivantes sont
généralement retrouvées : une hypotonie musculaire ou une dystonie, des crises
d’épilepsie, une ataxie, des mouvements oculaires anormaux, une respiration irréguliere
et un retard intellectuel (Baertling et al., 2014). La combinaison des symptémes et leur
sévérité sont variables selon le géne muté (Figure 20A). Dans les formes plus tardives les
symptoémes sont plus discrets et atypiques avec par exemple des maux de téte, des
problemes d’équilibre, des vertiges, une surdité. Bien que l'atteinte du SNC soit
prépondérante chez la plupart des patients, le SL est une pathologie multi-systémique.
Les organes périphériques les plus fréquemment touchés sont le cceur qui présente une
hypertrophie (environ 20% des cas) et le foie affecté par une stéatose ou une fibrose
(environ 12% des cas) (Sofou et al., 2014). Dans certains cas, on observe également des
désordres du systéme endocrinien, gastro-intestinal, pulmonaire ou rénal (Ruhoy et al.,
2014). L'étude des manifestations cliniques est souvent la premiére étape du diagnostic

d’un patient atteint du SL. Cependant, plusieurs méthodes de validation sont ensuite



envisagées afin de confirmer ce diagnostic. Apres |'apparition des symptomes, une des
premieres étapes consiste a étudier les antécédents familiaux a la recherche de
consanguinité ou de pathologies similaires. Ensuite, I'utilisation de techniques d’imageries
permet de confirmer que les symptdmes observés sont liés a des atteintes neurologiques
spécifiques. En effet, I'IRM (imagerie par résonance magnétique) de pondération T2
permet de mettre en évidence des zones hyperintenses, de fagon bilatérale et symétrique.
Ces images sont caractéristiques de lésions cérébrales, principalement retrouvées au
niveau des ganglions de la base (Figure 20B). D’autres régions comme le thalamus, le tronc
cérébral et le cervelet peuvent également étre touchées selon les patients. Ces lésions

sont associées a une démyélinisation, une prolifération vasculaire et une réaction gliale.
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Figure 20 : Physiopathologie du syndrome de Leigh.

A : Tableau résumant les symptémes, les atteintes
neurologiques visibles en IRM et les marqueurs
biochimiques associés au 7 principaux groupes de
genes mutés chez les patients atteints du syndrome de
Leigh (adapté de Sofou et al., 2018). B : La présence de
Iésions au niveau des ganglions de la base est révélée
par des signaux hyperintense en IRM T2 (fleches
blanches) et est une caractéristique commune des
patients atteint du syndrome de Leigh (Schubert Baldo
et al., 2020).




L'IRM couplé a la spectrométrie par résonance magnétique permet de mettre en évidence
une augmentation de la concentration en lactate (Saneto et al., 2008). En plus de
I'imagerie, des analyses biochimiques de liquides biologiques peuvent étre effectuées
pour valider le diagnostic. Une acidose lactique ou une augmentation du ratio
lactate/pyruvate dans le sang, I'urine ou le LCR, associés a une augmentation de la
glycolyse, sont des marqueurs typiques des désordres de la chaine respiratoire. On
retrouve aussi communément une augmentation des concentrations en intermédiaires
réactionnels du cycle de Krebs (Baertling et al., 2014). Si le phénotype clinique et
biochimique n’est pas suffisamment révélateur, il est possible d’effectuer une biopsie
musculaire afin de mesurer I'activité de la chaine de phosphorylation oxydative, la
consommation d’oxygéne ou la production d’ATP dans le tissu (Figure 20A). La derniere
étape consiste a identifier le défaut génétique du patient. Si le tableau clinique est
caractéristique d’une mutation déja identifiée, un séquencage direct du géne candidat est
effectuée. Cependant, I'hétérogénéité des symptdmes étant trop importante dans la
grande majorité des cas, d’autres stratégies sont envisagées. Un séquencage complet de
I’ADN mitochondrial est souvent réalisé en premier. Cela permet d’étudier plusieurs génes
candidats en une seule fois. Si aucune mutation n’est identifiée, un séquencage de génes
nucléaires fréquemment mutés est effectué. L’amélioration de I'accessibilité des
techniques de séquencage nouvelle génération permet d’identifier plus rapidement et
plus précisément les mutations. Ces méthodes permettent de séquencer plusieurs génes

en paralléle voire méme tout I'exome (Baertling et al., 2014; Wagner et al., 2019).

L’établissement d’un diagnostic précis peut parfois prendre du temps car cela nécessite
plusieurs étapes de validation jusqu’a l'identification de la mutation. Le diagnostic est
cependant indispensable pour les patients et leur famille car il permet de mettre un nom
sur la maladie, mais également d’adapter la prise en charge thérapeutique le plus t6t

possible.

IV.3. La prise en charge des patients atteints du
syndrome de Leigh

Pour l'instant, il n’existe aucun traitement curatif pour les patients atteints du SL. Les

stratégies thérapeutiques actuelles sont symptomatiques et visent a améliorer la qualité



de vie des patients.

Parmi les prises en charge actuelles, on distingue deux stratégies. La premiére est la
médecine personnalisée. Elle est développée pour les patients présentant une mutation
commune ou affectant la méme protéine mitochondriale. Des agents pharmacologiques
comme la thiamine et la biotine apportent par exemple des effets bénéfiques chez les
patients présentant une mutation du géne SLC19A3 (Haack et al., 2014; Ortigoza-Escobar
et al.,, 2014). Une supplémentation en coenzyme Q10 permet une amélioration des
déficits neurologiques chez les patients présentant un défaut associé a cette coenzyme

(Van Maldergem et al., 2002).

La deuxieme stratégie est communément appelée en anglais « one-size-fits-all ». Cette
approche consiste a prendre en charge les patients de facon plus généralisée,
indépendamment de leur défaut génétique. L'EPI-743, un analogue synthétique du
coenzyme Q10 est un antioxydant qui a par exemple été administré a des patients atteints
du SL et présentant des mutations différentes. Cette molécule améliore le tableau clinique
et la qualité de vie des patients (Martinelli et al., 2012). D’autres agents antioxydants
classiquement utilisés dans d’autres maladies mitochondriales comme I'idébénone sont
maintenant envisagés pour le SL mais il n’existe pas de consensus sur le bénéfice apportés
par ces traitements (Bakare et al., 2021). D’autres molécules peuvent étre utilisées pour
soulager des symptoémes généralement retrouvés chez les patients atteints du SL.
L'acidose et la dystonie peuvent par exemple étre limités par certains agents
pharmacologiques. Des médicaments antiépileptiques peuvent aussi étre délivrés pour

limiter les crises (Rahman et al., 2015).

Un autre aspect concerne la prise en charge psychologique des patients et de leur famille.
La mise en place de soutien psychologique et le développement d’association de patients
sont par exemple des éléments essentiels pour les malades et leur famille (Rahman et al.,

2015).

De maniére général, les options thérapeutiques sont largement limitées a I'amélioration
de certains symptomes mais elles ne ralentissent pas la progression de la pathologie. La
recherche de traitement efficace est notamment ralentie par la difficulté de mettre en
place des essais cliniques dans le cas de pathologies génétiques rares et fatales comme le

SL. En plus du faible nombre de patients présentant la maladie, la diversité des genes et



des voies métaboliques impliquées complique la constitution de groupes expérimentaux
homogenes. De plus, I'interprétation des résultats concernant les effets thérapeutiques
doit étre réalisée avec précaution car on observe des variations dans la présentation des
symptomes au cours de I'évolution du SL (Gerards et al., 2015). Au vu de la sévérité de la
pathologie et du ratio bénéfice risque évalué par les parents des patients, des essais
cliniques de complaisance ont parfois lieu. Une étude montre par exemple que les
symptomes neurologiques d’un enfant atteints du SL étaient améliorés apres
I’administration d’un analogue de la rapamycine (Sage-Schwaede et al., 2019). Les
résultats de ce type d’étude doivent étre confirmés lors d’essais cliniques plus large. Ainsi
il est donc nécessaire de continuer d’effectuer des études pré-cliniques sur des modeles

pertinents du SL afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

IV.4. Les modeles d’étude du syndrome de Leigh

IV.4.a. Les modeles cellulaires et non murins du
syndrome de Leigh

L'utilisation de modeéles cellulaires permet d’évaluer directement la physiopathologie des
patients atteints du SL. De plus, le fait que les cellules puissent étre cultivées et
manipulées en quantité importante permet de pratiquer des criblages d’agents
pharmacologiques. Un modele cellulaire classique consiste a utiliser des cellules
directement issues de biopsie de patients. Des études biochimiques réalisées sur des
cultures de fibroblastes ont par exemple montré que des mutations sur les genes ND6 ou
NDUFS4 conduisent a un défaut d’assemblage du complexe | (Ugalde et al., 2003;
Leshinsky-Silver et al., 2009). Ces modeéles cellulaires sont également pertinents pour
développer des thérapies personnalisées. En effet, les cultures de fibroblastes conservent
la mutation a 'origine du SL ce qui permet d’évaluer I'efficacité d’un traitement pour une
mutation spécifique (Saada, 2011). Cependant, ce type cellulaire ne refléte pas

nécessairement le phénotype pathologique observé dans d’autres tissus.

Pour pallier a cette limitation, des cellules souches pluripotentes reprogrammeées a partir
de fibroblastes de patients atteints du SL ont été développées (Galera et al., 2016; Grace

et al., 2019). Ces modeles apportent la possibilité d’étudier les mécanismes moléculaires



de la pathologie sur une population cellulaire ou tissulaire spécifique. Des études ont par
exemple récemment mis en évidence que ces cellules souches pluripotentes, dérivées de
patients portant une mutation des génes MT-ATP6 SURF1 ou NDUFS4, peuvent étre
dérivées en cellules souches neurales tout en conservant la mutation pathologique et les

défauts biochimiques liés a ces mutations (Lorenz et al., 2017; Inak et al., 2021).

D’autres modeles cellulaires moins spécifiques du SL permettent d’étudier de maniere
plus accessible les dysfonctionnements de la chaine respiratoire. Parmi ces moyens, des
inhibiteurs des différents complexes sont utilisés pour étudier des mécanismes
moléculaires ou pour pratiquer des criblages d’agents thérapeutiques. La roténone, un
inhibiteur du complexe | a par exemple été utilisé pour mimer les défauts génétiques
associés a ce complexe sur des co-cultures de cellules neuronales et gliales (Liu et al., 2017
a). Cette stratégie permet d’étudier les mécanismes a |'origine de I’'accumulation lipidique
et d’évaluer I'effet d’un traitement antioxydant sur ce phénotype. Des inhibiteurs des
complexes lll et IV ont également été utilisés pour identifier des cibles génétiques médiant

I'effet délétere du dysfonctionnement de la chaine respiratoire (Jain et al., 2016).

D’autres modeles basés sur la levure Saccharomyces cerevisiae, le nématode
Caenorhabditis elegans et la drosophile sont également utilisés. La levure est
principalement utilisée pour étudier les mutations sur les génes codant les ARNt
mitochondriaux de par leur homologie avec les formes humaines (Montanari et al., 2008).
Cependant, ces levures ne possédent pas de complexe | ce qui limite leur utilisation en
tant que modele de pathologie affectant celui-ci (Bakare et al., 2021). Caenorhabditis
elegans est un organisme intéressant pour développer des modéles car son génome a été
entierement séquencé et il partage 83% d’homologie avec le génome humain. Ce
nématode a par exemple été utilisé pour créer des modéles du SL en inactivant les
homologues des génes Ndufs1, Ndufs2 et NDUFS4 (Polyak et al., 2018; Maglioni et al.,
2020). Son utilisation est cependant limitée a I'étude des mutations sur des genes
nucléaires car il a été montré que des mutations sur I’ADN mitochondrial de
Caenorhabditis elegans n’induisent pas de phénotype pathologique (Tsang et al., 2003).
Enfin, la drosophile est utilisée pour étudier les désordres cellulaires et moléculaires
induits par des mutations de génes associés au fonctionnement la chaine respiratoire

mitochondriale. Des modeles ont par exemple été générés en inactivant des homologues



des génes SURF1 et Ndufaf6 et NDUFS4 associés au SL (Da-Ré et al., 2014; Liu et al., 2015;
Foriel et al., 2018). lls ont été utilisés pour étudier I'activité de la chaine respiratoire, les
mécanismes de neurodégénérescence et les déficits locomoteurs retrouvés chez les

patients atteints du SL.

Ces modeles d’études permettent d’apporter de nouvelles connaissances sur les
mécanismes pathologiques associés aux désordres mitochondriaux. Cependant, il est
délicat de transposer directement ces conclusions a 'lhomme. Les études pré-cliniques
réalisées sur ces modeles doivent donc étre complétées et confirmées sur des modeles

de mammifeéres.

IV.4.b. La délétion du gene NDUFS4 chez la souris

C’est en 2008 que le modéle murin du SL reproduisant le plus fidélement la pathologie
humaine a été développé par I'équipe de Richard Palmiter (Kruse et al., 2008). Ce modele
est basé sur une délétion du géne NDUFS4 dans tout I'organisme. Ce gene nucléaire est
localisé sur le chromosome 5 chez ’lhumain et 13 chez la souris et code pour la protéine
du méme nom qui présente un haut degré d’homologie entre les 2 especes (figure 21A).
La séquence protéique contient 175 acides aminés dont 42 qui correspondent a la
séquence d’adressage a la mitochondrie. Cette derniéere est éliminée une fois la protéine
importée générant ainsi une protéine de 133 acides aminés (van de Wal et al., 2021). Cette
protéine de 18kDa est une des 45 sous unités du complexe | (figure 21B). Elle n’a pas de
role enzymatique mais semble indispensable aux derniéres étapes d’assemblage du
complexe | (Kahlhofer et al., 2021). Expérimentalement, le modele murin est généré par
délétion de I'exon 2 du gene NDUFS4 qui code pour la fin de la séquence d’adressage
mitochondriale et le début de la séquence codante protéique (figure 21A). Cette délétion
induit un décalage du cadre de lecture empéchant la synthése de la protéine NDUFS4
mature. Les souris hétérozygotes sont indiscernables des souris sauvages mais leur
croisement permet de générer des souris présentant une inactivation du gene sur les deux
alléles (souris NDUFS4 KO). Ces derniéres développent alors une encéphalomyopathie
fatale avec un phénotype pathologique similaire a celui observé chez les patients
présentant des mutations du géne NDUFS4 (Figure 22A et F) (Anderson et al., 2008;
Leshinsky-Silver et al., 2009; Ortigoza-Escobar et al., 2016).



A Mitochondrial targeting sequence (MTS)

HUMAN: MSVV TLWR VAVAALSVS TRSLR RLAQDOTQ

MOUSE: ISVS AMLG MATAAVSEVC SRLLSTSTWKLADNQTRDTQLITVDEKL
Deleted in Ndufs4 KO mouse
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Figure 21 : La séquence humaine et murine de la protéine NDUFS4 et sa localisation dans le
complexe |.

A : Alignement des séquences protéiques humaines et murines de NDUFS4 ainsi que de son signal
d’adressage mitochondrial. En rouge est surlignée la séquence qui est supprimée dans les souris
NDUFS4 KO. Les acides aminés qui différent entre les 2 séquences sont écrits en noir. B:
Représentation de la structure du complexe | établie en cryo-microscopie electronique et mettant
en avant la localisation de la protéine NDUFS4 (adapté de van de Wal et al., 2021).

A partir de 20 jours, les souris NDUFS4 KO perdent leurs poils et sont plus petites que leurs
congéneres hétérozygotes et sauvages (Figure 22B). Autour de 30 jours, elles atteignent
leur poids maximum d’environ 15g. Une hypothermie apparait et leur activité locomotrice
diminue progressivement (Figure 22C et D). A partir de 35 jours, les souris NDUFS4 KO
perdent du poids et leur température corporelle continue de diminuer (figure 22B et C).
Elles perdent progressivement la vue et développent une ataxie sévere. Elles meurent en
moyenne a 50 jours en ayant perdu quasiment toute activité locomotrice (Figure 22A et
D). Au niveau biochimique, I'activité du complexe | mitochondriale est variable selon les
tissus. Elle n’est pas détectable dans le foie et le SNC et est réduite de moitié dans les
muscles squelettiques. Cette diminution de I'activité est associée a une diminution de la
guantité de complexe | dans sa forme intacte qui semble plus importante dans le foie et

le SNC que dans le muscle (Kruse et al., 2008).

Afin d’étudier et de caractériser plus précisément le réle du SNC dans le développement

du phénotype pathologique, la méme équipe a généré un modele murin présentant une



délétion du gene NDUFS4 dans le cerveau (Quintana et al., 2010). Ces souris présentent
le méme phénotype que les souris KO et meurent également a I'age de 50 jours (figure

22F).
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Figure 22 : Présentation du phénotype pathologique des souris NDUFS4 KO.

A : Courbe de survie des souris NDUFS4 KO. B: Courbe de poids des souris sauvages (WT),
hétérozygotes (HET) et NDUFS4 KO (KO) C : Courbe de température des souris sauvages (CT) et
NDUFS4 KO (KO) D : Comparaison du temps avant de tomber du rotarod entre les souris sauvages
et les souris NDUFS4 KO de 16 a 40 jours ou de 41 a 50 jours. E : Comparaison de la réaction gliale
dans le noyau du vestibule des souris sauvages et NDUFS4 KO par immunomarquage Ibal (cellules
microgliales) et GFAP (astrocytes). F : Tableau comparant les principaux phénotypes observés chez
les patients atteints du syndrome de Leigh a cause d’une mutation sur le géne NDUFS4 avec les
modeles murins générés par inactivation constitutive ou spécifique au SNC du géne NDUFS4. (Kruse
et al., 2008 et Quintana et al., 2012).

L’analyse histologique des tissus met en évidence une neurodégénérescence au niveau du
tronc cérébral (noyau du vestibule, olive inférieure), du cervelet (noyau fastigial, vermis)

et du bulbe olfactif. Ces régions présentent également une prolifération vasculaire et une



réaction gliale qui s’accentue au fur et a3 mesure de la progression de la maladie (figure

22E).

L’inactivation du gene NDUFS4 dans des populations neuronales spécifiques a ensuite
permis de mettre en évidence la contribution de chacune d’elles au phénotype |étale des

souris NDUFS4 (Bolea et al., 2019).

L'inactivation spécifique du gene NDUFS4 dans les neurones glutamatergiques ou
GABAergiques induit un retard de croissance et la mort prématurée des souris alors que
I'absence de NDUFS4 dans les neurones cholinergiques conduit a un phénotype
comparable aux souris contréles. La délétion de ce géne dans les neurones
glutamatergiques ou GABAergiques conduit a la mort des animaux a des ages similaires
(70 jours en moyenne) mais les souris ne présentent pas le méme tableau clinique. Dans
le premier cas, la mortalité est associée a des déficits moteurs et une détresse respiratoire
alors que dans le second c’est la répétition de crises d’épilepsie qui conduisait au décés.
L’action concertée de ces populations neuronale conduit au phénotype pathologique
observé chez les souris NDUFS4 KO (Kruse et al., 2008; Quintana et al., 2010). La
contribution des cellules gliales a également été évaluée. En réponse au stress oxydant
provoqué par le dysfonctionnement des mitochondries neuronales, on trouve des
gouttelettes lipidiques dans les astrocytes et les cellules microgliales du noyau du
vestibule et du bulbe olfactif (Liu et al., 2015). Ces gouttelettes sont des bons marqueurs
pathologiques car ils se forment a des stades précoces dans les régions qui seront plus

tard touchées par la neurodégénérescence.

En plus des dommages prépondérants dans le cerveau, I'inactivation du gene NDUFS4
conduit a un phénotype pathologique multi-systémique. Il a été montré que des souris
avec une délétion du gene NDUFS4 dans le cceur présentaient une hypertrophie
ventriculaire (Chouchani et al., 2014). Malgré une diminution de 75% de l'activité du
complexe |, cette délétion n’a pas d’impact sur la longévité des souris si elles ne sont
soumises a aucun stress. Cependant, en cas de gestations répétées ou d’exercices
physiques intensifs, ces souris présentent une augmentation des risques d’arrét cardiaque
(Karamanlidis et al., 2013). D’autres équipes ont montré que la délétion du gene NDUFS4
conduit a la dégénérescence des cellules ganglionnaires de la rétine et la perte de la vision

(Yu et al., 2015; Wang et al., 2020 a). Au niveau métabolique, la délétion du géne NDUFS4



induit une augmentation de la glycolyse au détriment de la B-oxydation provoquant
I'accumulation sanguine d’acides gras et de lactate, des marqueurs pathologiques

également retrouvés en clinique (Baertling et al., 2014; Jin et al., 2014).

Ce modele d’étude récapitule donc en grande partie le tableau clinique présenté par les
patients atteints du SL (figure 22F). De plus, il a permis de mettre en évidence le role
prépondérant du cerveau dans le développement d’une pathologie associée au
dysfonctionnement du complexe | de la chaine respiratoire. Pour ces raisons, les souris
NDUFS4 KO ont largement été utilisées depuis, tant pour étudier les mécanismes a
I'origine du développement de la maladie que pour étudier I'efficacité de différentes

stratégies thérapeutiques.

IV.4.c. Les autres modeles murins du syndrome de
Leigh

D’autres modeles murins du SL ont également été développés afin d’étudier le phénotype
engendré par d’autres mutations et de générer ainsi des modeles de plus en plus fideles

a la pathologie humaine.

Le premier a été développé en 1998 en inactivant constitutivement le géne SOD2 codant
pour la superoxyde dismutase mitochondriale, une enzyme qui catalyse la dégradation
des ERO (Melov et al., 1998). Développé a l'origine comme un modeéle de maladie
neurodégénérative, il présentait des caractéristiques communes avec le SL, tant au niveau
de la pathologie cérébrale (neurodégénérescence dans le tronc cérébral, réaction gliale)
que celle des organes périphériques (hypertrophie cardiaque, accumulation de

gouttelettes lipidiques dans le foie).

Afin d’avoir une meilleure similarité génétique, un modele du SL a ensuite été développé
par inactivation du gene nucléaire SURF1, les défauts du complexes IV étant largement
associés a cette mutation chez les patients (Chang et al., 2020). Malgré un phénotype
présentant une mortalité trés précoce associée a un retard de croissance et une
diminution des performances motrices, I'absence de pathologie cérébrale constitue une

limite a son utilisation (Agostino et al., 2003).



Plus récemment, d’autres modeles murins du SL ont été développés. Tout d’abord par
délétion totale du géne codant pour la protéine PARL (Presenilins-associated rhomboid-
like protein), provoquant un défaut d’activité du complexe Il et une
neurodegénérescence sévere (Spinazzi et al.,, 2019). Ensuite, un autre modéle a été
généré par délétion du gene SDHC codant pour une sous unité du complexe Il de la chaine
respiratoire mais également indispensable au fonctionnement du cycle de Krebs. Cela
conduisait a une létalité précoce et un phénotype de «Leigh-like syndrome » (Al Khazal et
al.,, 2019). Enfin, la délétion du géne NDUFS3 dans les neurones provoque un défaut

d’activité du complexe | et une encéphalopathie fatale a cinqg mois (Peralta et al., 2020).

IV.5. Les approches thérapeutiques pré-cliniques

IV.5.a. Les approches thérapeutiques non génétiques

Les approches thérapeutiques non génétiques visent a développer de nouveaux agents
thérapeutiques ou a évaluer la réponse a des molécules déja utilisées dans d’autres
applications. D’autres stratégies n’impliquent pas d’agents pharmacologiques et
consistent a modifier I'’environnement du sujet. L'effet thérapeutique apporté par ces
approches n’est pas systématiquement médié par une amélioration des fonctions de la

chaine respiratoire.

L'inhibition de la voix mTOR par la rapamycine est la premiere stratégie pré-clinique
pharmacologique a avoir amélioré significativement le phénotype des souris NDUFS4 KO
(Johnson et al., 2013). Une injection intra-péritonéale quotidienne de rapamycine a partir
de 20 jours double I'espérance de vie moyenne (figure 23A) et moins de 25% des animaux
présentent des symptomes sévéres avant leur mort. Ce traitement améliore
significativement les performances motrices, prévient l'inflammation cérébrale et
restaure des taux normaux de lactate, de pyruvate et d’intermédiaires de la glycolyse. Une
délivrance par voie orale a ensuite été mise en place pour permettre un apport plus
constant et linéariser la distribution de la rapamycine dans I'organisme. Un effet dose-
réponse a été mis en évidence lors de cette étude (Johnson et al., 2015). Plusieurs
mécanismes a |'origine des effets thérapeutiques ont été proposés et aucun n’implique

une intervention directe sur la formation, la stabilité ou I'activité du complexe I. Ainsi, la



rapamycine permettrait d’activer la mitophagie, d’économiser I’ATP par inhibition de la
synthése protéique et de diminuer I'activité de la PKC afin de réduire I'inflammation
(Zheng et al., 2016; Civiletto et al.,, 2018; Martin-Perez et al., 2020). Malgré la
démonstration du potentiel thérapeutique de la rapamycine, les doses nécessaires sont
importantes et pourraient provoquer des effets secondaires graves et inévitables chez les

jeunes enfants atteints du SL (Felici et al., 2017).
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Figure 23 : Synthése des résultats de survie obtenus aprés mise en place de stratégies
thérapeutiques non génétiques sur les souris NDUFS4 KO.

A : Courbe de survie des souris NDUFS4 KO aprés injection de rapamycine tous les 2 jours (courbe
rouge) ou tous les jours (courbe verte) (Johnson et al., 2013). B: Courbe de survie aprés
supplémentation en doxycycline dans la nourriture des animaux NDUFS4 KO (dose basse en bleu
et haute en rouge) (Perry et al., 2021). C : Courbe de survie des animaux NDUFS4 KO élevés en
condition hypoxique, normoxique ou hyperoxique (Ferrari et al., 2017). D : Courbe de survie des
animaux NDUFS4 KO élevés en hypoxie modérée et recevant ou non deux injections quotidiennes
du précurseur du NAD* (Grange et al., 2021).

Une étude récente a mis en évidence un effet thérapeutique similaire suite au traitement
des souris NDUFS4 KO avec la doxycycline (Perry et al., 2021) (figure 23B). Cette molécule,
classiquement utilisée comme antibiotique, a été retenue apreés un criblage d’environ

5000 agents pharmacologiques car elle assurait la meilleure prolifération et survie d’un



modele cellulaire de maladie mitochondriale. Ainsi, la doxycycline a été délivrée par voie
orale a des animaux NDUFS4 KO afin d’évaluer son potentiel thérapeutique sur un modele
murin du SL. Ce traitement prévient la mort neuronale et I'accumulation de protéines
inflammatoires dans le cerveau des souris NDUFS54 KO. Ces effets bénéfiques sont associés
a une augmentation de la longévité des souris NDUFS4 KO. Le mécanisme a l'origine de
I'effet thérapeutique n’est pas clairement défini mais la encore il n‘implique pas la
restauration de I'activité du complexe I. L'hypothése principale est que la diminution de
I'activité de traduction mitochondriale par la doxycycline augmente la survie cellulaire et
attenue les processus d’inflammation.

D’autres stratégies pharmacologiques agissant directement sur la chaine respiratoire ou
le cycle de Krebs ont été évaluées. Plusieurs études sur les souris NDUFS4 KO ont par
exemple mis en avant les effets bénéfiques sur la survie et le délai de progression de la
maladie par augmentation de la biodisponibilité du NAD* (Felici et al., 2014; Lee et al.,
2019; McElroy et al., 2020). Une autre approche expérimentée sur les souris NDUFS4 KO
consiste a limiter les conséquences d’'un dysfonctionnement mitochondrial avec des
molécules antioxydantes (Liu et al.,, 2015; De Haas et al.,, 2017). Ces traitements
permettent d’améliorer les performances motrices mais ils ne préviennent pas les lésions

cérébrales et n"augmentent pas la survie des animaux.

Une autre stratégie thérapeutique pré-clinique non génétique a été testée sur les souris
NDUFS4 KO. Elle n’implique pas I'utilisation de molécules pharmacologiques mais consiste
a modifier 'environnement des animaux afin de les placer en condition hypoxique. A
cause des dysfonctionnements de la chaine respiratoire mitochondriale, I'apport d’0O; est
trop important par rapport a sa consommation. Celui-ci s’accumule et induit des effets
toxiques par I'intermédiaire des ERO. L'objectif de cette stratégie est donc d’étudier si la
diminution de la pression en Oz induit un effet thérapeutique. Dans une premiéere étude,
les souris NDUFS4 KO ont été exposées de maniére chronique a un environnement
hypoxique constitué de seulement 11% d’O; (équivalent a une altitude de 4500m). Les
résultats révelent que cette approche prévient le développement du phénotype
pathologique (Jain et al., 2016). Les animaux NDUFS4 KO présentent une croissance
normale et des aptitudes locomotrices comparables a celles des souris contréles. Leur

survie moyenne est de 250 jours soit 5 fois plus que les souris NDUFS4 KO élevées en



condition de normoxie (Ferrari et al., 2017) (figure 23C). Au niveau histologique et
biochimique, les souris NDUFS4 KO en hypoxie présentent peu voire pas de lésions ou
d’inflammation cérébrale et des concentrations sanguines en lactate proches des souris
controles (Jain et al., 2016; Ferrari et al.,, 2017). Le mécanisme a l'origine de I'effet
thérapeutique n’implique aucune restauration de l'activité du complexe I. Une étude
récente suggere que c’est la diminution de la pression en O; qui permet de restaurer le
phénotype pathologique plutot que I'activation de la voie de signalisation cellulaire de
I’hypoxie (Jain et al., 2019 a). D’autres preuves de concept de I'efficacité de la diminution
de I'apport en oxygene ont été apportées comme |’exposition chronique a des faibles
doses de monoxyde de carbone ou la phlébotomie pour provoquer une anémie. (Jain et
al., 2019)

Ces conditions expérimentales sont difficilement reproductibles en clinique. De plus, il a
été montré que des protocoles plus facilement applicable comme I'exposition a des
concentrations intermédiaires en Oz (17%) ou une exposition intermittente a I’hypoxie
n’était pas suffisant pour apporter un effet thérapeutique (Ferrari et al., 2017). Il a
cependant été démontré que la combinaison de plusieurs approches pouvait pallier dans
une certaine mesure a ce probleme. L'exposition a une pression intermédiaire en O,
combinée a la supplémentation en NAD+ permet une amélioration du phénotype
pathologique des souris NDUFS4 KO. Le bénéfice reste cependant moins important qu’en
condition hypoxique avec une survie moyenne de 104 jours (Grange et al., 2021) (figure

23D).

IV.5.b. Les approches thérapeutiques génétiques

Comme pour les autres maladies mitochondriales, la thérapie génique est une stratégie
permettant de corriger de facon durable le défaut primaire a I'origine du SL. Deux
approches ont été expérimentées sur les souris NDUFS4 KO. Elles impliquent toutes les
deux la restauration du géne NDUFS4 par un vecteur AAV mais different par la méthode

et I'age d’injection.

La premiere stratégie a été de procéder a des injections stéréotaxiques dans le noyau du
vestibule, une zone présentant des lésions importantes (Quintana et al., 2012). Un vecteur

AAV1 codant ’ADNc NDUFS4 de souris a ainsi été injecté bilatéralement chez des souris



NDUFS4 KO agées de 21 jours. Ce traitement permet de ralentir I'apparition du phénotype
pathologique et induit une légére augmentation de la durée de vie moyenne des souris
(53 jours pour les souris KO contre 69 pour les souris traitées) (figure 24A). L’analyse
histologique des tissus met en évidence une réduction de la réaction microgliale et des
|ésions tissulaires dans la zone d’injection. Cependant, chez les souris les plus agées, des
|ésions apparaissent dans le striatum et provoquent tout de méme la mort des animaux.
Ce résultat suggere que des lésions se développent plus lentement dans certaines parties
et que la restauration de I'expression du gene dans une plus grande partie du cerveau est

nécessaire pour augmenter la survie des animaux.
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Figure 24 : Synthése des résultats de survie obtenus aprés mise en place de stratégies
thérapeutiques génétiques sur les souris NDUFS4 KO.

A : Comparaison des courbes de survie des animaux NDUFS4 KO (KO) et NDUFS4 KO ayant regus
une injection bilatérale dans le noyau du vestibule, a 21 jours, d’un vecteur viral AAV1 codant
I’ADNc NDUFS4 (AAV-VN-VR) (Quintana et al., 2012). B : Comparaison des courbes de survie des
souris NDUFS4 KO non traitées et NDUFS4 KO ayant regues a leur naissance une injection d’un
vecteur AAV9 codant ’ADNc NDUFS4, a la fois par voie intraveineuse et intracérébroventriculaire.
La courbe bleue correspond a une dose haute en intraveineux et basse en intracérébroventriculaire

et la courbe verte correspond a des doses hautes pour les deux modes d’injection (Di meo et al.,
2017).

La deuxieme stratégie consistait a injecter un vecteur AAV9 codant pour le géne NDUFS4
humain chez des souris NDUFS4 KO durant la période post-natale par différentes voies
d’injection (Di Meo et al. 2017). La premiére voie étudiée a été la circulation sanguine.
Contrairement aux études précédentes démontrant que cette approche permettait au
vecteur AAV9 de transduire les cellules du SNC, aucune expression du transgene n’était
ici retrouvée dans le cerveau. Des quantités importantes de protéine NDUFS4 étaient

cependant présentes dans les muscles squelettiques et le coeur. Cela permettait une



restauration de I'activité du complexe | dans ces organes, toutefois insuffisante pour
prolonger la survie des animaux. Pour améliorer la transduction cérébrale, le vecteur viral
a été injecté dans le LCR. Cette méthode permet une restauration de I’expression du gene
NDUFS4 dans le cerveau mais pas dans les autres organes. Cela permet de restaurer
environ 60% de l'activité du complexe | dans le cerveau. Ce traitement améliore
légerement la coordination motrice mais n’a aucun effet sur la survie des animaux. Dans
le but de restaurer I'expression du géne NDUFS4 dans tout I'organisme, I'injection dans le
LCR a donc été combinée avec une injection intraveineuse. La combinaison des deux
modes d’injections est la seule stratégie permettant une amélioration de I'espérance de
vie médiane des souris NDUFS4 KO (53 jours pour les souris controles contre 86 jours pour
les souris traitées) (figure 24B). La rexpression du géne NDUFS4 dans le cerveau, le cceur
et les muscles squelettiques est associée a la restauration de I'activité du complexe | dans
ces organes. Ce traitement corrige en partie le retard de croissance et améliore la
coordination motrice des souris NDUFS4 KO. L’analyse histologique des régions cérébrales
transduites par le vecteur viral aprés une injection intracérébroventriculaire montre que
le transgéne est exprimé dans le bulbe olfactif et le cervelet mais pas dans le noyau du
vestibule, ni dans le striatum et le thalamus, des régions critiques du SL. Cette étude
suggere donc que pour améliorer la survie des animaux, la délivrance du transgene dans
le SNC doit étre encore plus large. De plus, le fait que seule la combinaison des deux
modes d’injections permette d’augmenter la survie suggére que la restauration du géne

dans les organes périphériques est un facteur impliqué dans I'effet thérapeutique.

Ces études mettent en évidence le potentiel thérapeutique d’une stratégie de thérapie
génique. Néanmoins, les effets limités sur la survie des souris NDUFS4 KO indiquent qu’il
est nécessaire d’utiliser de nouveaux outils afin de restaurer I'expression du transgéne

dans une large partie du cerveau et dans les organes périphériques.



Objectifs

Face a a nécessité de développer des traitements pour les maladies mitochondriales
séveres telles que le SL, les études pré-cliniques permettent d’évaluer le potentiel
thérapeutique de différentes approches. Ainsi, I’objectif de ma these a été de développer
de nouvelles stratégies de thérapie génique sur un modéle murin du SL. Mon hypothése
est qu’une large restauration de I'expression du géne, en particulier dans le cerveau,
permettra d’exercer un effet thérapeutique sur les souris NDUFS4 KO. Un des challenges
majeurs de la thérapie génique pour les pathologies impliquant le SNC est d’acheminer le
transgéne dans de larges régions du cerveau en tenant compte de I'imperméabilité de la
BHE pour les vecteurs viraux. Ainsi, la premiére partie de mon travail consistera a évaluer
la perméabilité de la BHE chez les souris NDUFS4 KO dans le but d’adapter les stratégies
de thérapie génique. La deuxieme partie consistera a restaurer I'expression du gene
NDUFS4 le plus largement possible, en particulier dans le cerveau des souris NDUFS4 KO.
Pour cela, nous utiliserons deux approches, la premiére est d’apporter le transgéne grace
au vecteur AAV-PHP.B. La deuxiéme approche est de permettre a un vecteur AAV9 de
transduire le cerveau grace a la perméabilisation transitoire et réversible de la BHE par les
USF. Si des effets thérapeutiques sont observés, j’étudierai la capacité des mitochondries
a étre échangées entre les cellules, mécanisme qui pourrait participer aux éventuels

bénéfices apportés par la thérapie génique.

Objectif 1:

Le premier objectif de ma thése est d’évaluer la perméabilité de la BHE chez les souris
NDUFS4 KO. Ce parametre n’a en effet jamais été étudié sur des modeles animaux de
maladies mitochondriales sévéres. Or, il a déja été montré que des défauts de
fonctionnement mitochondriaux, en particulier en condition de stress aiglie, peuvent
conduire a une augmentation de perméabilité de la BHE. Ce phénotype doit étre
considéré a la fois d’un point de vue pathologique mais aussi thérapeutique. En effet une
augmentation de la perméabilité de la BHE chez les souris NDUFS4 KO conduirait a adapter

les stratégies thérapeutiques pour acheminer le vecteur viral dans le cerveau. Nous



évaluerons donc la perméabilité de la BHE de ces souris de plusieurs manieres. Tout
d’abord nous étudierons la morphologie des vaisseaux sanguins constituant la BHE.
Ensuite nous évaluerons la perméabilité de la BHE face a un vecteur AAV9 puis face a des
molécules endogénes ou exogénes qui ne sont pas capables de traverser la BHE en

condition physiologique.

Objectif 2 :

Indépendamment des résultats obtenus lors de I'objectif 1, il est important d’évaluer le
potentiel thérapeutique de nouvelles stratégies permettant d’améliorer la délivrance des
vecteurs viraux dans le cerveau. Le deuxiéme objectif sera donc d’étudier si la restauration
du gene défectueux a la fois dans les organes périphériques et dans le cerveau grace au
vecteur AAV-PHP.B permet d’exercer un effet thérapeutique sur les souris NDUFS4 KO.
Nous évaluerons |'effet de cette stratégie sur les phénotypes biochimiques, histologiques,

comportementaux et sur la survie des animaux.

Objectif 3 :

Si le deuxiéme objectif apporte une preuve de concept de I'efficacité de la restauration
du transgene dans le cerveau des souris NDUFS4 KO, le troisieme objectif sera de mettre
au point et d’étudier I'effet d’'une stratégie qui pourrait étre transposée en clinique. Pour
cela nous combinerons l'utilisation d’un vecteur AAV9 avec l'application d’USF pour
perméabiliser transitoirement la BHE. Afin de répondre a cet objectif nous aurons
plusieurs étapes.

La premiére étape sera de déterminer la dose de vecteur viral a injecter. Le but est
d’utiliser une dose permettant une expression du transgene suffisamment forte dans les
organes périphériques en considérant qu’une partie sera redirigée vers le cerveau aprés
application des USF. La deuxieme étape sera de définir les parameétres d’USF permettant
de perméabiliser la BHE sans causer de dommages. Ces parameétres seront déterminés sur
des souris controles et éventuellement ajustés aux souris NDUFS4 KO en fonction des
résultats de I'objectif 1. La derniere étape sera d’étudier I'effet de la thérapie génique sur
les souris NDUFS4 KO en combinant l'injection du vecteur viral AAV9 codant pour le

transgene thérapeutique a I'application des USF selon les parametres déterminés.



Objectif 4 :

Si nous parvenons a mettre en évidence un effet thérapeutique, nous étudierons si le
transfert intercellulaire de mitochondries participe a celui-ci. Il a déja été démontré que
les mitochondries pouvaient étre échangées entre les cellules mais ce mécanisme n’a
jamais été étudié dans un contexte de thérapie génique. Notre hypothese est que ce
transfert pourrait participer a I'effet thérapeutique en complément de celui apporté par
le remplacement du géne. Afin de confirmer cette hypothése, I'objectif sera de mettre en
place un systéme fiable, reproductible et sain permettant d’étudier le transfert de

mitochondries a la fois in vitro et in vivo.



Resultats

|. Etude de la perméabilité de la BHE chez les souris
NDUFS4

|.1. Contexte et résumé de I'étude

Le premier objectif était d’étudier la perméabilité de la BHE chez les souris NDUFS4 KO.
En effet, il a été montré qu’un stress mitochondrial pouvait étre a I'origine d’une
augmentation de la perméabilité de la BHE mais ce phénotype n’a jamais été étudié dans

des modeles animaux de maladies mitochondriales séveres.

Nous avons choisi d’étudier ce phénotype chez les souris NDUFS4 KO car c’est un modele
murin du syndrome de Leigh tres bien caractérisé sur lequel a été testé de nombreuses
stratégies thérapeutiques. D’'un point de vue physiopathologique, l'impact du
dysfonctionnement mitochondrial engendré par cette mutation sur la perméabilité de la
BHE n’a cependant jamais été étudié. D’un point de vue thérapeutique, ce parameétre doit
étre considéré pour deux raisons. Tout d’abord, si des dysfonctionnements de la BHE
existent, cela pourrait étre considéré comme une cible thérapeutique. Ensuite, si la
perméabilité de la BHE est augmentée, cela pourrait faciliter I'accés des traitements au

cerveau.

Nous avons tout d’abord étudié la BHE des souris NDUFS4 KO au niveau anatomique. Pour
cela, nous avons utilisé des marqueurs membranaires des cellules endothéliales. Nous
n’avons pas observé de différence morphologique des vaisseaux sanguins du cerveau

entre les souris NDUFS4 KO et les souris sauvages.

Pour étudier la perméabilité de la BHE au niveau fonctionnel, nous avons tout d’abord
procédé a une injection intraveineuse de vecteur AAV9-CAG-GFP chez des souris NDUFS4
KO et des souris WT. Deux semaines apres l'injection du vecteur, les cerveaux et les foies
ont été prélevés afin d’étudier la distribution du vecteur viral par immunomarquage et

western blot de la GFP. Comme précédemment décrit, celle-ci était exprimée dans le foie



chez les deux génotypes de souris. Dans le cerveau la GFP n’était pas exprimée, ni chez
les souris WT, ni chez les souris NDUFS4 KO. Ce résultat indique qu’a cet age, la BHE des

souris NDUFS4 KO est aussi imperméable que celle des souris WT aux vecteurs AAV9.

Afin d’évaluer la perméabilité de la BHE pour des molécules de taille inférieure, nous
avons utilisé du bleu Evans. Ce colorant forme un complexe d’environ 3,5nm avec
I’'albumine qui ne passe pas la BHE en conditions physiologiques. Ce colorant a été injecté
chez des souris WT et NDUFS4 KO agées d’un mois ainsi que chez des souris WT dgées de
14mois. Ces dernieres ont été utilisées comme contréle positif car il a été montré que le
vieillissement induit une augmentation de la perméabilité de la BHE. 24h apres I'injection,
nous avons prélevé les cerveaux et les foies pour procéder a des mesures
spectrophotométriques et des analyses microscopiques. Contrairement aux résultats
obtenus chez les souris WT agées de 14 mois, nous n’avons pas observé de pénétration

du bleu Evans dans le cerveau des souris WT et NDUFS4 KO agée d’un mois.

Pour évaluer les défauts qui pourraient se manifester a plus long terme, nous avons donc
examiné directement l'albumine endogéne. La localisation de cette molécule a été
évaluée par immunofluorescence et western blot sur les 3 groupes d’animaux. Ces
analyses n’ont pas mis en évidence d’albumine dans les cerveaux des deux génotypes de
souris agées d’'un mois. Ce résultat montre que la BHE des souris NDUFS4 KO est

imperméable a cette molécule.

En conclusion, ces résultats montrent que la perméabilité de la BHE ne semble pas
augmentée chez ce modeéle murin du SL. Cette étude suggére qu’une stratégie de thérapie
génique par remplacement du géne dans tout I'organisme et en particulier dans le

cerveau implique de trouver des moyens pour faire passer le vecteur viral a travers la BHE.
Dans cette étude, j’ai réalisé I'intégralité des expériences.

N.B. Cette partie a été rédigée et mise en page sous forme d’article qui sera soumis avant

la soutenance de ma theése.



|.2. Article 1: Blood brain barrier permeability is not
affected in a mouse model of severe
mitochondrial disease.
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Abstract

The blood brain barrier (BBB) plays an important physiological role in maintaining the
central nervous system (CNS) homeostasis. It allows the selective permeability for nutrient
and neurotransmitter while preventing the entry of neurotoxic agents. This protective
function makes the BBB a major obstacle for gene therapy aimed at delivering a viral vector
from the vascular milieu to the CNS. Impaired BBB permeability was observed in aging,
age-related conditions and several inherited conditions and could be considered as a benefit
in order to facilitate the delivery of therapeutic agents in the brain. In the context of
mitochondrial diseases, integrity of the BBB has never been assessed in a mouse model. In
this study, we examined the anatomical and functionality integrity of the BBB in the
NDUFS§4 KO mouse model of Leigh syndrome, a severe mitochondrial condition. Our
results indicated that BBB integrity was preserved and therefore was unlikely to contribute
to the pathophysiology of Leigh syndrome. Moreover, this suggests that gene therapy
strategies aimed at restoring gene expression in the CNS of NDUFS4 KO mice, and
possibly other models of mitochondrial dysfunction, require specific tools to bypass the

BBB.
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Introduction

The blood brain barrier (BBB) is a semi permeable barrier created by endothelial cells of
the brain vessels establishing an interface between vascular milieu and the central nervous
system. Endothelial cells are supported by pericytes, both surrounded by a continuous, non-
fenestrated basal lamina and astrocytic end-feet. Complex tight junctions between
endothelial cells restrict the paracellular transport and force the molecules to take a
transcellular route. Except small gaseous molecules or small lipophilic agents, the
transcellular traffic requires the presence of specific transport systems, allowing the entry
of nutrients, ions or neurotransmitters. Exchanges are highly regulated in order to maintain
a brain microenvironment appropriate for a proper neuronal function. The BBB also acts
as a protective barrier preventing the entry form blood-circulating neurotoxic and refluxing
many of these agents via ABC energy-dependent efflux transporters (ATP-binding cassette
transporters) (Abbott et al., 2006).

Disruption of the BBB usually results in a higher blood brain vessel permeability and
consequently to an increased vulnerability of the brain parenchyma to toxic endogenous or
exogenous molecules. BBB disruption has been reported in many conditions including
physiological aging or aging-related diseases such as neurodegenerative diseases or
diabetes (Bogush et al., 2017; Sweeney et al., 2018; Yang et al., 2020 a). Besides, recent
studies focused on the BBB integrity in genetic disorders and found BBB breakdown for
instance in Huntington’s disease, X-linked adrenoleukodystrophy, cerebellar ataxia or
genetic induced schizophrenia. (Di Pardo et al., 2017; Lee et al., 2018 a; Duarte Lobo et
al., 2020; Crockett et al., 2021).

In the context of mitochondrial dysfunction, the integrity of the BBB remains elusive.
Mitochondria are responsible for energy metabolism through oxidative phosphorylation
involving the respiratory chain complexes. Several studies showed that pharmacological
inhibition of complex I or III activity in endothelial cells was responsible for an increase in
BBB permeability both in vitro and in vivo (Doll et al., 2015; Alelwani et al., 2020). In
pathological conditions, it has been demonstrated that mitochondrial dysfunction in
endothelial cells was, at least partly, responsible for BBB failure during ischemic stroke or
septic encephalopathy (Doll et al., 2015; Haileselassie et al., 2020). Among the
heterogeneous family of mitochondrial diseases, CoQ10 deficiency has been showed to be
responsible for a severe BBB disruption in an in vitro model (Wainwright et al., 2020). The

increased BBB permeability was associated with a disruption of the tight junction.
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However, the BBB status has never been assessed in a mouse model of inherited
mitochondrial disease.

Therefore, we choose to evaluate the integrity of the BBB in the most commonly studied
Leigh syndrome mouse model, namely the NDUFS4 knock out (KO) mouse (Kruse et al.,
2008; van de Wal et al., 2021). This mouse model is of particular interest because the brain
phenotype is severe and some pathological hallmark such as inflammation or lipid droplet
accumulation could be associated with an increased BBB permeability (Quintana et al.,
2010; Liu et al., 2015; Bolea et al., 2019; Farmer et al., 2020).

In contrast to its pathological consequence, disruption of the BBB can also be considered
as a therapeutic opportunity. It has been estimated that more than 90% of small therapeutic
molecule are not able to cross the BBB (S. Hersh et al., 2016). This include viral vectors
used in gene replacement strategies for CNS disorders (Liu et al., 2021 a). Thus, an
increased permeability of the BBB could be a benefit in order to facilitate the entry of
therapeutic agents inside the brain. Several pre-clinical studies based on small molecule
have been tested and showed remarkable therapeutic effect in NDUFS4 KO mice (Johnson
et al., 2013; Grange et al., 2021; Perry et al., 2021). However, conflicting results exists in
the literature regarding the ability of theses compound to cross the BBB (Banerjee et al.,
2011; Zhang et al., 2014). Thus, we wondered whether their therapeutic effects were
facilitated by an increased in BBB permeability that allowed them to penetrate the brain.
Other studies developed gene replacement strategy to reinstate NDUFS4 gene expression
in NDUFS4 KO mice (Quintana et al., 2012; Di Meo et al., 2017; Reynaud-Dulaurier et al.,
2020; Silva-Pinheiro et al., 2020). All of them used different method to bypass the BBB in
order to restore gene expression in the brain. However, they did not check the BBB
integrity. Depending on this phenotype, we could hypothesize that the therapeutic strategy
could be adapted in NDUFS4 KO mice and in other severe mitochondrial diseases.

In this study, we first assessed the morphology of the blood vessels that constitutes the
BBB. Then, we evaluated the BBB permeability for molecules of different size. We first
studied the BBB permeability for AAV vector. Then we performed an analysis of smaller
exogenous and endogenous markers of BBB integrity. Our results showed that NDUFS4
KO mice BBB was not impaired, suggesting that this phenotype do not to contribute to the
pathophysiology of Leigh syndrome at the age of one month. This study also supports the

relevance of strategies allowing therapeutic agents to cross the BBB.
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Material and methods

Animals

NDUF§4 heterozygous mice were obtained from the Jackson Laboratories (stock number
27058) and bred to produce NDUFS4-KO offsprings. Mice were genotyped at 2 weeks of
age using the protocol from Jackson Laboratories and the following primers: wild-type
forward: AGTCAGCAACATTTTGGCAGT, common:
GAGCTTGCCTAGGAGGAGGT, mutant forward: AGGGGACTGGACTAACAGCA.
In order to provide warmth and social interaction, NDUFS4-KO mice were housed with a
minimum of one control littermate. Water bottles with long tip and food on the bottom of
the cage were provided for each cage containing KO mice so that access to food and water
was not a limiting factor for survival. Mice were observed every other day and euthanized
if they showed a 20% loss in maximum body weight, lethargic behaviour, or were found
prostate or unconscious. All experimental procedures were reviewed and approved by the
French ministry of higher education, research and innovation (APAFIS#32148-
2021052010141059 v4) in accordance with the law on animal experimentation (article

R.214-87 to R.214-126) and the ARRIVE guidelines.

Evans blue assay

One-month-old NDUFS4 KO mice, aged-matched littermates and 14-months old WT mice
were anesthetized with isoflurane (3% for control mice and 0.5% for NDUFS4-KO mice
due to their hypersensitivity (Quintana et al., 2012)). Evans blue was prepared as 4%
solution in PBS and was injected as a single bolus dose of 2ml/kg via the retro-orbital sinus.
After 24h hours, mice were deeply anesthetized by intra-peritoneal injection of
pentobarbital (1 ml/kg) and transcardially perfused through the ascending aorta with PBS

and tissues were processed for histological and biochemical analyses.

Histological analysis of Evans Blue distribution

One brain hemisphere and one lobe of the liver were post-fixed in 4% paraformaldehyde
(in PBS) during 5 days and cryoprotected overnight in 30% sucrose (in PBS). Then, they
were embedded in OCT and cut on a cryostat (Thermo Fisher Scientific CryoStar NX50).
Brains were cut as 35um thick sections and collected in an antifreeze solution. Livers were
cut as 12pum thick sections and directly mounted on Superfrost slides (Thermo Fisher

Scientific). Nuclei were stained with DAPI (5 pg/mL in PBS) (Invitrogen) for 5 minutes
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before being rinsed five times with PBS. Sections were coverslipped using the Dako

fluorescent mounting medium (DAKO, Agilent).

Analysis of Evans Blue content by spectroscopy

The protocol was adapted from (Wang et al., 2014). One other brain hemisphere and one
liver lobe were weighed and incubated in 50% trichloroacetic acid (at 1:4 weight-volume
ratio) overnight under agitation to extract Evans Blue from tissues. The samples were
centrifuged for 30 minutes at 10,000 rpm to pellet the tissue and supernatants were collected
in separate tubes. Absorption of the supernatant was measured at a wavelength of 620 nm

using a PHER Astar FS plate reader (BMG LABTECH).

Adeno-associated viral vector production, titration and injection

HEK293T cells grown in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% penicillin-
streptomycin were triple transfected with pHelper (#240071, Agilent Technologies),
pAAV-CAG-GFP (a gift from Edward Boyden, catalog number 37825, Addgene,
Watertown, MA, USA), and pAAV2/9n (a gift from James M. Wilson, catalog number
112865, Addgene, Watertown, MA, USA) plasmids using polyethylenimine (Polyscience
Inc., #23966, pH=7.0). After 72h, media and cells were collected and processed separately.
Cells were lysed in a hypotonic buffer and nuclei were pelleted by centrifugation. Nuclear
pellet was lysed and genomic DNA was degraded through sonication followed by
incubation with DNAse (1UI/uL) and RNase (1mg/mL). Media was filter in a Stericup
0.22um PES membrane and AAV particles were precipitated with polyethylene glycol
8000 and collected by centrifugation. AAV vector from media and cells were then purified
using discontinuous iodixanol gradient ultracentrifugation. Viral particles were collected
using a syringe attached to a 22G needle to pierce into the centrifugation tube between the
40% and 60% layers. The viral vector solution was then washed in PBS and concentrated
using a Millipore Amicon Ultra filter unit (#UFC910008, 100kD).

For the titration, all extra-viral DNA was removed by digestion with DNase I (1unit/pL).
Then, the viral DNA was released by lysis with 2M NaOH. RT-qPCR was performed using
the SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA) and primers
against the  ITRs (Forward: GACCTTTGGTCGCCCGGCCT;  Reverse:
GAGTTGGCCACTCCCTCTCTGC). The extracted viral DNA and a serial dilution of a
viral plasmid containing ITRs as a standard were measured using the CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System and the CFX Maestro Software (Bio-Rad, Hercules, CA). To
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obtain the final concentration of the viral solution (expressed in vg (viral genome)/mL), the
CT value of viral genome copies were calculated using the standard curve. The titer of the

AAV9-CAG-GFP (AAV9-GFP) was 6,11.10'* vg/mL.

Adeno-associated viral vector injection

At 4 weeks of age, NDUFS4-KO mice and control littermates were anesthetized with
isoflurane as described above. Mice received an intravenous injection of the AAV9-GFP
viral vector at a dose of 5.10'3 vg/kg (in PBS) through the retro-orbital sinus. Two weeks

after this procedure, animals were sacrificed for histological and biochemical analyses.

Tissue staining

Mice were deeply anesthetized by intra-peritoneal injection of pentobarbital (1 ml/kg) and
transcardially perfused through the ascending aorta with PBS and then with 4%
paraformaldehyde diluted in PBS. Tissues were dissected and post-fixed during 24 hours
at 4°C in 4% paraformaldehyde. Tissues were cryoprotected overnight in 30% sucrose (in
PBS) before being embedded in OCT and cut on a cryostat (Thermo Fisher Scientific
CryoStar NX50). Brains were cut as 35pum thick sections and collected in an antifreeze
solution. Livers were cut as 12um thick sections and directly mounted on Superfrost slides
(Thermo Fisher Scientific).

Immunohistological staining was performed as previously described (Reynaud Dulaurier
et al., 2020). Sections were rinsed in PBS before being incubated for 1 hour in PBS
containing 10% normal goat serum and 0.25% Triton X-100. Tissues were then incubated
overnight at room temperature in the same solution containing one of the following primary
antibodies: anti-GFP (chicken, 1:2000, Abcam, #ab13970), anti-albumin (chicken, 1:1000,
Abcam, #ab106582), anti-podocalyxin (goat, 1:1500, R&D Systems, AF1556) and anti-
CD31 (goat, 1:500, R&D Systems, AF3628).

Sections were then washed three times in PBS and incubated in secondary antibodies
coupled to Alexa 488 or Alexa 568 (1:300, Molecular Probes, Invitrogen) diluted in the
blocking solution for 2 hours at room temperature. Sections were rinsed again and nuclei
were stained with DAPI (5 pg/mL in PBS) (Invitrogen) for 5 minutes before being rinsed

five times in PBS. Section were coverslipped using the Dako mounting medium (Agilent).

Microscopy
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Images of the anatomical staining of the blood vessel were captured at 20-X objective
magnification using the LSM 710 confocal microscope (Zeiss). All the other images were

captured at 20X objective magnification using an AxioScan.Z1 slide scanner (Zeiss).

Western blotting

Tissues were homogenized in a lysis buffer (150mM NaCl, 25mM Tris-HCI (pH 7.4),
0,5%, Triton X-100, 0,5mM EDTA) and western blot analysis was performed as previously
described (Reynaud Dulaurier et al, 2020). Protein concentration was measured using the
Bio-Rad Dc protein assay. 10pug of protein were boiled at 95°C for 5 minutes in Laemmli
buffer (Bio-Rad), separated on a SDS-PAGE gel and then electrotransfered (100V, 1 hour)
on a PVDF membrane (pore size: 0,45uM) (Millipore). After blocking for 1 hour in Tris-
buffered saline with 0.1% Tween-20 (TBS-T) and 5% non-fat dry milk, membranes were
incubated overnight at 4°C with one of the following primary antibodies: GFP (chicken,
1:2000, Abcam, #ab290), calnexin (Rabbit, 1:5000, Enzo Life Science, ADI-SPA-860) or
albumin (chicken, 1:1000, Abcam, #ab106582). After washing for 30 minutes in TBS-T,
membranes were incubated for 1 hour at room temperature with a HRP-conjugated
secondary antibody (1:1000, Promega). Protein expression was revealed using the Clarity
kit (Bio-Rad). Luminescence signal was detected using the ChemiDoc MP (Bio-Rad) and

images were analysed with ImagelJ software.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using the GraphPad Prism software (version 8). One-
way ANOVA test with Tukey’s multiple comparison test were performed to analyse the
difference between experimental groups. The data were collected and processed in a
blinded manner. No statistical methods were used to predetermine sample size, but our
sample sizes are similar to those generally employed in the field. All values are presented

as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical significance was set at P<0.05.

Data availability
All the data and reagents (if not commercially available) that support the findings of this

study are available from the corresponding author upon reasonable request.
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Results

Anatomical analysis of the BBB in NDUFS4 KO and WT mouse.

We first studied the morphology of the brain blood vessels of 1-month-old WT and
NDUFS4 KO mice. The study was performed with 1-month-old NDUFS4 KO mice because
preclinical gene therapy strategies were initiated at that age (Reynaud-Dulaurier et al.,
2020; Silva-Pinheiro et al., 2020). Moreover, NDUFS4 KO mice already developed an
advanced pathology at 30 days (Kruse et al., 2008). We first performed immunostaining on
sagittal brain slices of WT and NDUFS4 KO mice. Brain slices were stained for
podocalyxin and CD31, two membrane protein expressed by the endothelial cells and used
in combination to study the brain vasculature (Kirst et al., 2020). Qualitative analysis of
microscopic images showed no morphological difference between WT and NDUFS4 KO
mice either for podocalyxin or for CD31 (figure 1). This result showed that the BBB of
adults NDUFS4 KO mice was intact from a morphological point of view.

WT

Ndufs4 KO

Figure 1: Morphological comparison of the blood vessels in brain slices between WT and
NDUFS4 KO mice.

Representative microscopy images of WT or NDUFS4 KO brain slices stained for podocalyxin
or CD3L1. Scale bar: 100uM.
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Analysis of BBB permeability for AAV9 vector in adults VNDUFS4 KO and WT mice.

Then, we wanted to evaluate the permeability of the BBB in NDUFS4 KO mice for
molecules of different size. To study this phenotype, we first assessed the ability of an AAV
vector to cross the BBB of adult NDUFS4 KO mice. Previous study using neonate
intravenous injection of AAV9 vector to reinstate NDUFS4 expression showed that the
transgene was not expressed in the brain (D1 Meo et al., 2017). However, BBB permeability
for AAV9 vector in adult NDUFS4 KO mice has never been assessed. Thus, we performed
an intravenous injection of AAV9-GFP vector in 1-month-old WT and NDUFS4 KO mice.
2 weeks after the injection, mice were euthanized and brains and livers were collected.
Histological and western blot analysis of the liver showed that GFP was widely expressed
in this organ for both genotypes (figure 2B and D). This results confirm that the injections
were performed correctly and that the viral vector is functional. Histological analysis of
brain slices showed that GFP was not expressed in the brain of WT and NDUFS4 KO mice
(figure 2A). This result was confirmed by the western blot showing that GFP was not
detected in both genotypes (figure 2C). Together, these results showed that AAV9 vector
was not able to transduce the brain at this dose both in WT and in NDUFS4 KO adult mice.

Evaluation of the BBB permeability of NDUFS4 KO mice for small and endogenous
molecules.

Because of the large size of viral vectors (around 25um), we could not conclude that the
integrity of the BBB was fully maintained in NDUFS4 KO mice. In order to assess the BBB
permeability for smaller molecule, we first used Evans blue, a small dye with a strong
affinity for albumin, a plasma protein of 66kDa, that do not cross the BBB in physiological
condition and that is commonly used to assess vascular leakage in the brain (Wick et al.,
2018). Evans blue has been injected intravenously in 1-month-old WT and NDUFS4 KO
mice and in 14-month-old WT mice. These latter mice were used as positive control for
Evans blue extravasation in the brain because it has been shown that BBB permeability is
increased in aged mice (Senatorov et al., 2019; Yang et al., 2020 a). To allow an uniform
blood distribution of the Evans blue and to visualize vascular leakage, mice were
euthanized 24h after the injection. Brains and livers were collected (figure 3A) to evaluate
the Evans blue penetrance by spectrophotometry and microscopy. Quantitative analysis of
the absorbance in brain samples showed no difference between NDUFS4 KO mice and

aged-matched littermates (0,049 + 0,002 and 0,053 + 0,003 respectively) while the
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Figure 2. GFP expression in the brain and liver two weeks after intravenous injection of an
AAVI-GFP vector in I-month-old WT or NDUFS4-KO mice.

(A) Scanning microscope image of a representative sagittal section from WT and NDUFS4 KO
mice brain showing the absence of GFP (green) expression and stained with DAPI (blue). Scale
bar: 2mm. Right panel shows an enlargement of olfactory bulb (OB), hippocampus (Hyp) and
vestibular nuclei (VN). Scale bar: 200uM. (B) Scanning microscope image of a representative
liver section from WT and NDUFS4 KO mice showing the expression of GFP (green) and
stained with DAPI (blue). Scale bar: 2mm. Right panel shows an enlargement of a
representative area of the section. Scale bar: 200uM. (C) Western blots showing the expression
level of GFP and calnexin in the brains of WT and NDUFS4 KO mice. (D) Western blots
showing the expression level of GFP and calnexin in the liver of WT and NDUFS4 KO mice.

absorbance was significantly increased in 14-month-old WT mice (0,068 £ 0,003, *P <
0,05) (figure 3B). Measurement of the absorbance in the liver as a control of the injection
showed that Evans blue levels were constant between the three groups (figure 3B). To
assess Evans blue localization we performed a microscopy analysis. Evans blue
fluorescence was detected in the liver for the three groups (figure 4B). In the brain, Evans
blue was detected only in 14-month-old mice (figure 4A), especially in the olfactory bulb,

the hippocampus and the brainstem. Together these results showed that after 24h, Evans
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blue is not detected in the brain of NDUFS4 KO mice. Considering the strong affinity of
this dye for albumin, this suggests that the BBB impermeability for this blood protein is

maintained, at least after 24h.

A B
Brains
0.10
— - .
2 E 0.8
o o
S ?
s -y
s 0064 oo, -
(%) —‘-o
c [+]
S 004 - %
)
3
S 0.02-
0.00
@] WT KO wWT
A4 (14mo)
Livers
0.4+
]
= (]
§ 0.3
& ° ?
e T I 7
—_ [ &
o g8 o4 M1 |4,
£ g o0
<t o
‘_' ‘g 0.1"
S <
—
; 0.0
wWT KO wT
(14mo)

Figure 3: Quantification of Evans Blue extravasation after intravenous injection.

(A) Representative pictures of WT, NDUFS4 KO and 14-month-old WT mice (left panel) and
their organs of interest (middle panel) 24h after intravenous injection of Evans Blue.
Representative pictures of the organs of interest (right panel), before (up) and 24h after
incubation with trichloroacetic acid (below) for the extraction of Evans Blue from tissues. (B)
Absorbance measurement at 620 nm of Evans Blue extracted from WT (n=5), NDUFS4 KO
(n=5) and 14-month-old WT (n=2) brains and livers (¥*p<0,05 One-way ANOVA, Tukey’s
multiple comparison test).

In order to evaluate the BBB leakage that may manifest over a longer timescale, we directly
investigated the extravasation of endogenous albumin. This strategy makes it possible to
assess the BBB permeability since the birth of NDUFS4 KO mice. Immunostaining for
albumin showed that this protein was not detected in the brain of 1-month WT and NDUF'S4
KO mice unlike what is observed in 14-month-old mice. In the brain of the latter, albumin
was mainly located in the three regions in which Evans blue was also detected (figure 4A

and SA). Western blot analysis confirmed the absence of albumin in young adult mice brain
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Figure 4: Fluorescence visualization of Evans Blue extravasation.

(A) Scanning microscope image of a representative sagittal section from WT, NDUFS4 KO and
14-month-old WT mice brain stained with DAPI (blue) and imaged at 650nm excitation/670nm
emission to detect Evans Blue fluorescence (pink) after intravenous injection of Evans Blue.
Scale bar: 2 mm. Right panel shows an enlargement of olfactory bulb (OB), hippocampus (Hyp)
and vestibular nuclei (VN). Scale bar: 200uM. (B) Scanning microscope image of a
representative liver section from WT, NDUFS4 KO and 14-month-old WT mice stained with
DAPI (blue) and imaged at 650nm excitation/670nm emission to detect Evans Blue
fluorescence (pink) after intravenous injection of Evans Blue. Scale bar: 2 mm. Right panel
shows an enlargement of a representative area of the section. Scale bar: 200uM

for the two genotypes. However, the amount of albumin in 14-month old-mice brain was
likely too low to be detected in western blot. We could also hypothesize that the
experimental setup was not optimized for the detection of this protein (figure SC). Analysis
of albumin expression in the liver, the organ that synthesizes this protein, shows that it was
widely expressed in the three groups (figure SB and D). Thus, these results showed that
BBB of NDUFS4 KO mice at 1 month of age is impermeable to this endogenous molecule.
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Figure 4: Endogenous albumin quantification and localization.

(A) Scanning microscope image of a representative sagittal section from WT, NDUFS4 KO and
14-month-old WT mice brain showing the expression of albumin (red) and stained with DAPI
(blue). Scale bar: 2mm. Right panel shows an enlargement of olfactory bulb (OB), hippocampus
(Hyp) and vestibular nuclei (VN). Scale bar: 200uM. (B) Scanning microscope image of a
representative liver section from WT, NDUFS4 KO and 14-month-old WT mice showing the
expression of albumin (red) and stained with DAPI (blue). Scale bar: 2mm. Right panel shows
an enlargement of a representative area of the section. Scale bar: 200uM. (C) Western blots
showing the expression level of albumin and calnexin in the brains of WI, NDUFS4 KO and
14-month-old WT mice. (D) Western blots showing the expression level of albumin and calnexin
in the liver of WT, NDUFS4 KO and 14-month-old WT mice.
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Discussion

The increase in BBB permeability is a pathological phenotype found in many CNS-related
conditions but it has never been assessed in the context of severe mitochondrial diseases
(Sweeney et al., 2018). We found that the BBB of 1-month old NDUFS4 KO mice was
anatomically similar to that of WT littermate. We also showed that an intravenous delivery
of an AAV9 vector was not able to transduce the brain parenchyma at this age. Finally, our
results indicated that Evans blue and albumin, two markers of BBB integrity, were not able

to cross the BBB of NDUFS4 KO mice.

While many studies used Evans blue or other exogenous tracer to evaluate BBB integrity,
we thought that it was important to check its permeability for endogenous plasma protein.
Evans blue is useful to detect BBB disruption following acute injury but the detection of
endogenous plasma proteins is better to assess abnormal passage over a longer period of
time (Doll et al., 2015; Saunders et al., 2015; Yang et al., 2020 a). Our data showed that
the impermeability of the BBB in NDUFS4 KO mice is sufficient to prevent the entry of
endogenous albumin. Consistent with previous report, we found clusters of albumin in the
brain of healthy older mice (Senatorov et al., 2019; Yang et al., 2020 a). However, we were
not able to detect albumin in the brain of these mice in our western blot experiment. The
small amount of protein can explain this result and several technical options can be
considered to ameliorate the detection. First, we could perform the experiment with
samples isolated from brain regions where albumin is enriched such as the olfactory bulb
or the hippocampus. Second, we could adapt the western blot protocol by increasing the
amount of protein loaded, by changing the primary antibody or by improving the
chemiluminescent detection or change for another way of visualization (i.e. by

fluorescence).

We wanted to evaluate the BBB integrity of NDUFS4 mice for two reasons. First of all, an
extensive characterization of the pathological phenotype of NDUFS4 KO mice have been
made, especially in the brain, but the BBB state has never been assessed (Kruse et al., 2008;
Quintana et al., 2010; Bolea et al., 2019; Johnson et al., 2020). The second reason that
prompt us to assess the BBB integrity was therapeutic. It was important to evaluate this
phenotype to potentially adapt future therapeutic interventions. In this study, we found that
the mitochondrial dysfunction induced by NDUFS4 deletion was not responsible for BBB
disruption. Thus, brain inflammation and lactate accumulation that are pathological

hallmarks of NDUFS4 KO mice do not seem to be induced by an increased in BBB
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permeability (Quintana et al., 2010; Johnson et al., 2020). Interestingly, these results are in
contrast with previous studies showing that complex I inhibition with pharmacological
compounds was responsible for BBB disruption (Doll et al., 2015; Alelwani et al., 2020).
We hypothesize that the residual activity of complex I in NDUFS4 KO mice is sufficient
to maintain the BBB integrity (van de Wal et al., 2021). Contrary to other studies using in
vivo model of stroke or septis, our data suggests that mitochondrial dysfunction caused by
a genetic alteration responsible for a severe pathology is not responsible for BBB

impairment (Doll et al., 2015; Haileselassie et al., 2020).

From a therapeutic view, our study showed that previous gene replacement studies that
used strategies to overcome the limited capacity of AAV vectors to cross the BBB were
coherent (Quintana et al., 2012; Di Meo et al., 2017; Reynaud-Dulaurier et al., 2020; Silva-
Pinheiro et al., 2020). The maintenance of BBB integrity in NDUFS4 KO mice must also
be considered for the pharmacological strategies. Previous studies have shown therapeutic
effect with compound that do not seem to cross efficiently the BBB such as rapamycine or
tetracycline (Johnson et al., 2013; Zhang et al., 2014; Perry et al., 2021). Thus, we could
wonder whether the benefits could be increased by facilitating the brain entry of these

drugs.

It is important to point out that our study explored the integrity of the BBB in 1-month-old
NDUFS4 KO mice and we cannot exclude that BBB dysfunction could occur at latter stages
of the disease. Interestingly, Evans blue and albumin were detected in 14 month-old mice
in brain regions that are mainly affected by inflammation and neurodegeneration in
NDUFS4 KO mice (i.e. olfactory bulb and vestibular nucleus) (Quintana et al., 2012). Thus,
we could hypothesize that NDUFS4 KO mice would have later developed a BBB
dysfunction in these regions, as accelerated aging process induced by mitochondrial
dysfunction. For the therapeutic strategies, even if BBB permeability was impaired after
this age, it seems too late to start a treatment given the advanced progression of the

pathology and the short life expectancy of these mice.

To confirm that BBB permeability is not increased in mitochondrial diseases, it could be
interesting to evaluate this phenotype in animal models presenting mutations in other gene
involved in the respiratory chain. CoQ1o deficient mice could be good candidates as it has
been shown that BBB was disrupted in cultured brain endothelial cells treated with an

inhibitor of CoQ1o biosynthesis (Wainwright et al., 2020).
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Overall, our study suggests that BBB permeability is not impaired in this mouse model of
a severe mitochondrial disease. The generalization of this conclusion need confirmation in
other Leigh syndrome mutations and models of mitochondrial diseases (Agostino et al.,
2003; Al Khazal et al., 2019). This study also supports the necessity to find strategies
allowing therapeutic agents to cross the BBB in order to treat the pathological phenotype

in the brain.
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Il.Etude de [l'effet d'une thérapie geénique par
remplacement du gene NDUFS4 grace au vecteur
AAV-PHP.B dans un modele murin du syndrome de
Leigh

I1.1. Contexte et résumé de I'étude

Le second objectif de ma thése était d’étudier I'effet d’'une thérapie génique par
remplacement du géne NDUFS4 le plus largement possible chez les souris NDUFS4 KO. La
diffusion limitée des vecteurs viraux a travers la BHE et les résultats obtenus lors des
précédentes études pré-cliniques de thérapies géniques sur ce modele murin ont conduit
a étudier l'effet de nouvelles stratégies permettant d’acheminer efficacement un
transgéne dans le cerveau. Pour cette étude, nous avons donc utilisé un vecteur AAV-
PHP.B qui est capable de transduire le SNC aprés une injection intraveineuse afin de
remplacer le ggéne NDUFS4 chez des souris NDUFS4 KO. Les résultats obtenus lors de cette
étude ont été publiés dans la revue Brain en 2020. A la suite de ces travaux, un article
d’opinion a été publié dans la revue Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. Une

copie de cet article est disponible en annexe a la page 195.

Lors de cette étude, nous avons tout d’abord vérifié que le vecteur AAV-PHP.B permettait
une large restauration de I'expression du géne, en particulier dans le cerveau, chez les
souris NDUFS4 KO. Suite a cette validation, nous avons mis en place la stratégie de
thérapie génique en injectant un vecteur AAV-PHP.B codant 'ADNc NDUFS4 sous le
contréle d’un promoteur ubiquitaire CMV (cytomegalovirus)-CBA (chicken B-actin) chez
des souris NDUFS4 KO d’un mois. Nous avons ensuite évalué |'effet de ce traitement en
suivant [|’évolution de parameétres vitaux, comportementaux, histologiques et
biochimiques et en les comparant avec des souris contrbles et des souris NDUFS4 KO
ayant recues a I’age d’'un mois une injection d’un vecteur AAV-PHP.B codant pour la GFP

sous le contrdle du méme promoteur.

Nous avons montré que l'injection du vecteur AAV-PHP.B-NDUFS4 permettait un
remplacement du gene NDUFS4 dans plusieurs organes dont le cerveau. Cela permettait

la restauration du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale et une
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augmentation de son activité. La survie des souris NDUFS4 KO traitées avec ce vecteur
viral était augmentée et leur parameétres vitaux (poids/température) étaient comparables
a ceux des contréles. Au niveau comportemental, la restauration de I'expression du gene
NDUFS4 permettait une amélioration de tous les parameétres étudiés qui persistait au
cours de la vie. Une analyse histologique des tissus a mis en évidence que ce traitement
corrigeait la pathologie cérébrale. Dans I'ceil, la restauration de I'expression du géene
NDUFS4 protégeait les cellules ganglionnaires de la rétine. L'hypertrophie cardiaque
observée chez les souris NDUFS4 KO était également corrigée apres l'injection du vecteur

AAV-PHP.B-NDUFS4.

Dans cette étude, j’ai pris en charge les analyses de certains tests comportementaux
(redressement, activité), j’ai contribué aux coupes et immunomarquages des cerveaux et
aux western blot sur ce tissu. J'ai participé aux coupes et marquages des coupes de coeurs
ainsi qu’a 'analyse de l'aire des cardiomyocytes. Enfin j’ai pris en charge une partie des
expériences demandées par les reviewers apres la soumission de |’article dans le journal
Brain. Ces travaux ont été initiés par le Dr Michaél Decressac au « Telethon Institut of
Genetics and Medicine » a Naples en collaboration avec I'équipe du professeur Enrico
Maria Surace située dans le méme institut. Cette équipe a réalisé les enregistrements
électrorétinographiques. Ces travaux ont également été réalisés en collaboration avec le
Dr Giorgia Benegiamo de I’équipe du professeur Johan Auwerx qui dirige le « Laboratory
for Integrative and Systems Physiology » a I’'Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne.
Cette équipe a réalisé les expériences d’évaluation de la quantité et de I'activité des
complexes de la chaine respiratoire ainsi que les mesures de la concentration en ATP et

du stress oxydant.
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1I.2. Article 2: Gene replacement therapy provides
benefit in an adult mouse model of Leigh
syndrome.
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Gene replacement therapy provides benefit in
an adult mouse model of Leigh syndrome
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Mutations in nuclear-encoded mitochondrial genes are responsible for a broad spectrum of disorders among which Leigh syndrome
is the most common in infancy. No effective therapies are available for this severe disease mainly because of the limited capabilities
of the standard adeno-associated viral (AAV) vectors to transduce both peripheral organs and the CNS when injected systemically
in adults. Here, we used the brain-penetrating AAV-PHP.B vector to reinstate gene expression in the Ndufs4 knockout mouse
model of Leigh syndrome. Intravenous delivery of an AAV.PHP.B-Ndufs4 vector in 1-month-old knockout mice restored mito-
chondrial complex I activity in several organs including the CNS. This gene replacement strategy extended lifespan, rescued meta-
bolic parameters, provided behavioural improvement, and corrected the pathological phenotype in the brain, retina, and heart of
Ndufs4 knockout mice. These results provide a robust proof that gene therapy strategies targeting multiple organs can rescue fatal
neurometabolic disorders with CNS involvement.
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Introduction

Mitochondrial diseases are a heterogeneous group of genetic
human disorders characterized by a primary defect in the

neurodegenerative pathologies (Kirby et al, 1999). Leigh
syndrome, also known as subacute necrotizing encephalo-
myelopathy, is the most common infantile mitochondrial dis-

mitochondrial oxidative phosphorylation system. About a
third of these diseases results from a deficiency in complex I
activity and represent a wide spectrum of clinical manifesta-
tions ranging from fatal neonatal diseases to adult-onset

ease. This fatal paediatric condition is characterized by
gliosis, demyelination and necrotic lesions in multiple brain
areas including the brainstem and the basal ganglia that ap-
pear as hyperintense signals seen with MRI. Patients exhibit
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a variety of symptoms such as psychomotor arrest or de-
cline, ataxia, dystonia, lethargy, abnormal ocular movements
and respiratory failure (Kirby et al., 1999). To date, no
therapeutic strategy alleviates the pathology and passing
often occurs within the decade following diagnosis.

Several mutations have been associated with Leigh syn-
drome including some in the nuclear gene Ndufs4 that enco-
des for a non-enzymatic 18 kDa subunit of complex I
(Vinothkumar et al., 2014). Ndufs4 knockout (KO) mice
closely replicate the pathological hallmarks observed in
patients with Leigh syndrome. While Ndufs4 heterozygous
mice appear similar to wild-type animals, KO mice progres-
sively develop encephalopathy leading to an early death
around postnatal day (P)50 (Kruse et al, 2008). Starting
from P40, mice manifest Leigh syndrome-like symptoms
including growth retardation, hypothermia, ataxia, lethargy
and breathing irregularities (Kruse et al., 2008). Recent stud-
ies also demonstrated the contribution of peripheral organ
dysfunction in the phenotypic manifestation highlighting the
need for a broad correction of the genetic defect (Quintana
et al., 2010; Jin et al., 2014).

At the preclinical level, strategies based either on a
pharmacological inhibition of mTOR or exposures to hyp-
oxic conditions have provided remarkable therapeutic effects
as well as important insights into the disease mechanism but
their transposability in the clinic is limited (Johnson et al.,
2013, 2015; Jain et al., 2016; Ferrari et al., 2017). Gene re-
placement therapy using an adeno-associated viral vector
(AAV9) has also been attempted in Ndufs4 KO neonates
but resulted in marginal benefits (Quintana et al., 2012; Di
Meo et al., 2017).

In the present study we took advantage of the recent devel-
opment of a novel AAV9 vector variant able to cross the
blood-brain barrier also in adult mice (Deverman et al.,
2016). We therefore used the brain-penetrating AAV-PHP
vector for a gene replacement strategy in Ndufs4 KO mice
and we showed that this approach afforded a long-term
therapeutic effect by correcting Leigh syndrome-associated
pathology in several organs and resulted in lifespan extension.

Material and methods

Animals

Ndufs4 heterozygous mice were obtained from Jackson
Laboratories (stock number 27058) and bred to produce
Ndufs4 KO offspring. Mice were genotyped at 2 weeks of
age using the protocol from Jackson Laboratories and the
following primers: wild-type forward: AGTCAGCAAC
ATTTTGGCAGT, common: GAGCTTGCCTAGGAGGA
GGT, mutant forward: AGGGGACTGGACTAACAGCA.
To provide warmth and social interaction, KO mice were
housed with a minimum of one control littermate. Water
bottles had a long tip and food was provided on the bottom
of each cage containing KO mice so that access to food and
water was not a limiting factor for survival. Mice were
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observed daily and euthanized if they showed a 20% loss in
maximum body weight, lethargic behaviour, or were found
prostate or unconscious. Each animal’s weight was recorded
twice a week and body temperature was measured on the
same day using a rectal thermometer (Microtherma2,
Thermoworks). Measurements were done between 2 pm
and 4 pm to minimize the effect of circadian variations on
body temperature. All experimental procedures were con-
ducted in accordance with the guidelines of the European
Directives (2010/63/EU) and the ARRIVE guidelines. They
were reviewed and approved by the Italian Ministry of
Health, Department of Public Health, Animal Health,
Nutrition and Food Safety, in accordance with the law on
animal experimentation (article7; D.L. 116/92; protocol
number: 26/2014).

Adeno-associated viral vector
production and injection

The plasmid containing the Ndufs4-IRES-GFP cassette under
the control of the CMV-chicken B-actin (CBA) promoter
was provided by Prof. Palmiter (University of Washington
School of Medicine) (Quintana et al., 2012). The
AAV.PHP.B plasmid was provided by Prof. Gradinaru
(California Institute of Technology) (Deverman et al., 2016).
The AAV-PHP.B-Ndufs4 and the control vector AAV-
PHP.B-GFP vector were produced by the AAV Vector Core
(Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), as
previously described (Colella et al., 2014).

At 4 weeks of age, KO mice and control littermates were
randomly assigned to receive an intravenous injection of the
Ndufs4-expressing or the GFP control AAV-PHP.B vector
[1 x 10" genome copies, diluted in phosphate-buffered sa-
line (PBS)] through the retro-orbital sinus.

Paw clasping test, cylinder test,
hanging test, and seizure frequency

To assess neurological decline, the paw clasping test was
performed at 45 and 250 days of age. As previously
described (Decressac et al., 2010), mice were suspended by
the tail and their clasping behaviour was examined for 30 s.

For the cylinder test, mice were placed in a 2 | glass cylin-
der, a video was recorded for 5 min and analysed using the
EthoVision XT software (version 14.0). The number of rears
(wall rears, seated rears or free rears) (Fig. 2C and
Supplementary Videos 1-3) (Schweizer et al., 2016) was
scored and the time spent immobile was measured as an
index of the locomotor activity.

The hanging test was performed at 45, 100 and 250 days.
Mice were placed on the top of a standard wire cage lid.
The lid was lightly shaken to cause the animals to grip the
wires then turned upside down and suspended at a height of
40 cm over an open cage filled with bedding and excess
nesting materials to prevent injury from falling. The latency
for the mice to fall off the wire grid was measured and
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average values were computed from two trials (15 min
apart). Trials were stopped if the mouse remained on the lid
after 3 min (Luk et al., 2012).

The percentage of animals manifesting epileptic seizure
(Supplementary Video 4) was estimated at 45, 100 and 250
days. Mice were monitored for the occurrence of epileptic
episodes over 3 h. At the end of an epileptic event, the iden-
tity of the mouse was recorded and the animal returned to
its home cage.

All testing and analysis were performed by an experiment-
er blind to the phenotype and treatment.

Electroretinogram

The method used for electrophysiological recordings (ERGs)
was described previously (Botta et al., 2016). Briefly, mice
were dark-adapted for 3 h. Following anaesthesia, mice
were accommodated in a stereotaxic apparatus under dim
red light, their pupils dilated with a drop of 1% tropicamide
(Alcon Laboratories) and the body temperature maintained
at 37.5°C. ERGs were evoked by flashes of different light
intensities ranging from —4 to +1.3 log cd.s/m?, in scotopic
condition, generated through a Ganzfeld stimulator (CSO).
For each animal group, representative a-wave and b-wave
tracks (evoked at + 1.3 cd.s/m? light stimulus) are shown.

Blood collection and serum lactate
analysis

Blood was collected from the retro-orbital plexus and serum
was isolated by centrifugation. Lactate concentration was
determined using a colorimetric assay following the manu-
facturer’s instruction (Abcam, ab65331). Measures of ab-
sorbance were done on a PHERAstar FS plate reader (BMG
Labtech) and collected with the MARS data analysis soft-
ware version 3.20 R2 (BMG Labtech). Haematocrit was
determined by measuring the space occupied by red blood
cells after centrifugation of blood in heparinized capillaries
(Brand Micro-hematocrit capillaries 749311) at 10 000 rpm
for 5 min.

BN-PAGE, total OxPhos
immunostaining and complex | in-
gel activity assay

The BN-PAGE (blue native polyacrylamide gel electrophor-
esis) and in-gel activity assay protocols were described in de-
tail previously (Jha et al., 2016). Briefly, ~30 mg of frozen
brain tissue was homogenized in ice-cold isolation buffer
(0.2 M sucrose, 10 mM Tris, 1 mM EGTA/Tris pH 7.4, pH
adjusted to 7.4 with 1 M HEPES buffer, protease inhibitors).
Following centrifugation, isolated mitochondria protein con-
tent was quantified using DC protein assay (Bio-Rad). For
BN-PAGE immunoblotting and in-gel activity, 50 pg mito-
chondria extract was solubilized using 5% digitonin.
Electrophoresis of solubilized mitochondrial proteins was

R. Reynaud-Dulaurier et al.
performed using the NativePAGE™ system (Novex) using
3-12% gradient gels. For immunoblotting, samples were
run at 150 V for 30 min and at 250 V for an additional 90
min. Proteins were transferred on a PVDF membrane using
an iBlot Gel Transfer device (Invitrogen) and incubated with
primary antibodies (Anti-OxPhos Complex Kit (Life
Technologies, cat. no. 457999) and Anti-MTCO1 antibody
(Abcam, ab14705) to detect total OxPhos (oxidative phos-
phorylation) proteins. Immunostaining of the membrane
was performed using Western Breeze Chromogenic
Immunodetection System (Invitrogen). For complex I in-gel
activity assay, samples were run at 150 V for 30 min and at
250 V for an additional 150 min to obtain maximal separ-
ation of supercomplex bands. Gels were run at 4°C to pre-
serve enzymatic activity. After electrophoresis, gels were
incubated with complex I substrate solution (2 mM Tris-
HCI, 0.1 mg/ml NADH, 2.5 mg/ml nitrotetrazolium blue
chloride) at room temperature until the appearance of purple
bands indicative of complex I activity (10-20 min).

ATP measurement

For ATP measurement, 15-20 mg of frozen brain sample was
homogenized in RIPA buffer with protease inhibitors.
Homogenized samples were rotated for 20 min at 4°C and then
spun down at 11 000 rpm for 20 min at 4°C. The supernatant
was used for protein quantification with DC protein assay (Bio-
Rad). Protein samples were diluted to 1 pg/ul with RIPA buffer.
ATP concentration was measured using CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (Promega, G755A). Protein
samples (20 pl of 20 pg) were assayed per well, the volume in
each well was brought to 100 ul with PBS and then mixed with
100 ul CellTiter-Glo® reagent. After 10 min incubationat 21°C
the luminescence signal was recorded.

4-HNE protein adducts
measurement

For the measurement of HNE protein adducts the
OxiSelect™ HNE Adduct Competitive ELISA Kit (Cell
Biolabs, STA-838) was used following the manufacturer’s
instructions. Frozen brain sample (15-20 mg) was homogen-
ized in RIPA buffer with protease inhibitors. Homogenized
samples were rotated for 20 min at 4°C and then spun
down at 11000 rpmfor 20 min at 4°C. The supernatant was
used for protein quantification with DC protein assay (Bio-
Rad). Protein samples were diluted to 1 pg/ul with RIPA
buffer and 50 pg of protein was used for the assay.

Mitochondrial DNA abundance

Mitochondrial DNA abundance (mtDNA) was quantified as
described (Quiros et al., 2017), with some modifications. In
short, DNA was extracted from ~15 mg of frozen brain
samples using the NucleoSpin™ Tissue kit (Macherey-
Nagel, #740952) following manufacturer’s instructions. The
resulting genomic DNA (gDNA) was diluted to 10 ng/ul and
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2 ul (20 ng) were used for QPCR on a Roche LightCycler®
480 using TB Green Premix Ex Taq (Takara, RR420W)
mastermix. For mtDNA quantification, primers recognizing
three different mitochondrial genes were used: 16S rRNA
(forward: CCGCAAGGGAAAGATGAAAGAC, reverse:
TCGTTTGGTITCGGGGTTTC), ND1 (forward: CTA
GCAGAAACAAACCGGGC, reverse: CCGGCTGCGTATT
CTACGTT), dloop (forward: AATCTACCATCCTCCGTG
AAACC, reverse: TCAGTTTAGCTACCCCCAAGTTTAA).
For nuclear DNA quantification, primers against the Hk2
gene were used (forward: GCCAGCCTCTCCTGATTTT
AGTGT, reverse: GGGAACACAAAAGACCTCTTCTGG).

Tissue staining and microscopy

Mice were deeply anaesthetized by intraperitoneal injection
of ketamine and were then perfused through the ascending
aorta with PBS. Tissues were dissected and post-fixed for
24 h at 4°C in 4% paraformaldehyde. Tissues were cryopro-
tected overnight in 25% sucrose before being embedded in
OCT and cut on a cryostat (Leica CM3050S or Thermo
Fisher Scientific CryoStar NX50).

Immunohistological staining was performed as previously
described (Decressac et al., 2012). Sections were washed with
PBS, incubated in 0.1 M PBS containing 10% normal goat
serum, 0.25% Triton™ X-100 and the primary antibodies
for 16-18 h at room temperature, shaking gently. The tissue
sections were then washed three times in PBS and incubated
with secondary antibodies coupled to Alexa 488 or Alexa
568 (1:300, Molecular Probes, Invitrogen) diluted in the
blocking solution for 2 h at room temperature. Sections were
rinsed again and coverslipped using the Vectashield HardSet
mounting medium (Vector Laboratories) or the ProLong™
Gold Antifade medium (Molecular Probes).

Primary antibodies were used to detect GFAP (rabbit,
1:2000, Abcam, #ab7260), Ibal (rabbit, 1:2000, Wako,
#019-19751), GFP (chicken, 1:2000, Abcam, #ab13970),
Calbindin (mouse, 1:1000, Millipore, #ab1778), NeuN (rab-
bit, 1:1000, Cell Signaling, #12943), and TH (mouse,
1:3000, Immunostar, #22941).

Staining of F-actin on liver samples was performed by
incubating sections with Alexa Fluor® 594 Phalloidin
(1:600; Molecular Probes, A12381) together with the sec-
ondary antibodies.

For the staining of lipid droplets in the olfactory bulb (Liu
et al., 2015), brain sections were rinsed in PBS and then
incubated for 10 min in Nile red (2.5 pg/ml dissolved in
75% aqueous glycerol). Subsequently, sections were washed
twice with PBS, mounted and coverslipped with ProLong™
Gold Antifade medium (Molecular Probes). Images were
captured using the LSM 710 confocal microscope (Zeiss).

Quantification of retinal ganglion
cells and Purkinje cells

The number of retinal ganglion cells was determined by
counting NeuN-positive cells in the retinal ganglion cell
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layer. The number of Purkinje cells was determined by
counting calbindin-positive cells in the cerebellum. Images
were analysed using Image] v.2.0.0 software (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Quantification
was performed in 10 random fields of view per mouse and
the average number of NeuN-positive or calbindin-positive
cells per millimetre was calculated.

Analysis of cardiac pathology

Analysis of cardiac pathology was first determined by calcu-
lating the heart weight (g)/body weight (g) ratio. In addition,
we performed a morphometric analysis of the cardiac tissue.
Heart sections (35-um thick) were cut on a cryostat (Leica
CM3050S or Cryostar NX50) followed by staining with
wheat germ agglutinin (WGA) and DAPL Free-floating sec-
tions were washed in Hank’s balanced salt solution (HBSS)
and stained with WGA-CF™640 (5 pg/ml, HBSS) (Biotium)
for 4 h at 37°C to visualize cell membranes. Nuclei were
stained with DAPI (5 pg/ml, PBS) (Invitrogen) for 5 min be-
fore being rinsed three times in PBS. Sections were mounted
on glass slides and coverslipped with the ProLong Gold
Antifade mounting medium (Molecular Probes). Images of
entire sections were acquired using the Axio Scan.Z1 slide
scanner (Zeiss) and images of the WGA staining were cap-
tured with an LSM 710 confocal microscope (Zeiss). For
each animal, the cross-sectional area of cardiomyocytes was
measured from 10 different pictures of WGA-stained sec-
tions. A minimum of 250 cells were analysed using Image]
v.2.0.0 software (National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA).

Western blotting

Tissues were harvested and homogenized in RIPA buffer
(Sigma). Protein (20 to 30 pg) was boiled at 95°C for § min
in Laemmli buffer (Bio-Rad), separated on an SDS-PAGE gel
and then electrotransfered (100 V, 1 h) on a PVDF mem-
brane (Millipore). After blocking for 1 h in Tris-buffered sa-
line with 0.1% Tween-20 (TBS-T) and 3% non-fat dried
milk, membranes were incubated overnight at 4°C with one
of the following primary antibodies: GFP (chicken, 1:2000,
Abcam, #ab290), GFAP (rabbit, 1:2000, Santa-Cruz, #sc-
6170), Ndufs4 (mouse, 1:2000, Abcam, #ab87399), or
Calnexin (Rabbit, 1:5000, Enzo Life Science, ADI-SPA-860).
After washing for 30 min in TBST, membranes were incu-
bated for 1 h at room temperature with an HRP-conjugated
secondary antibody (1:1000, Promega). Protein expression
was revealed using the Clarity kit (Bio-Rad). Luminescence
signal was detected using the GE Amersham AI600 (GE
Healthcare) or the ChemiDoc MP (Bio-Rad) and band inten-
sities were quantified by densitometry using Fiji software
v.2.0.0 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).
For isolation of mitochondria, ~30 mg of frozen brain tis-
sue was homogenized in ice-cold isolation buffer (0.2 M su-
crose, 10 mM Tris, 1 mM EGTA/Tris pH 7.4, pH adjusted
to 74 with 1 M HEPES buffer, protease inhibitors).
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Following centrifugation, isolated mitochondria protein con-
tent was quantified using DC protein assay (Bio-Rad).

For western blot, S pg of RIPA buffer-solubilized mito-
chondria were mixed to 4 x Laemmli buffer and loaded on
a NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (Thermo Fisher,
NP0336BOX). Gels were run at 200 V for 1 h in MOPS-
SDS running buffer. Proteins were then transferred to PVDF
membranes at 100 V for 2 h on ice. Membranes were
blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) in TBS-T for
1 h at 21°C and were then incubated overnight at 4°C with
one of the following primary antibodies: total OXPHOS ro-
dent WB antibody cocktail (Abcam, #ab110413, 1:1000), or
VDAC1 (#ab14734, 1:1000). After three washes with
TBS-T, membranes were incubated with HRP-conjugated
anti-mouse secondary antibody (1:2000). Images were quan-
tified by densitometry using Fiji software and normalized to
VDACT1 signal.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using the GraphPad Prism
software (version 7.0a). One-way ANOVAs with Tukey’s
multiple comparison tests were carried out to analyse the
difference between experimental groups. Student’s #-test was
used to analyse the difference between two groups. The data
were collected and processed in a randomized and blinded
manner. No statistical methods were used to predetermine
sample size, but our sample sizes are similar to those gener-
ally used in the field. All values are presented as mean +
standard error of the mean (SEM). Statistical significance
was set at P < 0.05.

Data availability

All the data and reagents (if not commercially available) that
support the findings of this study are available from the cor-
responding author upon reasonable request.

Results

Ndufs4 KO mice present with severe pathology in several
organs including the brain, the retina, the liver and the heart
(Kruse et al., 2008; Karamanlidis et al., 2013; Chouchani
et al., 2014; Jin et al., 2014; Yu et al., 2015). We first veri-
fied that the AAV.PHP.B vector was efficient in transducing
these tissues following intravenous injection in 1-month-old
mice. Two weeks after AAV vector injection, transgene ex-
pression was detectable throughout the CNS (Supplementary
Fig. 1A). GFP-positive cells were observed in the olfactory
bulb, striatum, hippocampus, midbrain, cerebellum, spinal
cord and vestibular nucleus and co-localized with ubiquitous
or subtype-specific neuronal markers (Supplementary Fig.
1B and C). The AAV-PHP.B vector was also efficient in
inducing transgene expression in other tissues including the
liver, heart, muscle and retina (Supplementary Fig. 1C and D).

These results prompted us to examine the effect of system-
ic delivery of an AAV-PHP.B-Ndufs4 vector (hereafter

R. Reynaud-Dulaurier et al.

referred as AAV-Ndufs4 vector) in the Ndufs4 KO mouse
model of Leigh syndrome. One-month-old KO and control
mice were randomly assigned to receive an intravenous injec-
tion of an AAV-Ndufs4 or a GFP-expressing control vector
(1 x 10'? gc/mouse) and they were regularly monitored
throughout their survival period. In line with previous
reports, KO mice treated with the control GFP vector died
at a median age of 54 days. In contrast, gene replacement
therapy substantially increased the lifespan of mice with
Leigh syndrome as 50% of the KO mice treated with the
AAV-Ndufs4 vector survived 250 days (log-rank
P < 0.0001; > = 38.36) (Fig. 1A). Bi-weekly monitoring of
the body weight of the animals showed that delivery of the
Ndufs4 gene improved this parameter and promoted a con-
tinuous, yet slightly delayed, growth of KO mice (Fig. 1B
and C). At 5-6 months of age, AAV-Ndufs4-treated KO
mice were barely distinguishable from control animals
(P=0.23 at 170 days) (Fig. 1B). Before dying, the body tem-
perature of Ndufs4 KO mice fell progressively below 34°C
(Fig. 1D) (Jain et al., 2016). Gene replacement therapy res-
cued hypothermia as KO animals treated with the AAV-
Ndufs4 vector maintained a core body temperature similar
to that of control mice (Fig. 1D) (P > 0.05). We confirmed
that these physiological improvements were associated with
a restoration of Ndufs4 expression in the brain, liver, heart
and muscle (Fig. 1E). Complex I is essential for the assembly
of mitochondrial super-complexes (Moreno-Lastres et al.,
2012). Consistent with the recovery of Ndufs4 expression,
blue native in-gel activity assay and total OxPhos immunos-
taining demonstrated the physical restoration of complex I
and super-complexes as well as an improvement of mito-
chondrial complex I activity (Fig. 1F, G and Supplementary
Fig. 2A-C). In contrast, no differences in ATP content, oxi-
dative stress or mitochondria content were observed between
the experimental groups (Supplementary Fig. 2D-F) (Kruse
et al., 2008).

As Leigh syndrome primarily affects the brain and causes
severe neurological symptoms in patients, we first assessed
the paw clasping phenotype in mice (Johnson et al., 2013).
While 75% of AAV-GFP treated KO mice displayed clasp-
ing behaviour at 45 days of age, only 13% showed this
phenotype in the AAV-Ndufs4 treated group (Fig. 2A).
Notably, none of the KO mice treated with the AAV-
Ndufs4 vector showed this phenotypic sign at 250 days of
age (Fig. 2A). In addition, the cylinder test revealed a long-
lasting improvement of locomotor activity in the AAV-
Ndufs4 treated group as seen by a reduction in the time
spent inactive and a higher number of rears compared to
KO mice treated with the control vector (Fig. 2B-D and
Supplementary Videos 1-3). Likewise, long-term improve-
ment in strength and resistance were observed in the hanging
test (Fig. 2E). Brain pathology was also illustrated by the oc-
currence of epileptic seizures in about 23% of KO mice
treated with the GFP-expressing viral vector (Fig. 2F and
Supplementary Video 4) (Quintana et al., 2010). In contrast,
only 5% of KO mice injected with the AAV-Ndufs4 vector
elicited epileptic episodes (Fig. 2F).
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and Tukey’s multiple comparison test). Data in B, D and G are presented as means + SEM.

As seen in patients with Leigh syndrome, Ndufs4 KO mice
showed necrotic plaques and severe neuroinflammation in
various brain regions including the cerebellum, the vestibular
nucleus and the olfactory bulb (Kruse et al., 2008; Johnson
et al., 2013). In line with our observation that the AAV-
PHP.B vector is efficient in infecting these brain areas and
provides improvement in behavioural performances, western
blot and histological analysis of the microglia (Ibal) and
astrocyte (GFAP) markers confirmed the presence of severe
gliosis in the brains of 45-day-old KO mice and revealed
that AAV-mediated gene therapy prevented the development
of this inflammatory reaction (Fig. 3A-D). In parallel, lipid
accumulation in glial cells resulting from the neuronal meta-
bolic distress was markedly reduced at 45 and 250 days of
age in the olfactory bulb of mice treated with the AAV-
Ndufs4 vector (Fig. 3E) (Liu et al., 2015, 2017). To assess
the effect of gene replacement on neurodegeneration, we
quantified the number of calbindin-positive Purkinje cells in
the cerebellum and found that AAV-Ndufs4 vector delivery
rescued a large number of these neurons in KO mice at both
45 and 250 days (Fig. 3F and G) (Quintana et al., 2010).
These effects were associated with the restoration of
NDUFS4 expression in these subregions (Supplementary Fig.
3A and B).

In addition to the brain, the retina is severely affected
in the Leigh syndrome mouse model (Yu et al, 2015;

Song et al, 2017). To test whether restoration of
NDUFS4 expression in the retina by gene delivery
(Supplementary Fig. 3C and D) translated into improved
retinal function, we performed ERG recordings and
demonstrated that restoration of Ndufs4 expression was
associated with the maintenance of the B-wave response
that was absent in KO mice (Fig. 4A and B). In line with
these results and with our observation that peripheral
delivery of the PHP-B vector efficiently transduced the
inner retina including the ganglion cell layer and the inner
nuclear layer (Supplementary Fig. 1D), we showed
that the injection of the AAV-Ndufs4 vector in Ndufs4
KO mice protected NeuN-positive retinal ganglion cells as
compared to the KO +GFP group (P < 0.001) (Fig. 4C
and D).

Besides the brain pathology, Ndufs4 KO mice exhibit
peripheral symptoms including metabolic perturbations
(Johnson et al., 2013; Jin et al., 2014; Jain et al., 2016).
We observed that gene replacement was effective in nor-
malizing the polycythaemia (Supplementary Fig. 4A) and
in lowering the level of blood lactate in Ndufs4 KO
mice (Supplementary Fig. 4B). In addition, it has been
demonstrated that deletion of the Ndufs4 gene drives
hypertrophic cardiomyopathy (Karamanlidis et al.,
2013; Chouchani et al., 2014). Consistent with our ob-
servation that systemic delivery of the AAV-PHP.B
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vector  efficiently  targeted the cardiac tissue
(Supplementary Fig. 1C), we showed that treatment with
the Ndufs4-expressing vector corrected this cardiac ab-
normality both at the anatomical and cellular level
(Supplementary Fig. 4C-F).

Discussion

Our study provides a proof-of-principle that gene replace-
ment can exert a robust therapeutic effect in an adult mouse
model of Leigh syndrome. These results have two important
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implications. We report the first-ever successful gene therapy
with long-term benefits in this preclinical model of severe
mitochondrial disease. This is an important step considering
that previous attempts resulted in marginal extension of life-
span. Indeed, targeted delivery of a Ndufs4-expressing AAV
vector to the vestibular nuclei or combined systemic and
intracerebroventricular injections of a similar viral vector in
neonates slightly increased the median survival to 65 and 82
days, respectively (Quintana et al., 2012; Di Meo et al.,
2017). In contrast, Ndufs4 KO mice treated with rapamycin

or exposed to hypoxic conditions survived more than 100
days (Johnson et al., 2013, 2015; Jain et al., 2016; Ferrari
et al., 2017). Our results indicate that widespread gene re-
placement improves survival to a degree at least as good as
the ones reported for these non-genetic strategies. Although
we performed a single-dose study, one can anticipate that
lower doses of AAVPHP.B vector would afford milder
therapeutic effects. This assumption is based on the results
from both the AAV-based strategy and the non-genetic
approaches, which showed that reduced dosage or
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intermittent treatment have reduced efficacy (Johnson et al.,
2013, 2015; Jain et al., 2016; Di Meo et al., 2017; Ferrari
et al., 2017). It is essential to emphasize that gene therapy
should remain the ultimate goal for such a genetic condition
as it is the only strategy that can permanently and efficiently
fix the primary defect. Pharmacological or other non-genetic
approaches could nevertheless serve as adjunctive treatments
to alleviate residual defects.

Regardless of the clinical relevance of the strategy used, it
is fundamental to first report that a fatal disease such as
Leigh syndrome can be rescued. This goes along with the
identification of the organs driving the main pathological
manifestation. Despite the conditional ablation of Ndufs4 in
the brain clearly established that the CNS plays a critical
role in Leigh syndrome pathology (Kruse et al., 2008;
Quintana et al., 2010), the demonstration that reinstating its
expression is feasible and provides a therapeutic benefit had
to be made. Similarly, reports have been important steps for
other rare diseases with multi-organ deficiency such as lyso-
somal diseases or multiple system atrophy and have paved
the road for future clinical development (Hua et al., 2011;
Spampanato et al., 2011). The clinical transferability of the
tools, methods and doses used to make this first demonstra-
tion are questions that need to be addressed in future experi-
ments. For our study, the dose (1 x 10'* gc) was selected

based on previous reports describing widespread and strong
transgene expression in mice (Deverman et al., 2016; Challis
et al., 2019). Studies have shown that the AAV.PHP.B vec-
tor produced a different and more restricted pattern of ex-
pression in non-human primates and was also less efficient
in other mouse strains compared to mice on the C57BL/6
background (Hordeaux et al., 2018; Challis et al., 2019;
Liguore et al., 2019; Matsuzaki et al., 2019). This back-
ground/species-dependent efficacy was recently associated
with the expression of the receptor Ly6a (lymphocyte anti-
gen 6 complex, locus A) (Batista et al., 2019; Hordeaux
et al., 2019; Huang et al., 2019). Nevertheless, this new
AAV variant remains a powerful tool for the initial demon-
stration of therapeutic rescue in animals expressing good lev-
els of this receptor, as reported here. It should be noted that
the striking amelioration shown here is likely to be facili-
tated by the use of a KO model. Future studies are needed
to examine the effect of this strategy in other transgenic mice
and patient cells where the endogenous mutated protein may
exert a dominant negative effect. Other properties of the
AAV-PHP.B vector, such as its immunogenicity and toxicity,
deserve to be explored more in-depth (Hordeaux et al.,
2018).

The second important finding provided by our work is
that delayed intervention can still rescue the disease
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phenotype, even if the therapeutic window to intervene is
narrow, as is the case for paediatric conditions like Leigh
syndrome. Despite the pathology already being prominent in
1-month-old Ndufs4 KO mice, we decided to administer the
AAV vector at a stage where most organs are almost fully
mature, hence reducing the risk of a time-dependent decrease
in transgene expression (Di Meo et al., 2017). This timeline
is also clinically relevant as children are diagnosed after the
presentation of symptoms.

Beyond the findings reported here in a mouse model of
Leigh syndrome, our study provides promising perspectives
for other fatal conditions with CNS involvement as well as
for less severe pathologies with later onset.
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Supplementary material

Supplementary Fig. 1: Systemic delivery of the AAV-PHP.B-Ndufs4 vector
induces widespread expression of the transgene in the CNS and peripheral
organs.

(A) Scanning microscope image of a sagittal section from a mouse brain stained for
GFP 2 weeks after systemic AAV-PHP.B vector administration. Scale bar: 1.5 mm
(B) Confocal microscopy images showing NeuN-positive neurons (in red) in the
olfactory bulb, the striatum, the hippocampus, TH-positive (in red) nigral dopamine
neurons, and calbindin-positive (in red) Purkinje cells in the cerebellum expressing
the transgene (GFP in green) 2 weeks after systemic AAV vector injection. Scale bar:
250 pm for the olfactory bulb, 100 pum for the striatum and hippocampus, 350 um for
the substantia nigra, 400 pm for the cerebellum, 300 pum for the spinal cord and the
vestibular nucleus.

(C) Western blot analysis showing the expression of GFP in various brain regions,
liver, retina, heart, and muscle (gastrocnemius) 2 weeks after AAV-PHP.B vector
injection.

(D) Confocal images showing the expression of GFP (in green) in the liver
(Phalloidin in red) and in the retina, including retinal ganglion cell layer and inner

nuclear layer (DAPI in blue). Scale bar: 120 um for the liver and the retina.
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Supplementary Fig. 2: Restoration of mitochondrial complexes.

(A) BN-PAGE immunoblot (total OxPhos cocktail) in isolated brain mitochondria.

Individual complexes and supercomplexes are labeled.

(B) Total OxPhos western blot on isolated mitochondria from brains, individual

complexes are labeled.

(C) Quantification of each electron transport chain complex (normalized to VDAC).

(D) Mitochondria content determined by quantification of the mtDNA/nucDNA ratio

on genomic DNA from the brain, the nuclear ZK2 gene was used for normalization.

(E) ATP levels in protein extract of the brains.

(F) Oxidative stress (4-HNE adducts) quantification in the brain protein extracts.

Data in C, E and F are presented as means + SEM. Data in D are represented as box
and whiskers, + sign indicates the mean. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<(0.001, one-way

ANOVA with Tukey’s multiple comparison test). Only significant differences are

indicated.
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Cerebellum Olfactory bulb

Retina

Supplementary Fig. 3: Restoration of Ndufs4 expression in brain sub-regions

and in the retina.

(A) Western blot analysis showing the expression of Ndufs4 in the olfactory bulb and
cerebellum from 45-days old Ctl+GFP and KO+Ndufs4 mice.
(B) Quantification of immunoblots (n=6/group) (student’s #-test).

(C) Western blot analysis showing the expression of Ndufs4 in the retina from 45-

days old Ctl+GFP and KO+Ndufs4 mice.

(D) Quantification of immunoblots (n=6/group) (**P<0.01, student’s ¢-test).
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Supplementary Fig. 4: Ndufs4 gene replacement rescued the cardiac pathology.
(A) Hematocrit levels were measured at 45 and 250 days of age. (n=6-11/group)
(*P<0.05, ***P<0.001; one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test for
45 days results, student’s 7-test for 250 days results).

(B) Blood lactate levels at 45 and 250 days of age. (n=6/group) (**P<0.01,
***¥P<0.001; one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison test for 45 days results,
student’s r-test for 250 days results).

(C) Representative pictures of horizontal heart sections stained with DAPI (blue).
Scale bar: 1mm.

(D) Cardiac hypertrophy was assessed by calculating the heart weight / body weight
ratio of 45-days old mice. (n=6-11/group). (**P<0.01, ***P<0.001; one-way
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test for 45 days results, student’s #-test for
250 days results).

(E) Representative pictures of horizontal sections from cardiac tissues stained for
wheat germ agglutinin (WGA, white) and DAPI (Blue). Scale Bar: 25um.

(F) Measure of cross-sectional area from WGA-stained sections (CSA) (n=6/group)
(*P<0.05, **P<0.01; one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test for 45
days results, student’s 7-test for 250 days results).

Datain A, B, D, and F are presented as means = SEM.
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IIl. Etude de 'effet d’une thérapie génique par
combinaison d’un vecteur viral et d’"USF dans un
modele murin du SL.

I11.1. Contexte et résumé de |’étude

Les défauts héréditaires de la chaine respiratoire mitochondriales peuvent conduire a des
maladies neurodégénératives séveres chez les adultes et les enfants. Le syndrome de
Leigh est la forme la plus commune de maladie mitochondriale pédiatrique. Les enfants
atteints de ce syndrome développent des Iésions cérébrales progressives en particulier
dans le tronc cérébral, le cervelet et les ganglions de la base. Pour l'instant, aucun
traitement n’a démontré d’effet significatif sur le ralentissement de la progression de la

maladie et les patients décédent durant les premieres années de vie.

Le transfert de géne in vivo constitue est une alternative aux approches pharmacologiques
classiques car cette approche permet une correction du déficit de facon direct et durable.
Les vecteurs viraux sont considérés comme les outils les plus efficaces pour délivrer de
facon efficace et durable des genes dans le SNC. Cependant un des principaux défis de la
thérapie génique in vivo implique la BHE. Cette barriére naturelle bloque le passage des
molécules de plus de 400 Da et empéche donc I'entrée d’agents thérapeutiques tels que

les vecteurs viraux du systéme sanguin vers le cerveau.

Dans le cas des maladies mitochondriales séveres comme le syndrome de Leigh,
différentes stratégies de thérapies géniques ont été évaluées dans des études pré-
cliniques sur les souris NDUFS4 KO. Les premiéres approches visaient a contourner la BHE
en utilisant des voies d’injections intraparenchymale ou intracérébroventriculaire chez
des souris nouveau-nées. Ces deux méthodes permettent une modeste augmentation de
la durée de vie. Cependant la faible capacité de diffusion des vecteurs viraux dans le
cerveau limite I'efficacité thérapeutique de ces approches (Quintana et al., 2012; Di Meo
et al.,, 2017). Par la suite, des études ont utilisé le vecteur AAV-PHP.B, capable de
transduire tout le cerveau apres une injection intraveineuse chez des souris adultes. Cette
approche a apporté une preuve de concept de |'efficacité thérapeutique d’une large

restauration de I'expression du géne NDUFS4 (Deverman et al., 2016; Reynaud-Dulaurier
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et al., 2020; Silva-Pinheiro et al., 2020). Il a cependant été démontré par la suite que le
passage du vecteur AAV-PHP.B a travers la BHE est limité a certaines souches de souris ce

qui empéche leur utilisation en clinique (Hordeaux et al., 2018; Batista et al., 2019).

Ainsi, la perméabilisation de la BHE par les USF combinés aux microbulles constitue une
alternative intéressante pour permettre aux vecteurs viraux de transduire efficacement
le cerveau. A ce jour, les études se sont concentrées sur la délivrance d’un gene
rapporteur afin de vérifier la faisabilité et la s(ireté de cette approche. Cependant, aucune
étude n’a été menée pour étudier son potentiel thérapeutique. De plus, dans le cas des
pathologies affectant de larges régions du SNC, la BHE doit étre perméabilisée sur une
surface importante afin de délivrer le transgéne le plus largement possible. Cela implique
la mise au point d’un protocole permettant de balayer le faisceau ultrasonore sur une

large surface du crane de I'animal.

L’objectif de notre étude était d’étudier I'effet d’une thérapie génique en combinant
I'injection d’un vecteur AAV avec I'application d’USF pour perméabiliser transitoirement

la BHE dans un modéle murin du syndrome de Leigh.

Les résultats présentés dans cette partie correspondent a des résultats préliminaires
permettant d’apporter des preuves de la faisabilité et du potentiel thérapeutique de notre

approche. lls sont découpés en plusieurs parties.

Dans un premier temps, nous avons déterminé la dose de vecteur viral a injecter pour que
le gene soit suffisamment exprimé dans les organes périphériques en considérant qu’une

partie du vecteur viral est redirigé dans le cerveau apres 'application des USF.

Ensuite, nous avons standardisé des paramétres d’USF permettant de perméabiliser la
BHE de fagon s(r chez des souris sauvages. Aprés avoir confirmé que ces parameétres
permettaient a un vecteur AAV9 de transduire le cerveau, nous avons mis en place un

protocole afin de balayer le faisceau d’USF sur une large surface du crane.

Nous avons enfin mis en place la stratégie de thérapie génique sur les souris NDUFS4 KO
en combinant I'injection du vecteur viral AAV9-CMV-CBA-NDUFS4-IRES-GFP (par la suite,
il sera simplifié AAV9-NDUFS4) a I'application des USF, balayés a la surface du crane. Les
résultats obtenus ici ont apporté une démonstration du potentiel thérapeutique de cette

approche mais les paramétres d’USF doivent étre améliorés, notamment pour augmenter
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le volume de perméabilisation de la BHE.

Dans cette étude, j'ai participé a toutes les sessions d’USF en prenant en charge les
procédures impliquant les animaux: préparation, injections, suivi tout au long de
I’expérience. J'ai réalisé le suivi de la survie, du poids et de la température des animaux et
j’ai réalisé et analysé les tests comportementaux. J’ai réalisé les coupes et marquages des
cerveaux ainsi que les western blot. J’ai également produit et titré les vecteurs viraux.
Enfin, j'ai participé a I’écriture du permis éthique permettant I'autorisation de

I’expérimentation animale.

l11.2. Matériel et méthodes

Les sections matériel et méthodes suivantes ont déja été décrites. Je présenterai ici les

changements par rapport aux précédentes.
Animaux

Les animaux utilisés sont issus de I'élevage de souris NDUFS4. Les souris ont été élevées
et génotypées de la méme fagon que les deux études précédentes. Le permis éthique est
le méme que celui utilisé lors de I'étude sur la perméabilité de la BHE des souris NDUFS4

KO.
Production et titration des vecteurs viraux

Les titres des vecteurs viraux produits sont les suivants : pour les vecteurs AAV9-CAG-
GFP (simplifié AAV9-GFP par la suite) : 6,11.10'* génomes viraux (gv)/mL et 8,09.10%4
gv/mL. Pour les vecteurs AAV9-NDUFS4 : 4,59.10™* gv/mL et 4,70.10* gv/mL.

Injection intraveineuse des vecteurs viraux

Pour I'étude de I'expression du transgene selon la dose de vecteur viral injectée, le vecteur
AAVO-GFP a été injecté soit a la dose de 1.10'3 gv/kg soit a la dose de 5.10%3 gv/kg (dilué
dans du PBS stérile) dans le sinus rétro-orbital de souris sauvages agées d’'un mois.

Pour I’étude impliquant le remplacement du géne NDUFS4, le vecteur AAV-NDUFS4 a été
injecté a une dose de 5.10%3 gv/kg (dilué dans du PBS stérile) dans le sinus rétro-orbital de

souris NDUFS4 KO agées d’un mois.

Western blot

143



Les anticorps primaires utilisés pour réaliser les Western blot sont les suivants : anticorps
anti-GFP (poulet, 1:2000, Abcam, #ab290) et anticorps anti-calnexin (lapin, 1:5000, Enzo
Life Science, ADI-SPA-860)

Marquage Hématoxyline & éosine :

Les coupes de cerveaux de 14uM d’épaisseur ont été montées directement sur des lames
Superfrost. Le marquage a été réalisé en suivant le protocole « H&E Staining Method and

Protocol — Harris », disponible sur le site internet http://www.ihcworld.com
Immunomarquage

Les anticorps primaires utilisés pour réaliser les immunomarquages sont les suivants :
anticorps anti-GFP (poulet, 1:2000, Abcam, #ab290), anticorps anti-NeuN (lapin 1:1000,
Cell Signaling, #12943), anticorps anti-Ibal (lapin, 1:2000, Wako, #019-19751), anticorps
anti-GFAP (lapin, 1:2000, Abcam, #ab7260), anticorps anti-Olig2 (lapin, 1 :1000, Millipore,
#AB9610).

Microscopie

Les coupes de cerveaux et de foies ont toutes été imagés a I’AxioScan.Z1 slide scanner
(Zeiss) avec l'objectif 20X a I'exception des coupes de cerveaux utilisées pour la
caractérisation des cellules transduites par le vecteur viral (figure 28). Ces derniéeres ont

été imagées au microscope confocal LSM 710 (Zeiss) avec I'objectif 20X et 63X.
Tests comportementaux

Le test de 'open field a été réalisé dans I'obscurité, dans une enceinte constituée de 4
zones cubiques de 50cm de c6té et présentant des parois suffisamment hautes pour que
les souris ne puissent pas sortir. Le test a duré 30min pour chaque souris et a été
enregistré grace a une caméra infrarouge. La distance parcourue est ensuite analysée avec

le logiciel EthoVision XT (version 16.0).

Dans cette section je décrirai en détail les méthodes utilisées pour appliquer les USF et

effectuer les analyses en IRM.
Application des USF et acquisitions par IRM

Afin de délivrer les USF, nous avons utilisé un équipement développé par Vasile Stupar,

ingénieur de recherche dans I'équipe du Dr. Emmanuel Barbier « Neuroimagerie
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fonctionnelle et perfusion cérébrale ». Cet équipement est constitué d’un générateur
(33220A, Agilent, Palo Alto, CA, USA), d’'un amplificateur, d’un transducteur (A392S,
Panametrics, Waltham, MA, USA) placé dans un réservoir rempli d’eau dégazé et d’'une
plateforme motorisée, le tout contrélé par un ordinateur (figure 25). L’animal est placé
sur un support auquel est relié le dispositif d’anesthésie. Ce support est mobile ce qui
permet de le placer dans une zone plus confortable au moment de l'injection retro-
orbitale des microbulles, facilitant I'acces a I'ceil de I'animal (figure 25). Un systéme de
positionnement laser est situé au-dessus du transducteur. Contrairement a certains
équipements utilisés dans d’autres études, le systeme de délivrance des USF n’est pas
relié a une unité d’IRM (Huang et al., 2012; Thévenot et al., 2012). Les acquisitions IRM
gue nous avons réalisées ont donc été obtenues aprés la session d’application des USF,
sur la plateforme IRMaGe avec un équipement BioSpec 47/40 Avance Il (Bruker,
Wissembourg, France) dont le champ magnétique est de 4,7 Teslas. Une antenne
volumique de diametre intérieur de 72mm a été utilisée pour I'émission et une antenne

de surface optimisée pour les acquisitions sur le cerveau de souris a été utilisée pour la

réception du signal.

Systéme de positionnement

Transducteur

Eau dégazée
Plateforme motorisée
Moniteur de contréle

Générateur

Amplificateur

Support de I'animal

Arrivée de I'anesthésie

Figure 25 : Photographie du dispositif présent sur la plateforme IRMaGe permettant de délivrer
les ultrasons focalisés.

Le générateur fourni le courant en continu qui est amplifié par I'amplificateur. Il est ensuite
transmis au transducteur qui délivre les ultrasons selon les parametres définis par I'ordinateur de
contréle. Le transducteur est placé dans un réservoir d’eau dégazé afin que les ultrasons ne se
dissipent pas dans I'air. La plateforme mobile est contrélée par I'ordinateur et peut se déplacer
dans toutes les directions.
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Un protocole d’USF permettant de perméabiliser la BHE avait déja été mis au point par
Vasile Stupar. Il a cependant été développé chez le rat pour des tirs ultrasonores en un
seul point. Avec son aide, nous I'avons donc adapté a la souris et nous avons mis au point

un protocole pour balayer le faisceau d’USF.

Les souris sont tout d’abord anesthésiées avec 3% d’isoflurane (dans un mélange O,
(0.8L/min) / air (1L/min) pour I'induction puis 1,5% (pour les souris sauvages) ou 0,5%
(pour les souris NDUFS4 KO) d’isoflurane en masque pour la maintenance. Leur crane est
rasé (creme dépilatoire) puis rapidement lavé a I'eau pour éviter l'irritation du crane
provoqué par la créme. L'animal est transféré sur le support (figure 25) ou I'anesthésie
est maintenue aux mémes valeurs. Le support est placé sur la plateforme mobile et le
centre du crane est correctement ciblé grace au laser de positionnement lorsque que les
USF sont appliqués en un seul point. Pour le balayage, la zone ciblée correspond a I’endroit
ou vont démarrer les ultrasons (figure 26). Pour le premier animal, on effectue un
balayage test, sans ultrasons, pour vérifier que la plateforme se déplace de maniére a ce

qgue le laser suive la trajectoire désirée sur le crane de I'animal.

Les microbulles anioniques (fournies par Dr Anthony Delalande, CBM, Orléans) sont
préalablement solubilisées dans 500uL d’HEPES (10mM, pH : 7,4) et cette solution est
agitée pendant 45 secondes. La solution de microbulles est ensuite diluée puis injectée
dans le sinus retro-orbital (0,5mL/kg de solution, diluée dans 90% d’HEPES (10mM, pH :
7,4) et 10% de sucrose pour que le volume final injecté soit de 100puL). Directement aprés
I'injection des microbulles, du gel a échographie (ASEPT UNIGEL) est appliqué sur le crane
de I'animal pour assurer une bonne transmission des ultrasons. Puis, le support sur lequel
se trouve lI'animal est transféré sur la plateforme mobile et les USF sont appliqués

immédiatement.

Les USF sont appliqués avec les paramétres suivants : fréquence du transducteur : 1,2Mhz,
rapport cyclique : 5%, fréquence de répétition des pulsations : 1Hz, délai de pulsation :
50ms/sec. Afin de mettre au point le systéme, deux parametres ont été ajustés au fil de
I’étude : la tension délivrée (reliée a la pression par la formule suivante y = 0,0073x +
0,0122 ou x est la valeur de la tension en mV et y la valeur de la pression en MPa) et la
zone d’application des ultrasons (fixe ou balayage). La tension utilisée sera précisée a

chaque fois dans les résultats. En ce qui concerne les USF, ils ont été délivrés soit sur une
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seule zone pendant une minute, soit le faisceau a été balayé a une vitesse de Imm par
seconde pendant 180 secondes sur la surface du crane en formant un rectangle de 8mm
par 2mm (figure 26). Ce dernier parametre a été légerement modifié pour quelques

animaux ce qui sera précisé dans la partie résultat le cas échéant.

Pour les procédures impliquant I'utilisation d’un vecteur viral, celui-ci est injecté sous PSM
de type 2 directement apres I'application des USF, dans le sinus retro-orbital n’ayant pas
recu l'injection de microbulles. Les souris sauvages ont recu une injection d’un vecteur
AAV9-GFP (5.10%3 gv /kg dilué dans du PBS). Les souris NDUFS4 KO ont recu une injection

d’un vecteur AAV9-NDUFS4 a la méme concentration.

La fin de la procédure consiste a vérifier par IRM la slreté et I'efficacité de la procédure
de perméabilisation de la BHE par les USF. Pour cela un agent de contraste IRM contenant
du gadolinium (Dotarem, Guerbet, France, 937Da, 1mL/kg) est injecté par voie intra-
péritonéale. Aprés environ 5min, le temps que le produit soit passé dans toute la
circulation sanguine, I'animal est transféré dans |'appareil IRM et maintenu sous

anesthésie. Nous avons réalisé 2 types d’images :

- Pour visualiser les lésions nous avons utilisé une séquence d'imagerie anatomique
d'écho de spin multi-coupe (TurboRARE) pondérée en T2 avec les parametres
suivants : 19 coupes axiales, épaisseur de coupe: 0,7mm, champ de vue:
20x20mm, résolution dans le plan : 78x78um, TE (temps d’écho) / TR (temps de
répétition) : 36/2200ms, nombre d’excitations : 3 pour un temps d'acquisition de
3min31sec. Dans le cas des souris NDUFS4 KO, les images de pondération T2 n’ont
pas été réalisées. En effet, leur forte sensibilité a conduit a limiter le temps sous
anesthésie, d’autant plus que les parametres de slreté avaient déja été validés sur

des souris sauvages

- Pour vérifier la perméabilisation de la BHE nous avons réalisé deux acquisitions
pondérées en T1 (RARE). Une en orientation axiale et la seconde en orientation
coronale. Les parametres pour |'acquisition axiales sont identiques a I'acquisition
pondérée en T2 sauf : TE/TR= 7/800ms, nombre d’excitations : 2 pour un temps
d'acquisition de 1minl16sec. Pour I'acquisition en orientation coronale 11 coupes
ont suffi pour couvrir I'ensemble du cerveau. Lors des procédures de mise au point

sur les souris sauvages, une image pondérée en T1 était également réalisée avant
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I'injection du produit de contraste afin d’avoir une image de référence.

A la fin de la procédure, les animaux ont été replacés dans leur cage sous la lampe
chauffante et ils ont été surveillés jusqu’a leur réveil. lls ont ensuite été replacés dans
I'animalerie et leur état de santé a été contrdlé tous les jours pendant la semaine qui a

suivi cette procédure.

2 mm
v ¥ 2mm.
(00
E
=
—— 8 mm

Figure 26 : Schéma de la zone de balayage du faisceau d’ultrasons sur le cerveau des souris.

Le balayage s’effectue sur un rectangle de 8 mm par 2 mm. Sur ce schéma sont représentés les
coordonnés de balayage sur les 3 plans de coupe du cerveau : axial (G gauche), coronal (en haut a
droite) et sagittal (en bas a droite). L’étoile désigne I’endroit ot commence I'application des
ultrasons puis le faisceau suit les fleches. (Généré avec Biorender).

[11.3. Résultats

Détermination de la dose de vecteur viral permettant une transduction efficace des

organes périphériques chez des souris adultes.

Nous avons tout d’abord évalué si I'expression du transgéne était dépendante de la dose
de vecteur viral injectée. Ainsi, le but était d’injecter une dose suffisamment basse pour
améliorer la slreté de la procédure tout en en maintenant un niveau d’expression du
transgene suffisant. Nous avons évalué le niveau d’expression de la GFP dans le cerveau,
le foie et le coeur en considérant que I'application des USF dans les expériences suivantes
redirigerait une partie du vecteur dans le cerveau. Pour cela, nous avons injecté un
vecteur AAV9 codant pour la GFP sous le controle d’un promoteur ubiquitaire CAG dans

le sinus retro-orbital chez des souris sauvages agées de 30 jours. Les souris ont été
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injectées avec 100uL de vecteur viral & une concentration de 1.10%3 gv/kg ou de 5.10%3
gv/kg. Deux semaines aprés l'injection, les souris ont été euthanasiées et les cerveaux,
foies et coeurs ont été prélevés. Les immunomarquages des coupes de cerveau ainsi que
le western blot sur ce tissu confirme que pour les deux doses, le transgene n’est pas
exprimé dans le cerveau (Figure 27A et B). Pour le foie et le coeur, les résultats montrent
gue I'expression de la GFP est dépendante de la dose de vecteur viral injecté. Dans le foie,
I'immunomarquage montre qu’a la dose de 5.10*2 gv/kg, la GFP est exprimée de facon
homogene sur toute la surface des coupes de foie. L’analyse du western blot montre que
cette dose permet une expression du transgene 25 fois supérieure (+ 10) a la dose de
1.10% gv/kg (Figure 27B et C). Dans le coeur, le niveau d’expression du transgéne est
également le plus important a la dose de 5.10%3 gv/kg. L’analyse du western blot montre

que la GPP est exprimée 7 fois plus (+ 3) qu’a la dose de 1.10%3 gv/kg.

A 1.10%vg/kg 5.10%vg/kg

8 C .. .
Brain Liver Heart e - . e -
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Liver Heart

Figure 27 : Comparaison de I'expression du transgéne en fonction de la dose de vecteur AAV9-
GFP injectée.

A : Images représentatives acquises d I’Axioscan d’une coupe de cerveau (sagittale), de foie
(transversale) et de cceur (transversale), montrant I'expression de la GFP (vert) et colorées au DAPI
(bleu), 2 semaines apreés l'injection intraveineuse d’une faible dose (a gauche) ou d’une forte dose
(a droite) d’un vecteur AAV9-GFP chez des souris sauvages de 30 jours. Barre échelle : 2mm. B :
Western blot montrant 'expression de la GFP et de la calnexine dans le cerveau, le foie et le cceur
de souris sauvages, 2 semaines apres l'injection intraveineuse d’une faible dose ou d’une forte dose
d’un vecteur AAV9- GFP. (C) Quantifications des western blot réalisés sur les fois et les caeurs (n =
4/groupe) (*P<0.5, test de Wilcoxon-Mann-Whitney). Données présentées au format moyenne +
SEM
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Le transgene est toutefois exprimé sur une surface moins importante que pour le foie
(Figure 27A). Ces résultats montrent que I'expression du transgene est dépendante de la
dose injectée. La dose de 5.10'3 gv/kg permettant la meilleure expression du transgéne

dans le foie et dans le coeur, c’est elle qui sera utilisée dans la suite de I'étude.

Détermination de la tension permettant au USF de perméabiliser la BHE de maniére

non invasive.

Afin de mettre au point la procédure d’USF, nous avons tout d’abord déterminé la tension
a appliquer afin que les ultrasons induisent une perméabilisation de la BHE sans causer de
Iésion tissulaire. Pour cela, des USF ont été appliqués sur des souris sauvages agées de 3
semaines afin que leur taille et leur poids soit comparable avec celui des souris NDUFS4
KO d’un mois que nous utiliserons par la suite. Pour chaque animal, une image
anatomique de pondération T2 a été réalisée pour mettre en évidence les éventuelles
Iésions cérébrales. Deux images de pondération T1, pré et post injection du produit de
contraste permettent de mettre en évidence I'efficacité de I'ouverture de la BHE par les
ultrasons. L’augmentation du contraste de I'image fait apparaitre des zones hyperintenses
correspondant a I’entrée du produit de contraste dans le cerveau. Nous avons commencé
les tests avec une tension de 120mV. Cette premiére valeur a été estimée et adaptée au
poids de la souris selon le protocole qui avait été établi chez le rat par I'équipe du Dr.
Emmanuel Barbier. Cette tension permettait de perméabiliser efficacement la BHE dans
la zone ciblée. Cependant, I'image de pondération T2 mettait en évidence des lésions
tissulaire. Nous avons ainsi baissé progressivement la tension appliquée, jusqu’a
déterminer gu’une tension de 60mV permettait d’ouvrir efficacement la BHE sans causer
de dommages visibles par IRM (figure 28A).

Les animaux pour lesquels nous avions vu des lésions sur les images IRM ont été
euthanasiés immédiatement et leur cerveau a été prélevé. Les autres ont été euthanasiés
deux semaines aprés la procédure et leurs cerveaux ont également été prélevés pour
vérifier I'absence de lésions tissulaires a plus long terme. Les résultats du marquage
hématoxyline/éosine confirme la présence de lésions corticales pour une tension de
120mV. Pour une tension de 60mV, le marquage hématoxyline/éosine ne met pas en
évidence de lésions hémorragiques (figure 28B). Pour ce dispositif, cette tension

correspond a une pression acoustique délivrée par le transducteur de 0,45 MPa. Cette
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120mV

60mV

tension permet de perméabiliser la BHE sans causer de dommages tissulaires et a donc

été appliquée pour la suite de I'étude.

T1-weighted MRI B

T2-weighted MRI Pre-Dotarem Post-Dotarem Hematoxylin / Eosin staining

Figure 28 : Evaluation de la tension a appliquer pour ouvrir la BHE efficacement et de maniére
non invasive.

A : Acquisitions coronales de pondération T2 et T1 (pré et post injection de produit de contraste)
des cerveaux apreés application d’une tension de 120mV ou de 60mV. Barre d’échelle : 5mm. B :
Images représentatives acquises a I’Axioscan d’une coupe coronale de cerveau marquée a
I’hématoxyline/éosine pour I'identification des éventuelles Iésions aprés application d’une tension
de 120mV ou de 60mV. Barre d’échelle : 5mm. A droite, agrandissement d’une zone d’intérét.
Barre d’échelle : 200uM.

Combinaison de l'injection d’un vecteur AAV9 avec l'application d’USF selon les

parameétres déterminés

Aprés avoir déterminé la tension permettant de perméabiliser la BHE de maniere
focalisée, I'objectif suivant est de vérifier que cela permet a un vecteur AAV9 de transduire
cette région afin d’exprimer un transgene. Pour cela, nous avons appliqué le protocole
d’USF au centre de la boite cranienne chez des souris sauvages agées de trois semaines.
Chaque animal a ensuite immédiatement regu une injection intraveineuse d’un vecteur
AAV9- GFP (5.10% gv/mL). L'image IRM apreés injection du produit de contraste met en
évidence une augmentation de la perméabilité de la BHE localisée au niveau de la zone
d’application des USF sur une largeur d’environ 2mm et sur une large partie de I'axe
dorso-ventral du cerveau (figure 29).

Deux semaines apres la procédure, les animaux ont été euthanasiés et les cerveaux et les

foies ont été prélevés. Ce dernier constitue un tissu contréle permettant de vérifier que
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I'injection a été réalisée correctement et que la dose de vecteur viral injectée est
suffisante pour permettre un bon niveau de transduction de cet organe malgré Ila
redistribution d’une partie vers le cerveau. L’analyse qualitative des immunormarquages
sur les coupes de foies révele que le vecteur viral transduit toujours une large partie de
cet organe (données non incluses ici). L'immunomarquage de la GFP sur les coupes de
cerveaux confirme que le transgéne est exprimé dans le cerveau, dans la zone ou la BHE
a été perméabilisée par les USF (figure 29). Ces résultats confirment que nos paramétres
d’USF permettent au vecteur viral de transduire le cerveau dans la zone ciblée. La dose de
vecteur viral injectée permet de conserver un bon niveau de transduction du foie lorsque

les USF sont appliqués sur une seule zone.

No scan

T1-weighted MRI Immunostaining

Figure 29 : Evaluation de la transduction d’un vecteur AAV9- GFP apres application d’USF au
centre de la boite crénienne.

Correspondance entre I'image pondérée en T1 aprés injection du produit de contraste et
I’expression de la GFP (vert) pour 4 coupes coronales représentatives de cerveau d’une souris ayant
recue les USF au centre de la boite crénienne. Barres d’échelles = 2mm.
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Evaluation de la transduction cérébrale d’un vecteur AAV9 apreés balayage du faisceau

d’USF sur la surface du crane des animaux.

Afin de permettre au vecteur viral de transduire des régions plus larges du cerveau, nous
avons appliqué un balayage du faisceau d’USF sur la surface du crane de souris sauvages
agées de trois semaines. Apres avoir vérifié en IRM que nos parametres de balayage
permettaient de perméabiliser la BHE sur une large surface, nous avons combiné
I"application des USF en balayage avec l'injection intraveineuse d’un vecteur AAV9-GFP
(5.10%3 gv/mL). L'image IRM apreés injection du produit de contraste met en évidence une
augmentation de la perméabilité de la BHE le long de I'axe antéro-postérieur, a partir du
bulbe olfactif, jusqu’au mésencéphale (figure 30). Dans les zones ou le faisceau d’USF n’a
pas été balayé, en particulier dans les régions latérales et les régions les plus postérieures
comme le tronc cérébral, 'absence de signal hyperintense indique que la BHE ne semble
pas avoir été perméabilisée dans ces régions (figure 30). Quelques paramétres ont été
adaptés entre les souris : nous avons testé d’effectuer un balayage avec un rectangle de
7mm par 3mm mais cela n’induisait pas de changement important des zones de
perméabilisation de la BHE. Nous avons également essayé d’optimiser le placement des
animaux sur le support pour deux raisons : (1) Lorsque la plateforme se déplace pour
effectuer le balayage, le transducteur induit une pression sur le crane de I'animal et peut
faire glisser ce dernier de gauche a droite, d’ou le décalage latéral de la zone ouverte sur
le panel de droite de la figure 30. (2) La plateforme mobile doit étre positionnée
suffisamment haut afin d’assurer un bon contact entre la membrane du transducteur et
le crane de I'animal pour ne pas dissiper les ondes ultrasonores dans I'air. Cependant nous
avons subi des pertes d’animaux a cause d’une pression trop importante sur le crane de
I'animal, conduisant a des arréts respiratoires, en particulier a cause de la durée du
balayage (180 secondes). Différentes hauteurs ont donc été testées afin de déterminer la
plus adaptée.

Deux semaines aprés cette procédure, les animaux ont été euthanasiés et les cerveaux et
les foies ont été prélevés. Limmunomarquage de la GFP réalisé sur les coupes de foies
montre que le transgene est toujours largement exprimé dans cet organe (données non
incluses ici). Ce résultat montre que les injections ont été réalisées correctement et que

cette dose de vecteur viral permet un bon niveau de transduction du foie.
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Scan

T1-weighted MRI Immunostaining T1-weighted MRI Immunostaining

Figure 30 : Evaluation de la transduction d’un vecteur AAV9-GFP apreés balayage du faisceau
d’USF a la surface du crdne des animaux.

Correspondance entre I'image pondérée en T1 aprés injection du produit de contraste et
I’expression de la GFP (vert) pour 4 coupes axiales (panel de gauche) et 4 coupes coronales (panel
de droite) de cerveaux de 2 souris ayant recues les ultrasons en balayage. Barres d’échelles = 2mm.

L'immunomarquage de la GFP dans le cerveau confirme que le balayage du faisceau d’USF
permet au vecteur viral de transduire de plus larges régions du cerveau. La comparaison
entre les images de pondération T1 et les immunomarquages montre que la zone de
perméabilisation de la BHE correspond a celle des régions cérébrales transduites par le
vecteur viral (figure 30). Ces résultats confirment que nos parametres de balayage
permettent au vecteur viral de transduire préférentiellement les régions cérébrales
médianes, le long d’un axe d’environ 2mm allant du bulbe olfactif jusqu’au mésencéphale.
En dehors de ces régions, le niveau de transduction est faible et variable selon les

animaux. Cette dose de vecteur viral permet de conserver un bon niveau de transduction
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du foie méme quand le faisceau d’USF est balayé et qu’une partie du vecteur viral est

redirigé vers le cerveau.

Afin de déterminer les types cellulaires transduits par le vecteur viral, nous avons réalisé
une analyse phénotypique sur les coupes de cerveau. Les résultats montrent que le
vecteur viral transduit des neurones (NeuN-positif/GFP-positif) et des astrocytes (GFAP-
positif/GFP-positif) et dans une moindre mesure des oligodendrocytes (Olig2-positif/GFP-
positif) mais nous n’avons pas détecté de cellules microgliales infectées (lbal-
positive/GFP-positive) (figure 31). Ces résultats montrent que cette stratégie pourrait
donc étre efficace pour remplacer I'expression du géne NDUFS4 chez les souris NDUFS4
KO car le vecteur viral transduit des neurones et des astrocytes, deux types cellulaires
jouant un role prépondérant dans la pathologie (Bolea et al., 2019; Ramadasan-Nair et al.,

2019; Liu et al., 2015).

Evaluation de lI'effet du remplacement du géne NDUFS4 aprés augmentation de la

perméabilité de la BHE par le balayage d’USF chez des souris NDUFS4 KO.

Apreés avoir déterminé des parameétres de balayage permettant de perméabiliser la BHE
sur une large zone du cerveau, nous avons appliqué cette stratégie a des souris NDUFS4
KO. Bien que les parameétres de balayage ne soient pas encore optimaux, I'objectif était
de réaliser une étude pilote afin d’évaluer I'effet de cette approche. Nous n’avons pas
testé a nouveau différentes intensités d’USF pour évaluer la sureté de la procédure chez
les souris NDUFS4 KO. En effet, I’étude présentée dans la premiere partie des résultats de
ma thése a montré que la perméabilité de la BHE était similaire entre les souris NDUFS4
KO et les souris sauvages, notamment vis-a-vis des vecteurs AAV9. En appliquant les
mémes parametres d’USF que précédemment, on pouvait donc considérer que
I’augmentation de la perméabilité de la BHE serait équivalente, sans induire de dommages
tissulaires sur les souris NDUFS4 KO. Pour cette étude pilote, nous avons donc constitué
guatre groupes expérimentaux : des souris sauvages non traitées (Ctl), des souris NDUFS4
KO non traités (KO), des souris NDUFS4 KO traitées avec le vecteur AAV9-NDUFS4 mais
n’ayant pas recu d’USF (KO+NDUFS4) et des souris NDUFS4 KO traitées avec le vecteur
AAV9-NDUFS4 en combinaison de I'application des USF en balayage (KO+NDUFS4/USF).

Nous avons appliqué le méme protocole de balayage sur des souris NDUFS4 KO agées d’un

mois (n=3). Aprés I'application des USF, un vecteur AAV9-NDUFS4 (5.10%3 gv/kg) a été

155



Figure 31: Evaluation du phénotype des cellules transduites par le vecteur viral AAV9-GFP apres
I’application des ultrasons en balayage.

Images représentatives acquises au microscope confocal de coupes de cerveaux marquées avec A :
NeuN (rouge), marqueur des neurones et GFP (vert) neurones, B : GFAP (rouge), marqueur des
astrocytes et GFP (vert), C : Olig2 (rouge), marqueur des oligodendrocytes et GFP (vert) et D : Ibal
(rouge), marqueur des cellules microgliales et GFP (vert). Pour chaque marqueur, une image a été
acquise au grossissement 20X puis un zoom a été réalisé dans la zone encadrée en blanc afin
d’acquérir une image au grossissement 63X. Barres d’échelles = 50uM.
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injecté par voie intraveineuse. Les acquisitions pondérées en T1 et réalisées dans le plan
coronal et axial mettent en évidence une augmentation de la perméabilité de la BHE dans
les mémes régions que ce qui avait été observé sur les souris sauvages (figure 30 et 32).

La BHE est perméabilisée sur une grande partie de I'axe antéro-postérieur, en particulier
dans les parties du cerveau les plus dorsales. Dans les régions plus ventrales, les parties
postérieures comme le cervelet et le tronc cérébral ne semble pas avoir été ciblées par le
faisceau d’USF (figure 32). Pour les mémes raisons que chez les souris sauvages, des
différences sont observées entre les animaux, certains présentent une perméabilisation
asymétrique avec un hémisphére cérébral qui semble avoir été plus ciblé que I'autre. Ces
résultats montrent que cette stratégie de balayage du faisceau d’USF permet de
perméabiliser la BHE des souris NDUFS4 KO dans des régions similaires a celles observées

chez les souris sauvages.

Ndufs4 KO Ndufs4 KO Ndufs4 KO

mouse #1 mouse #2 mouse #3
Coronal T1-weighted Axial T1-weighted Coronal T1-weighted Axial T1-weighted Coronal T1-weighted Axial T1-weighted
MRI

MRI MRI MRI

Figure 32 : Evaluation de I'ouverture de la BHE en IRM sur les trois souris NDUFS4 KO ayant recu
des ultrasons en balayage.

Chaque panel présente 4 acquisitions pondérées en T1 post injection du produit de contraste
couvrant les zones frontales a caudales (de haut en bas) dans le plan coronal (partie gauche de
chaque panel) et 4 acquisitions couvrant les zones ventrales a dorsales (de haut en bas) dans le
plan axial pour chaque animal. Barres d’échelles = 4mm.
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A partir du jour de I'injection du vecteur viral, nous avons suivi le poids, la température
corporelle et la survie de ces animaux traitées ainsi que des trois autres groupes

d’animaux afin d’évaluer I'effet de notre approche.

A 90 jours, les souris NDUFS4 KO + NDUFS4/USF étaient toujours en vie alors que les
derniéres souris NDUFS4 KO non traitées et NDUFS4 KO + NDUFS4 sans USF étaient
mortes respectivement a 74 et 72 jours (figure 33A). Le retard de croissance n’était pas
corrigé mais les souris traitées ayant recues les USF ne perdaient pas de poids (figure 33B).
Comme les deux autres groupes de souris NDUFS4 KO, leur température corporelle avait
baissé progressivement jusqu’a atteindre 34°C mais était remonté autour de 36°C les 10

derniers jours de suivi (figure 33C).

Figure 33 : Evaluation de I'effet du remplacement du géne NDUFS4 chez des souris NDUFS4 KO
en perméabilisant la BHE par un balayage d’USF.

A : Courbes de survie des souris sauvages (courbe rouge, n=7), des souris NDUFS4 KO non traitées
(courbe noir, n=4), des souris NDUFS4 KO traitées sans USF (courbe verte, n=10) et des souris
NDUFS4 KO traitées avec USF (courbe bleue, n=3) (log-rank P<0.0001 (Mantel-Cox test)). B :
Courbes de suivi du poids a partir du jour d’injection, mesuré 3 fois par semaines pendant la période
de survie. C : Courbes de suivi de la température corporelle a partir du jour d’injection, mesuré 3
fois par semaines pendant la période de survie. D : Quantification du nombre de redressements
dans un cylindre pendant 5min, test réalisé chez des souris de 45 jours. E : Activité locomotrice
enregistrée pendant 30min dans un “open field”, test réalisé chez des souris de 45 jours. (**P<0.01,
**%*¥P<0.0001, ANOVA univariée et test des étendues de Tukey). D et E : Données présentées sous
le format moyenne + SEM
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Comme nous l'avions fait dans I'étude précédente, nous avons réalisé des tests
comportementaux chez les animaux agés de 45 jours, soit 2 semaines apres le traitement.
Nous avons réalisé un test du cylindre et un test de I'open field afin d’évaluer les
performances locomotrices des souris. Le traitement combiné au USF n’augmentait pas
significativement le nombre de redressements dans le cylindre (KO : 0,5 redressement +
0,29 ; KO + NDUFS4/USF : 1,6 redressements + 0,33 (moyenne + SEM)) ni la distance
parcourue dans I'open field par rapport aux souris NDUFS4 KO non traitées (KO : 1064 cm

+ 342 ; KO + NDUFS4/USF : 3705 cm * 2685 (moyenne = SEM)) (figure 33D et E).

Les souris traitées avec le vecteur AAV9-NDUFS4 et ayant recu les USF ont été
euthanasiées a 90 jours. Elles étaient toujours en vie et n’avaient pas atteint un point
limite établi dans le permis éthique et nécessitant une mise a mort. Nous avons cependant
choisi de les euthanasier a cette date car I'effet du traitement sur la survie était déja
supérieur aux effets thérapeutiques apportés par les autres études utilisant un vecteur
AAV9 sur ce modele murin. De plus, nous avions observé que la perméabilisation de la
BHE n’était pas optimale et il semblait donc intéressant d’étudier les zones ayant été
transduite par le vecteur viral. Ainsi, nous ne voulions pas prendre le risque de constater
un animal mort un matin et donc de perdre les tissus. Les cerveaux ont été prélevés afin
de déterminer les régions qui avaient été transduites par le vecteur viral. L’étude de I'effet
du traitement sur le phénotype pathologique cérébral n’a pas encore été réalisée.
D’autres tissus ont été prélevés afin d’évaluer la distribution du vecteur viral et I'effet du
traitement sur d’autres phénotypes pathologiques (foies, yeux, cceurs) mais les analyses
n‘ont pas encore été réalisées. Le vecteur AAV9-NDUFS4 exprimait la GFP en plus du
transgene thérapeutique afin de pouvoir suivre les régions dans lesquelles I'expression du
géne avait été restaurée. L'immunomarquage des coupes de cerveaux met en évidence
I’expression dans la GFP dans de larges régions cérébrales (figure 34). Les zones les mieux
transduites par le vecteur viral sont comparables a celles ou la BHE a été perméabilisée
(figure 32 et 34). Chez les trois animaux, les zones médianes situées a I'avant et sur les
parties dorsales du cerveau sont les régions les plus transduites par le vecteur viral. Les
niveaux d’expression de la GFP sont inférieurs dans les parties latérales et postérieures en
particulier dans le cervelet et le tronc cérébral. Cependant, les niveaux d’expressions

varient selon les animaux et I’hémisphere cérébral.
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Figure 34 : Evaluation de la distribution de la GFP dans le cerveau des 3 souris NDUFS4 KO
traitées dont la BHE a été perméabilisée par un balayage des USF.

Images représentatives acquises a I’Axioscan de 6 coupes sagittales de cerveau montrant
I’expression de la GFP (vert) et colorées au DAPI (bleu), 2 mois aprés perméabilisation de la BHE et
injection intraveineuse d’un vecteur AAV9-CAG-NDUFS4-IRES-GFP chez des souris NDUFS4 KO de
30 jours. Barre d’échelle = 2mm.

Ces résultats confirment que le balayage du faisceau d’USF permet au vecteur viral de
transduire de larges régions du cerveau chez les souris NDUFS4 KO, suffisantes pour
prolonger la survie des animaux au moins jusqu’a 90 jours. Cependant, la distribution du
transgéne ne semble pas encore assez large pour améliorer la croissance, restaurer une

température corporelle physiologique et corriger les désordres moteurs.
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IV. Etude du transfert intercellulaire de
mitochondries dans le contexte de la thérapie
génique

IV.1. Contexte et résumé de |’étude

La découverte des nanotubes, des prolongements membranaires formant des ponts
cytoplasmiques entre deux cellules, a permis de mettre en évidence que les organites
intracellulaires pouvaient étre échangés. La capacité des mitochondries a réaliser ce type
de transfert, via les nanotubes ou par des échanges vésiculaires a par la suite été
démontrée in vitro puis in vivo. Dans le SNC, le transfert intercellulaire de mitochondries
a récemment été mis en évidence comme un phénomeéne biologique non négligeable et
semble constituer un élément de réponse important aux dommages hémorragiques, aux

|ésions de la moelle épiniere et a la neurodégénérescence.

Dans un contexte thérapeutique, I’effet du transfert de mitochondries sur des phénotypes
pathologiques présents dans les maladies mitochondriales a déja été étudié. Une étude a
par exemple mis en évidence que des mitochondries peuvent étre données par des
cellules souches mésenchymateuses a des cellules présentant un déficit du complexe |
lorsqu’elles sont co-cultivées. Cette approche permet de réduire le stress oxydatif dans
les cellules présentant un déficit de complexe | mais I'activité du complexe n’est pas
restaurée. Une autre étude a utilisé des cellules souches pluripotentes induites, dérivées
de cellules mésenchymateuses, pour transférer des mitochondries aux cellules
ganglionnaires de la rétine chez des souris NDUFS4 KO. Cette approche permet
d’améliorer la fonction rétinienne et de diminuer I'inflammation et la dégénérescence des
cellules ganglionnaires. Cependant, des considérations éthiques et des challenges
techniques doivent étre résolus avant de pouvoir utiliser le transfert de mitochondries
comme un traitement efficace et sir chez 'homme. Le transfert de mitochondries peut
également étre considéré comme un élément renforcant I'effet d’'une autre approche
thérapeutique. Plusieurs études pré-cliniques ont utilisé des stratégies de thérapie
génique afin de restaurer I'expression d’'un gene défectueux dans des modeéles murins de

pathologies mitochondriales séveres. Cette approche permet de restaurer une partie de
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la fonction respiratoire des mitochondries grace a l'augmentation de I'activité des
complexes défectueux. Cela apporte un effet thérapeutique important, en particulier
grace ala correction du phénotype pathologique dans le cerveau. Cependant, I’évaluation
de la distribution du transgene dans I'organisme réalisée lors notre étude montre que le
vecteur viral ne transduit pas la totalité des cellules. L’expression du transgene n’est donc
pas restaurée dans toutes les cellules. Notre hypothése est que les cellules ayant été
transduites par le vecteur AAV.PHP.B pourraient servir de cellules donneuses et échanger

ainsi leurs mitochondries saines aux cellules non transduites.

Dans cette étude, notre objectif est donc de déterminer si le transfert de mitochondries
renforce I'effet thérapeutique observé lors de notre étude pré-clinique de thérapie

génique sur le modele murin du syndrome de Leigh.

Les résultats présentés dans cette partie correspondent a des résultats préliminaires

dédiés principalement a la mise en place d’outils pour étudier ce mécanisme.

Dans un premier temps, nous avons réalisé des expériences afin de reproduire les
conditions expérimentales permettant de mettre en évidence le transfert de
mitochondries en culture cellulaire. Nous avons ensuite généré et caractérisé un nouvel
outil permettant de mettre en évidence le transfert mitochondrial a la fois in vitro et in
vivo. Il faut maintenant mettre en place des protocoles permettant d’identifier avec
précision le transfert de mitochondries in vivo afin de pouvoir par la suite étudier ce

phénoméne en condition de thérapie génique sur les souris NDUFS4 KO.

Dans cette étude, jai réalisé les procédures de validation du nouvel outil par western blot
et immunomarquage. Les constructions plasmidiques ont été réalisées par Béatrice Blot,
ingénieure au Grenoble Institut des Neurosciences. J'ai réalisé les expériences de co-
culture a partir de linfection des cellules jusqu’a I'analyse en microscopie ou en
cytométrie. Les procédures de cytométrie impliquant le FACS ARIA ont été réalisées par

Myléne Pezet, ingénieure a I'Institut pour I’Avancée des Biosciences.

J'ai également produit et titré les vecteurs viraux (vecteurs lentiviraux et AAVs) et réalisé

toutes les procédures in vivo.
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IV.2. Matériel et méthodes

Les protocoles suivants ont déja été détaillés dans d’autres parties et je préciserai donc

seulement les modifications.
Production et titration du vecteur AAV

Les plasmides suivants ont été utilisés pour la transfection lors de la production du vecteur
AAV-PHP.eB-CAG-mito-DsRed-T2A-H2B-GFP  :  pAAV-CAG-mito-DsRed-T2A-H2B-GFP
(cloné par Béatrice Blot), pUCmini-iCAP-PHP.eB (fourni par Viviana Gradinaru, #103005,
Addgene, Watertown, MA, USA) et pHelper (#240071, Agilent Technologies). La

concentration du vecteur viral produit est de 5.10'* gv/mL.
Injection du vecteur AAV

Le vecteur AAV-PHP.eB-mito-DsRed-T2A-H2B-GFP a été injecté dans le sinus retro-orbital,

chez des souris sauvages dgées d’un mois a la dose de 1.10%* gv/kg
Immunohistochimie

Les anticorps primaires utilités pour réaliser les marquages des coupes de cerveau sont
les suivants : anticorps anti-NeuN (lapin 1:1000, Cell Signaling, #12943), anticorps anti-
Ibal (lapin, 1:2000, Wako, #019-19751), anticorps anti-GFAP (lapin, 1:2000, Abcam,
#ab7260), anticorps anti-Olig2 (lapin, 1 :1000, Millipore, #AB9610).

Western blot

Les anticorps primaires utilités pour réaliser les Western blot sont les suivants : anticorps
anti-GFP (poulet, 1:2000, Abcam, #ab290), anticorps anti-RFP (lapin, 1:2000 Abcam,
#ab62341), anticorps anti-calnexine (lapin, 1:5000, Enzo Life Science, ADI-SPA-860).

Dans la section suivante, je décrirai tous les protocoles qui n’ont été détaillés dans

aucune section « matériel et méthodes » précédentes.
Culture cellulaire

Les lignées cellulaires utilisées dans cette étude sont des cellules SH-SY5Y (ATCC), dérivées
de neuroblastomes humains. Cette lignée cellulaire a été choisie car c’est une lignée pour
laguelle des échanges de mitochondries ont déja été décrits. Les cellules SH-SY5Y ont été

cultivées a 37°C et 5% de CO; dans du DMEM (« Dulbecco's Modified Eagle Medium »)
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complémenté avec 10% de FBS (« Feetal bovine serum») et 1% de

pénicilline/streptomycine.
Constructions plasmidiques utilisées

Deux plasmides codant pour des protéines fluorescentes adressées a la mitochondrie ont
été utilisés : mito-BFP (fourni par Gia Voeltz, #49151, Addgene, Watertown, MA, USA) et
mito-DsRed (fourni par Michael Davidson, #55838, Addgene, Watertown, MA, USA).
« mito » fait référence a la séquence d’adressage mitochondriale de la sous unité 4 ou 8
du cytochrome c oxydase (respectivement : COX4 et COX8). « BFP » et « DsRed » font
référence a la couleur du fluorochrome, respectivement bleue et rouge. Ces deux
constructions ont été utilisées dans les expériences de co-cultures afin de pouvoir suivre
les mitochondries des cellules « donneuses ».

Un plasmide codant pour la protéine H2B, une histone fusionnée a la GFP (H2B-GFP, fourni
par Geoff Wahl, #11680, Addgene, Watertown, MA, USA). Cette construction a été utilisée
dans les procédures de co-culture afin d’identifier la population des cellules

« receveuses ».

Nous avons ensuite cong¢u une nouvelle construction possédant les séquences mito-DsRed
et H2B-GFP séparées par une séquence T2A (mito-Ds-Red-T2A-H2B-GFP). Ce plasmide a
été construit par Béatrice Blot. Cette construction permet la transcription des deux
séquences en une seule molécule d’ARN. Cette derniere sera ensuite traduite en 2
protéines distinctes en proportion similaires de part et d’autre de la séquence T2A. Cette
construction permet d’exprimer les deux protéines dans la méme cellule en réalisant une

seule infection.

Toutes ces constructions ont ensuite été clonées dans un plasmide lentiviral sous le
contréle d’'un promoteur ubiquitaire EF1-a (« élongation factor 1 ») (figure 35). La
construction mito-DsRed-T2A-H2B-GFP a également été cloné dans un plasmide viral
adéno-associé sous le controle d’'un promoteur ubiquitaire CAG pour les procédures in

vivo.
Production des vecteurs lentiviraux et titration fonctionnelle

Les vecteurs lentiviraux ont été produit au sein du laboratoire selon un protocole décrit

précédemment (Sébastien et al., 2020). Brievement, des cellules HEK 293T ont été
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transfectées avec 3 plasmides : psPAX2 (fourni par Didier Trono, #12260, Addgene,
Watertown, MA, USA) contenant les génes Gag et Pol, pCMV-VSV-G (fourni par Bob
Weinberg, #8454, Addgene, Watertown, MA, USA) contenant les genes de I'enveloppe et
les plasmides d’intéréts. La transfection a été réalisée par la méthode du calcium
phosphate en utilisant le kit « CalPhos Mammalian Transfection Kit » (Ozyme, #631312).
48 post transfection, le milieu contenant les particules virales était récupéré, centrifugé
puis filtré (filtres de 0,45uM) pour éliminer les débris cellulaires. Les surnageants étaient
transférés dans des tubes pour ultracentrifugeuse puis centrifugé pendant 2h a
20 0O00RPM, 4°C. Apres l'ultracentrifugation, les particules virales culotées au fond du
tube étaient resuspendus dans 100puL/tube de PBS. Aprés au moins 6h au frigo, le temps
que les particules virales se réhydratent, les vecteurs étaient aliquotés puis
immédiatement congelés dans l'azote liquide avant d’étre stockés a long terme au

congélateur a -80°C.

Pour la titration, des cellules SH-SY5Y étaient ensemencées dans un plaque 24 puits
(80 000 cellules par puits). Le lendemain, les cellules étaient infectées en utilisant des
dilutions en cascade du vecteur viral. Aprés 6h, le milieu de culture était rafraichi. 48h
apreés l'infection, les cellules étaient rincées au PBS, décollées a la trypsine, centrifugées 3
min a 1000 rpm puis resuspendues dans 300uL de PBS. Le pourcentage de cellules
infectées était ensuite évalué par cytométrie en flux. La concentration fonctionnelle en
vecteur lentiviral pouvait étre estimée par la formule : C = (Px80000) / (Dx0,01) avec P le
pourcentage de cellules infectées déterminé en cytométrie en flux, D le facteur de dilution
et C la concentration en unité infectieuse par mL. La concentration devait étre calculées
en utilisant les valeurs des dilutions situées sur la partie linéaire de la courbe. Les
concentrations en vecteur virale utilisées dans la suite des expériences étaient basées sur

ces courbes de titration afin de maitriser le taux d’infection des cellules.
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Figure 35: Carte des plasmides utilisés.

A : Construction mito-BFP dans un plasmide lentiviral sous le contréle d’un promoteur EF1-a. B :
Construction DsRed-2-Mito-7 dans un plasmide lentiviral sous le contréle d’un promoteur EF1-a.
C : Construction H2B-GFP dans un plasmide lentiviral sous le contréle d’un promoteur EF1-a. D :
Construction DsRed-2-Mito-7-T2A-H2B-GFP dans un plasmide lentiviral sous le contréle d’un

promoteur EF1-a.
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Etablissement de la lignée cellulaire stable exprimant mito-DsRed et H2B-GFP.

Pour établir cette lignée cellulaire, des cellules SH-SY5Y étaient ensemencées dans des
boites de culture de 6cm de diametre contenant 3mL de DMEM complémenté. Le
lendemain, les cellules étaient infectées en ajoutant le vecteur lentiviral codant pour mito-
DsRed-T2A-H2B-GFP a une dilution permettant une infection d’environ 50% des cellules,
en utilisant les résultats de la titration fonctionnelle. Apres 6h, les cellules étaient rincées
et le milieu était rafraichi. Pendant une semaine, le milieu était rafraichi tous les deux
jours. Cela permettait d’effectuer un premier tri des cellules en éliminant celles n’ayant
pas survécus a l'infection. Aprés une semaine, les cellules étaient mises en suspension
puis conservées sur glace jusqu’a la procédure de cytométrie. Les cellules ont été triées
en utilisant le FACS Aria Ilu (BD Biosciences) situé a I'Institut for Advanced Biosciences sur
la plateforme de cytométrie en flux avec I'aide de Myléne Pezet. Pour le tri, des seuils ont
tout d’abord été appliqués afin d’éliminer les débris cellulaires (valeurs FSC (« forward
scatter ») et SSC (« side scatter » basses) et les doublets de cellules (ratio FSC-W/FSC-H
constant). Les cellules doublement positives ont ensuite été collectées dans des puits de
plaques 4 puits en séparant les cellules avec une intensité de fluorescence haute des

cellules avec une intensité de fluorescence basse.
Infections des cellules SH-SY5Y et co-cocultures

Pour étudier le transfert de mitochondries, des cellules SH-SY5Y étaient ensemencées
dans des boites de culture de 6cm. Le lendemain, les cellules étaient infectées en ajoutant
le vecteur viral a une dilution permettant une infection d’environ 80%/90% des cellules,
en utilisant les résultats de la titration fonctionnelle. Pour les expériences de co-culture
basée sur |'utilisation de H2B-GFP et un des marqueurs mitochondriaux (mito-BFP ou
mito-DsRed) une boite de culture était infectée avec le vecteur lentiviral codant pour H2B-
GFP et une boite de culture avec le vecteur lentiviral codant pour le marqueur
mitochondrial (figure 36A). Pour les expériences impliquant la construction mito-DsRed-
T2A-H2B-GFP, une boite de culture était infectée avec le vecteur lentiviral codant pour
cette construction et une boite de culture n’était pas infectée (figure 34B). Aprés 6h, les
cellules étaient rincées et le milieu était rafraichi. 48h post-infection, les cellules étaient
rincées puis mises en suspension. Les 2 populations de cellules étaient ensuite

ensemencées a un ratio 1:1 dans une boite 6¢cm (pour la cytométrie en flux) ou dans des
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puits de plaque 4 puits contenant des lamelles (pour la microscopie). Les cellules étaient
ensuite co-cultivées pendant 40h. Des cellules non infectées ou simple infectées étaient

également cultivées en parallele pour étre utilisées comme contréles (figure 36A et B).
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Figure 36 : Schéma présentant la stratégie utilisée pour mettre en évidence le transfert de
mitochondrie in-vitro.

A : Schéma présentant les conditions de co-culture lorsque nous avons utilisé 2 vecteurs lentiviraux,
1 pour marquer le noyau, 1 pour marquer les mitochondries. B : Schéma présentant les conditions
de co-culture lorsque nous avons utilisé le vecteur lentiviral codant pour mito-DsRed-T2A-H2B-GFP.
Une seule culture était infectée et les cellules étaient marquées a la fois dans le noyau et les
mitochondries. La co-culture était donc réalisée avec des cellules non infectées.

Lors de la procédure de mise en évidence du transfert de mitochondries en microscopie,
les cellules ont été traitées a I'acide rétinoique (10uM) pendant la co-culture. Il a été
montré que ce traitement permettait de différentier les cellules SH-SY5Y en cellules ayant

des propriétés neuronales (Cheung et al., 2009). Ainsi, le but était d’augmenter le nombre
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de prolongements membranaires afin d’accroitre la probabilité de former des TNTs entre

les cellules SH-SY5Y, un des moyens de transfert des mitochondries.
Cytométrie en flux

Apreés 40h de co-culture, les cellules étaient rincées puis mise en suspension dans du PBS.
Les cellules étaient conservées sur glace jusqu’a I'analyse en cytométrie en flux. Les
cellules ont été analysées en utilisant I’Accuri c6 cell analyser et son logiciel associé (BD
Accuri c6) ou le FACS Aria llu (BD Biosciences), situés a I'Institut for Advanced Biosciences
sur la plateforme de cytométrie en flux. Des échantillons simplement infectés étaient
utilisés comme contrdle. L'échantillon correspondant aux cellules co-cultivées était
ensuite analysé. Pour I'analyse post acquisition, des seuils ont été déterminés afin
d’éliminer les débris cellulaires (valeurs FSC et SSC basses) et les doublets de cellules (ratio
FSC-W/FSC-H constant). Une compensation a été appliquée pour éliminer la superposition
des fluorescences. Un pourcentage du canal FL2, correspondant a la fluorescence induise
par DsRed était soustraite au canal FL1, correspondant a la fluorescence induise par GFP.
Ensuite, un cadrant était placé sur les échantillons contréles, de sorte qu’il n’y ait aucun
évenement dans le cadrant des cellules doubles positives. L’analyse de I'échantillon co-

cultivé permettait ainsi de déterminer le pourcentage de cellules doublement positives.
Immunocytochimie

Pour les immunomarquages des cultures cellulaires, ces dernieres étaient fixées dans une
solution de PFA 4% / sucrose 4% pendant 15min a température ambiante. Aprés 3
ringages au PBS, les cellules étaient perméabilisées avec une solution de 0,1% triton, 5%
sérum de cheval dans du PBS pendant 5 min a température ambiante. Les lamelles étaient
ensuite incubées avec une solution d’anticorps primaire anti Tom20 (lapin, 1:2000, Santa
Cruz #sc-11415) ou anti-Tuj1 (souris, 1:1000, Covance #MMS-435P), sérum de cheval 5%,
dans du PBS pendant 4h a température ambiante. Aprés 3 rincages au PBS, les lamelles
étaient incubées avec I'anticorps secondaire correspondant couplé a I’Alexa 647 (1:400)
pendant 1h30 a température ambiante. Aprés 3 rincages au PBS, une solution de DAPI
(1/20000, Invitrogen) était ajoutée pendant 5min a température ambiante puis 5 ringages
étaient effectués. Les lamelles étaient ensuite montées sur des lames en utilisant un
milieu de montage (Dako mounting medium, Agilent) avant d’étre observées au

microscope.
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Microscopie et analyse des images

Les images ont été acquises au LSM 710 confocal microscope (Zeiss) puis I'analyse de la
colocalisation des signaux de fluorescence a été réalisée grace au logiciel Imagel. Pour
cela, une image de la projection maximale étaient obtenues par la fonction ZProjection.
Ensuite le plugin EzColocalisation a été utilisé. Les régions d’intéréts (ROI) correspondant
aux cellules unitaires étaient entourées manuellement puis les canaux de couleurs étaient
séparés. Le coefficient de corrélation de Pearson (PCC) était calculé automatiquement par
le plugin (corrélation de I'intensité pour chaque pixel entre deux canaux). Les nuages de
point représentant l'intensité de chaque pixel en fonction du canal étaient générés

automatiquement par le plugin.

IV.3. Résultats

Etude du transfert de mitochondries in vitro par cytométrie en flux dans un systéme

de co-culture.

Le premier objectif était de mettre en évidence le transfert de mitochondries in vitro grace
a la cytométrie en flux aprés une co-culture entre des cellules « donneuses » de
mitochondries et des cellules « receveuses », comme ce qui a déja été réalisé dans
d’autres études avec des outils différents (Pasquier et al., 2013; Liu et al., 2014; Jackson
et al., 2016). Nous voulions ainsi déterminer si les moyens que nous avions a disposition
étaient adaptés pour étudier ce phénomene. Pour cela, des cellules SH-SY5Y
préalablement infectées avec un vecteur lentiviral codant pour mito-BFP (cellules
« donneuses ») ont été co-cultivées avec des cellules préalablement infectées avec un
vecteur lentiviral codant pour H2B-GFP (cellules « receveuses »). En paralleéle, chaque
population a également été cultivée séparément, en tant que contrble. Aprés 40h les
cellules ont été analysées en FACS afin de déterminer si des cellules doublement
marquées étaient détectées dans la co-culture (figure 37). L'analyse en cytométrie des
cellules co-cultivées montre que 3,5% des cellules sont doublement positive pour la GFP
et la BFP (figure 37C). Ces cellules correspondent a des cellules infectées avec le vecteur
lentiviral codant pour H2B-GFP et ayant recues des mitochondries de cellules infectées

avec le vecteur lentiviral codant pour mito-BFP. En paralléle, on peut noter que dans la
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co-cultures, alors que le ratio de chaque population ensemencée était théoriquement de

1:1, seulement 38% des cellules étaient BFP positive (figure 37C).
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Figure 37 : Etude du transfert de mitochondries par cytométrie en flux.

A : Analyse de la fluorescence des cellules apreés infection avec le vecteur lentiviral codant pour
mito-BFP. B : Analyse de la fluorescence des cellules aprés infection avec le vecteur lentiviral codant
pour H2B-GFP. C : Analyse de la fluorescence des cellules apres infection de 2 cultures, une avec
mito-BFP, I'autre avec H2B-GFP puis co-culture des 2 populations.

On peut ainsi suggérer que l'infection avec le vecteur lentiviral exprimant mito-BFP induit
une mortalité cellulaire. Si cette mortalité est induite par un dysfonctionnement
mitochondrial provoqué par l'infection, les conditions expérimentales ne sont pas

optimales car le transfert n’est pas observé dans des conditions saines.



Etude du transfert de mitochondries in vitro en utilisant le marqueur mitochondrial

mito-DsRed

Bien qu’il n"ait jamais été décrit de toxicité liée au marqueur mito-BFP, I'utilisation de ce
dernier dans d’autres expériences (transfection, production de vecteurs AAV) a confirmé
gu’il induisait une augmentation de la mortalité cellulaire. Nous avons décidé de changer
pour un marqueur mitochondrial plus largement utilisé dans la littérature, mito-DsRed.
Nous avons tout d’abord vérifié la spécificité de localisation des marqueursH2B-GFP et
mito-DsRed. Pour cela des cultures de cellules SH-SY5Y ont été infectées avec le vecteur
lentiviral codant pour H2B-GFP ou pour mitoDsRed. 48h post infection les cellules ont été
fixées puis les mitochondries ont été marquées avec TOM20 et les noyaux ont été
marqués au DAPI (figure 38A). Les images montrent que la GFP s’exprime spécifiquement
dans le noyau et DsRed spécifiquement dans les mitochondries. Lorsque ces 2 populations
de cellules sont co-cultivées et analysées en cytométrie, le pourcentage de cellules
doubles positives varie de fagon importante entre les expériences (0,6% de cellules GFP-
positive/DsRed positives dans la premiére expérience et 11,4% dans la deuxiéme
expérience) (figure 38B). Dans I'expérience numéro 2, le pourcentage de cellules GFP
positive est relativement bas par rapport au cellules DsRed positive (seulement 15% de
cellules GFP+) alors que dans la premiéere expérience le ratio était autour de 1:1 comme
attendu (figure 38B). Il semblerait que I'infection avec le vecteur lentiviral exprimant H2B-
GFP provoque également de la mort cellulaire dans certains cas. De plus,
'immunomarquage des mitochondries montrent que ces derniéres présentent une
morphologie plutét fragmentée qui suggére qu’elles sont soumises a un stress (figure
38A). La mortalité cellulaire excessive associée a une augmentation du stress
mitochondrial conduit a I'obtention de résultats difficilement reproductibles et confirme

gue les conditions expérimentales ne sont donc toujours pas optimales.
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Figure 38 : Etude du transfert de mitochondries grdice au marqueur mito-DsRed.

A : Images acquises aux microscope confocal de cellules SH-SY5Y infectées avec un vecteur
lentiviral codant pour H2B-GFP (en haut) ou mito-DsRed (en bas), marquées avec TOMZ20 (en bleu)
et colorées au DAPI (gris). Barre d’échelle : 20uM. B : Analyse de la fluorescence des cellules apres
infection de deux cultures, une avec mito-DsRed, I'autre avec H2B-GFP. A gauche, les 2 populations
n’ont pas été co-cultivées, a droite elles I'ont été.

Caractérisation d’un nouvel outil permettant I’expression des marqueurs mito-DsRed et

H2B-GFP.

Pour améliorer notre approche expérimentale, il était nécessaire d’établir un systeme ou
les cultures cellulaires ne sont pas soumises a un stress trop important, provoqué par
I'infection avec les vecteurs viraux. En effet, cela peut conduire a une perturbation de la
physiologie mitochondriale et une augmentation de la mort cellulaire. De plus, le systeme
de co-culture utilisé précédemment n’est pas adapté aux études in vivo car I'infection avec
deux vecteurs viraux ne permet pas de distinguer les cellules ayant recu des
mitochondries des cellules ayant été doublement infectées. Ainsi, pour répondre a ces
challenges, nous avons construit un plasmide codant a la fois pour le marqueur nucléaire
(H2B-GFP) et pour le marqueur mitochondrial (DsRed), séparé par une séquence T2A. Cela
permet de synthétiser deux protéines distinctes en proportion similaires de part et d’autre
de la séquence T2A (Liu et al.,, 2017 b). Cette construction modifie notre approche

expérimentale in vitro. Elle permet d’obtenir en une seule infection, une population
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cellulaire qui exprime les deux marqueurs. Un tri cellulaire permet ensuite d’établir une
lignée stable, possédant des mitochondries saines. Cette population peut étre co-cultivée
avec des cellules non infectées (receveuse) pour étudier le transfert de mitochondries.
Sur cette méme base, cette construction permet de répondre au challenge technique de
I’étude du transfert in vivo. Seules les cellules ayant été transduites par le vecteur viral
exprimeront les deux marqueurs. Ainsi, I'isolation de cellules présentant seulement des
mitochondries marquées permettra de confirmer que ces derniéres ont été transférées

depuis une cellule infectée.

Pour les expériences in vitro, la séquence mito-DsRed-T2A-H2B-GFP a été clonée dans un
plasmide lentiviral. Des vecteurs lentiviraux exprimant cette construction ont été produits
puis testés en infectant des cellules SH-SY5Y afin de vérifier la spécificité d’expression. Les
images obtenues en microscopie confocale montrent que H2B-GFP et mito-DsRed sont
exprimés respectivement dans les noyaux et dans les mitochondries (figure 39A). Nous
avons quantifié la colocalisation entre la GFP et le DAPI et entre le DsRed et TOM20 en
utilisant le coefficient de corrélation de Pearson (PCC). Ce paramétre peut étre utilisé
pour estimer la colocalisation de deux signaux (Dunn et al., 2011). Un PCC de 1 indique
une corrélation linéaire parfaite entre deux signaux, un PCC de -1 indique une relation
linéaire inverse parfaite et un PCC proche de 0 indique gu’il n’existe pas de relation entre
les signaux. Les PCC entre les signaux DsRed/TOM20, GFP/DAPI et DsRed/GFP étaient
respectivement : 0,79 + 0,029 ; 0,91 + 0,015 et -0,50 + 0,019 (moyenne = SEM) (figure
39B). Ces résultats montrent un bon niveau de colocalisation entre les signaux DsRed et
TOM?20 et entre les signaux GFP et DAPI, alors que I’expression des marqueurs DsRed/GFP
est distinctement séparée, conduisant a un PCC négatif. Cette construction permet donc

I’expression des 2 protéines dans les compartiments cellulaires attendus.

Afin de vérifier que cette construction permet I'expression distincte des deux protéines
de part et d’autre de la séquence T2A et qu’il ne reste pas de produit protéique non clivé,
nous avons réalisé un western blot. Des cellules SH-SY5Y ont été infectées avec un vecteur
lentiviral codant soit pour H2B-GFP, soit pour mito-DsRed, soit doublement infectées avec

ces deux vecteurs, soit avec le vecteur lentiviral codant pour mito-DsRed-T2A-H2B-GFP.
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Figure 39 : Caractérisation de la construction mito-DsRed-T2A-H2B-GFP.

A : Image acquise au microscope confocal de cellules SH-SY5Y infectées avec un vecteur lentiviral
exprimant mito-DsRed-T2A-H2B-GFP, marquées avec TOM20 (bleu) et colorées au DAPI (gris). A
droite, le niveau d’intensité de fluorescence de chaque marqueur mesuré sur I'axe de la ligne
orange. Barre d’échelle : 10uM B : Analyse de la colocalisation des différents marqueurs grdce au
plugin EzColocalisation d’Imagel). Le PCC est présenté sous la forme moyenne + SEM. C : western
blot montrant I'expression de la calnexine, la GFP et le DsRed dans des cultures cellulaires infectées
avec les vecteurs lentiviraux codant pour H2B-GFP, mito-DsRed, mito-DsRed-T2A-H2B-GFP (T2A),
H2B-GFP + mito-DsRed (doubles infection) ou des cellules non infectées.

Les protéines GFP et DsRed étaient détectées aux poids moléculaires attendus dans les
échantillons correspondant aux cultures infectées avec un seul vecteur viral ou a la culture
co-infectée avec les deux vecteurs viraux (environ 45kDa pour H2B-GFP et 30kDa pour
mito-DsRed). Pour la construction codant pour les 2 protéines, la GFP était détectée au
poids moléculaire attendu. La bande correspondant a DsRed était retrouvée a un poids
moléculaire légerement plus élevé du fait de l'addition de 23 acides aminés
correspondant au transcrit de la séquence T2A qui reste lié a la protéine présente en
position N-terminal de cette séquence (Liu et al., 2017 b). Aucun élément non clivé n’était
détecté a un poids moléculaire théorique de 75kDa dans I’échantillon correspondant aux
cellules infectées avec la construction T2A (figure 37C). Ces résultats confirment que
cette construction permet I'expression de deux protéines distincte et qu’aucun résidu non

clivé n’est retrouvé.
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Afin d’obtenir une population cellulaire homogene, présentant des mitochondries saines
et dont I'expression du transgéne est stable dans le temps, nous avons produit une lignée
de cellules SH-SY5Y exprimant H2B-GFP et mito-DsRed. Pour cela, nous avons infecté des
cellules avec le vecteur lentiviral codant pour la construction T2A. Les cellules ont été
cultivées pendant une semaine afin d’effectuer un premier tri en éliminant les cellules
mortes a cause de l'infection. Durant cette période une partie des cellules infectées a été
ensemencée sur des lamelles afin de vérifier I'efficacité d’infection en microscopie (figure
40A). Les résultats montrent que la quasi-totalité des cellules a été infectée par le vecteur
lentiviral. L'intensité des marquages varie d’une cellule a I'autre ce qui suggére que toutes
les cellules ne présentent pas le méme taux d’infection. Cela permet de distinguer deux
populations, une qui présente des taux d’infections élevés et pour laquelle les
mitochondries sont plus fragmentées et I'autre pour laquelle les taux d’infections sont

plus bas ce qui réduit le stress mitochondrial.
Before sorting

Specimen_001-T24 Specimen_001-T24

o 10° 10
GFP-A -9 GFP-A

After sorting « high »

Figure 40 : Etablissement de la lignée cellulaire stable exprimant mito-DsRed-T2A-H2B-GFP.

A : Image acquise au microscope confocal de cellules SH-SY5Y infectées avec un vecteur lentiviral
exprimant mito-DsRed-T2A-H2B-GFP, marquées avec TOMZ20 (bleu) et colorées au DAPI (gris)
avant le tri cellulaire. B : Analyse de la culture cellulaire en cytométrie en flux. Les populations
« low » (violet) et « high » (orange) ont été recueillies séparément. C: Image acquise au
microscope confocal de cellules SH-SY5Y « low », marquées avec TOM20 (bleu) et colorées au DAPI
(gris) apres le tri cellulaire. D : Image acquise au microscope confocal de cellules SH-SY5Y « high »,
marquées avec TOM20 (bleu) et colorées au DAPI (gris) apres le tri cellulaire. Barres d’échelles :
10um.
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Sur cette base, les cellules ont été triées apres analyse en cytométrie en flux (figure 40B).
Les cellules présentant un haut niveau de fluorescence pour les deux marqueurs (« high »)
et celles présentant un niveau de fluorescence bas (« low ») ont été recueillies
séparément. Ces deux populations ont été observées en microscopie (figure 40C et D).
Les résultats confirment ce qui a été observé avant le tri. La population de cellules « low »
présente un réseau mitochondrial tubulaire et non fragmenté, caractéristique de
mitochondries saines, contrairement a ce qui est observé dans la population « high ». Ces
résultats montrent que la lignée de cellule SH-SY5Y « low » exprimant mito-DsRed et H2B-
GFP permet d’étudier le transfert de mitochondries dans des conditions plus saines que

les approches précédentes.

Etude du transfert de mitochondries en microscopie en utilisant la lignée cellulaire SH-

SY5Y exprimant mito-DsRed-T2A-H2B-GFP.

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier en microscopie que cet outil permettait
de mettre en évidence le transfert de mitochondries in vitro. Nous avons ainsi optimisé
les conditions de culture pour que les cellules établissent plus de prolongements,
augmentant ainsi la probabilité d’échanger des mitochondries par des structures
ressemblant aux TNTs. Pour cela, il a été montré que le traitement des cellules SH-SY5Y a
I'acide rétinoique permet de les différentier en cellules ayant des propriétés neuronales
parmi lesquelles le développement de longs prolongements membranaire (Cheung et al.,
2009). Ainsi, pour valider ce protocole, des cellules SH-SY5Y « low » ont été ensemencées
puis traitées pendant 3 jours a l'acide rétinoique (10uM). Les images obtenues en
microscopie confocale aprés marquage du réseau de microtubules (Tujl) mettent en
évidence la formation de longs prolongements contenant des mitochondries, entre les

cellules (figure 41A).

Des cellules SH-SY5Y « low » ont donc été co-cultivées avec des cellules non infectées, en
présence d’acide rétinoique. Aprés 2 jours de co-culture, les cellules ont été fixées, le
réseau de microtubules a été marqué avec un anticorps anti-TUJ1 afin de mettre en
évidence les prolongements membranaires. Les noyaux ont été colorés au DAPI pour
distinguer les cellules non infectées (i.e. DAPI-positive) des cellules infectées (i.e. GFP-
positives et DAPI-positives). Les images obtenues en microscopie confocale mettent en

évidence la présence de mitochondries DsRed positives a l'intérieur de cellules non
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infectées (figure 41B). Ces résultats montrent que cette approche permet de mettre en
évidence le transfert des mitochondries a partir des cellules de la lignée stable vers les

cellules non infectées.

o
- "
. |

Figure 41 : Etude du transfert du transfert mitochondrial en microscopie.

A : Image acquise au microscope confocal de cellules SH-SY5Y « low », marquées avec Tuj1 (gris)
et colorées au DAPI (bleu) apreés traitement a I’acide rétinoique. B : Image acquise au microscope
confocal de cellules SH-SY5Y « low » co-cultivées avec des cellules SH-SY5Y non infectées, marquées
avec Tuj1 (gris) et colorées au DAPI (bleu) aprés traitement a I’acide rétinoique. Barres d’échelles :
20uM.

Test de la construction T2A in vivo.

La construction mito-DsRed-T2A-H2B-GFP permet de mettre en évidence le transfert de
mitochondries in vitro. De plus, contrairement aux approches classiques qui se limitent a
I’étude du transfert dans des systémes de co-culture, cette construction permet d’étudier
le transfert de mitochondrie in vivo. En effet, une transposition des procédures de co-
culture consisterait a injecter 2 vecteurs viraux séparément (un codant pour H2B-GFP et

I’autre pour mito-DsRed) mais cette méthode ne permettrait pas de distinguer les cellules
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ayant recu des mitochondries des cellules ayant été co-infectées par les deux vecteurs
viraux. Ici, I'injection d’un seul vecteur viral exprimant mito-DsRed-T2A-H2B-GFP chez
I’'animal permet de différentier des populations donneuses exprimant les deux marqueurs
des populations receveuses non infectées. Ainsi, des mitochondries DsRed positives dans
une cellule GFP négative seront issues d’un transfert depuis une cellule infectée.

Comme les vecteurs lentiviraux ne peuvent pas traverser la BHE aprés une injection
intraveineuse chez la souris, nous avons produit un vecteur AAV-PHP.eB codant pour
mito-DsRed-T2A-H2B-GFP. Ce vecteur viral a été injecté par voie intraveineuse chez des
souris sauvages agées d’un mois (1.10 gv/kg). 2 semaines apreés l'injection, les souris ont
été euthanasiées et les cerveaux et les foies ont été prélevés pour analyser I'expression
du vecteur viral. Les foies n’ont pas encore été analysés. Dans le cas des cerveaux, une
analyse histologique du phénotype des cellules transduites montre que le vecteur viral
cible principalement les neurones et les astrocytes (figure 42B). Ce résultat est intéressant
car il a déja été montré que le transfert de mitochondrie pouvait avoir lieu entre ces deux
types cellulaires (Hayakawa et al., 2016). Bien qu’elle n’ait pas été quantifiée, la
proportion de cellules infectée est intéressante. Elle permet un bon équilibre entre le
nombre de cellules infectées potentiellement donneuses et non infectées
potentiellement receveuses. Les résultats obtenus grace a la microscopie permettent
également d’établir une cartographie des régions dans lesquelles il serait intéressant
d’étudier plus précisément le transfert de mitochondries. On pourrait en effet envisager
d’étudier ce mécanisme dans les régions ou les circuits neuronaux sont bien identifiés et
présentent un bon taux d’infection comme dans le cortex ou I’hippocampe (figure 42A).
Cependant, la microscopie ne permet pas d’isoler précisément les cellules ayant recu des
mitochondries a cause de la trop forte densité de cellules. D’autres méthodes plus

adaptées a cet objectif telles que la cytométrie de flux doivent maintenant étre étudiées.
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Figure 42 : Analyse du phénotype des cellules transduites par le vecteur AAV-PHP.eB-CAG-mito-
DsRed-T2A-H2B-GFP.

\

A : Images représentatives acquises a I’Axioscan d’une coupe coronale de cerveau montrant
I'expression de la GFP (vert) et du DsRed (rouge) 2 semaines apreés injection intraveineuse du
vecteur viral chez des souris sauvages dgées d’un mois. Les noyaux des neurones ont été marqués
avec NeuN (gris) et les coupes ont été colorées au DAPI (bleu). Barre d’échelle = 2mm. B : Images
représentatives acquises au microscope confocal de coupes de cerveaux montrant I'expression de
la GFP (vert) et du DsRed (rouge), marquées avec NeuN, GFAP, Ibal ou Olig2 (gris) et colorées au
DAPI (bleu) Barres d’échelles = 50uM.
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Discussion

La thérapie génique constitue la meilleure approche pour le traitement des pathologies
génétiques car elle permet une correction a long terme, en une seule intervention du
défaut primaire a I'origine de la maladie. Dans le cadre de pathologies multi-systémiques
avec une implication prépondérante du SNC, le principal défi concerne I'acheminement
et I'efficacité d’expression du transgéne dans le cerveau a cause de I'imperméabilité de la
BHE aux vecteurs viraux. Mon travail de thése a permis de montrer que des stratégies sont
possibles pour contourner la BHE et induire un effet thérapeutique dans un modéle murin
d’une maladie mitochondriale sévere. Ces résultats peuvent étre utilisés pour développer
d’autres applications et certains points techniques doivent encore étre améliorés pour

optimiser I'effet thérapeutique. Ces aspects seront donc discutés ici.

L'apport du transgéne dans le cerveau est un facteur conditionnant I'effet thérapeutique
d’une thérapie génique dans le cadre d’une pathologie impliquant majoritairement cet
organe. Le syndrome de Leigh rentre dans cette catégorie de maladie étant donné les
multiples |ésions bilatérales retrouvées chez les patients au niveau des ganglions de la
base, du thalamus, du tronc cérébral et du cervelet. Cliniqguement, les symptomes
manifestés sont largement associés a ces lésions avec un retard intellectuel, de I'épilepsie,
une ataxie, et des problémes de contréle de la respiration tres souvent fatals (Finsterer,
2008). Ces aspects sont renforcés par les études sur les souris NDUFS4 KO, le modeéle
murin du syndrome de Leigh le mieux caractérisé. En effet, les souris présentant une
délétion totale du géne NDUFS4 ou celles présentant une délétion spécifique au cerveau
présentent un phénotype similaire (Quintana et al., 2010; Bolea et al., 2019). Il semble
donc essentiel que la mise en place d’une thérapie génique sur ce modele implique la
restauration de lI'expression du gene NDUFS4 dans la plus grande partie du cerveau
possible. Contrairement aux études précédentes (Quintana et al., 2012; Di Meo et al.,
2017), notre approche consistait a injecter le vecteur viral dans la circulation sanguine
pour transduire tout le cerveau grace a I'important réseau de capillaire distribué sur toute
sa surface (Pardridge, 2005). La deuxiéme différence par rapport a I'étude de Di Meo et

ses collaborateurs est que nous avons choisi de traiter les animaux a I'dge adulte. La
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premiere raison est liée a la perte de I'expression de la protéine d’intérét lorsque les
organes ne sont pas suffisamment matures (Cunningham et al., 2009; Di Meo et al., 2017).
La deuxiéme raison est la pertinence par rapport a une possible translation en clinique.
En effet, les enfants atteints du syndrome de Leigh ne sont pas diagnostiqués a la
naissance mais seulement quand les symptomes apparaissent (Baertling et al., 2014). Il

parait donc cohérent de débuter le traitement chez la souris en respectant ce critere.
La perméabilité de la BHE chez les souris NDUFS4 KO.

La premiere méthode que nous avons étudiée pour restaurer I'expression du transgéne
dans le cerveau est la capacité du vecteur viral a passer naturellement la BHE. Il a en effet
été montré qu’un dysfonctionnement des mitochondries pouvait entrainer une
augmentation de la perméabilité de la BHE ce qui pourrait étre utilisé ici comme un
avantage pour faciliter le passage des vecteurs viraux dans le cerveaux (Doll et al., 2015;
Song et al., 2020). Ce phénotype n’avait jamais été étudié sur des modéles murins de
maladies mitochondriales séveres.

Lors de notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de différence de perméabilité de
la BHE entre les souris NDUFS4 KO et les souris sauvages. Les défauts liés a des problémes
mitochondriaux rencontrés dans les études précédentes étaient mis en évidence dans des
modeles murins de troubles aigus comme des accidents cérébrovasculaires (AVC) ou dans
des modeéles de maladies neurodégénératives (Doll et al., 2015; Di Pardo et al., 2017;
Sweeney et al., 2018). Dans tous les cas, 'augmentation de la perméabilité de la BHE
semble associée a I'augmentation de la production d’ERO (Song et al., 2020). Or les études
impliquant des souris NDUFS4 KO ne mettent pas en évidence une augmentation de la
guantité d’ERO ou de dommages associés par rapport aux souris sauvages (Kayser et al.,
2016; Johnson et al., 2020; Reynaud-Dulaurier et al.,, 2020). On pourrait également
suggérer que les défauts de perméabilité seraient susceptibles d’apparaitre a des stades
plus tardifs de la pathologie. En effet I'inflammation est un marqueur pathologique
largement retrouvée dans de cerveau des souris NDUFS4 KO et est connu comme étant a
I'origine de perturbations de la BHE (Obermeier et al., 2013). On peut donc penser que le
niveau d’inflammation cérébrale des animaux NDUFS4 KO a 30 jours n’est pas suffisant
pour induire une augmentation de la perméabilité de la BHE. Une évaluation de ce

phénotype a un dge proche de la fin de vie des animaux pourrait mettre en évidence des
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résultats différents de ceux obtenus ici. Cependant, si c’était le cas, il ne serait pas
pertinent de reculer I'age de traitement car le risque de mortalité a des stades avancés de

la pathologie serait trop important.

Malgré I'absence de différence de perméabilité de la BHE, on pourrait questionner le fait
gue l'on ne détecte pas de GFP dans le cerveau des animaux NDUFS4 KO, apres une
injection intraveineuse a 30 jours. Certaines études ont en effet montré que pour une
dose similaire, (5.10%3 gc/kg) le vecteur AAV9 était capable de transduire des neurones et
des astrocytes (Duque et al., 2009; Foust et al., 2009; Gray et al., 2011). Cependant, les
pourcentages de transduction étaient relativement faibles et le type de cellules
transduites était tres variables en fonction de I'age des animaux. L'étude de Foust et ses
collaborateurs a montré qu’une injection intraveineuse chez des souris adultes induisait
une transduction isolée de quelques neurones localisés seulement dans I’hippocampe et
de patch astrocytaires dispersés dans le cerveau alors que qu’une injection en néonatale
permettait une expression du transgéne dans toutes les régions du cerveau (entre 10 et
50% des neurones étaient transduits selon les régions). L'étude de Duque et ses
collaborateurs ne mettait pas en évidence de différence de niveau de transduction du
cerveau entre une injection réalisée en néonatale ou chez les souris adultes. Le
pourcentage de cellules transduites n’est cependant pas quantifié et I'analyse qualitative
des images des coupes histologiques ne met pas en évidence un niveau de transduction
trés important. Cela pourrait étre traduit par la mesure de |'activité biochimique du géne
rapporteur (ratio de 20:1 entre I'activité mesurée dans le coeur et dans le cerveau). Une
étude réalisée par la suite chez des primates non humain a montré que I’AAV9 pouvait
transduire des cellules neuronales de jeunes primates non humains (3/4 ans) mais avec
un pourcentage relativement faible et largement inférieur au niveau de transduction des
organes périphériques (nombre de copie du transgéne dans le cerveau mesuré par gPCR
: moins de 0,05 contre 0,7 pour le foie) (Gray et al., 2011). Ces études montrent que bien
gu’il soit décrit comme capable de traverser la BHE, le vecteur AAV9 permet
essentiellement la transduction des cellules de la moelle épiniére mais n’induit pas une
large expression du transgene dans le cerveau. De plus, dans les conditions
expérimentales permettant la plus forte expression du transgéne selon Foust et ses

collaborateurs (injection intraveineuse chez le nouveau-né), aucun effet thérapeutique
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n’a été mis en évidence chez les souris NDUFS4 KO (Di Meo et al., 2017). Cela confirme la

nécessité d’utiliser des méthodes pour améliorer le passage des vecteurs dans le cerveau.

L’acheminement d’un transgéne dans le cerveau par modification de la capside des
vecteurs AAV.

Nos travaux ont apporté pour la premiere fois une preuve de concept que la thérapie
génique pouvait apporter un bénéfice majeur dans un modéle murin d’'une maladie

mitochondriale sévere (Reynaud-Dulaurier et al., 2020).

Si on compare notre approche génétique aux stratégies non génétiques les plus efficaces,
on observe que |'effet thérapeutique sur la survie est au minimum équivalent aux études
utilisant la rapamycine, la doxycycline ou I’exposition a des conditions hypoxiques
(Johnson et al., 2013; Ferrari et al., 2017; Perry et al., 2021). L’avantage de notre approche
est que le traitement nécessite une seule injection pour corriger le phénotype de fagon
durable et sans provoquer d’effet secondaire. Au contraire, il a par exemple été montré
qgue l'effet thérapeutique de la rapamycine passe par une injection quotidienne et des
doses susceptibles de provoquer des effets secondaires graves voir fatal (Johnson et al.,
2015; Felici et al., 2017). Les effets thérapeutiques obtenus avec la doxycycline sont
prometteurs et plus facilement transposable en clinique étant donné la toxicité moindre
de cette molécule, déja utilisée en tant qu’antibiotique et la possibilité de la délivrer par
voie orale. Néanmoins les résultats obtenus montrent que les performances locomotrices
décroissent avec I'age et que le retard de croissance n’est pas corrigé conduisant a une
survie moyenne de 107 jours. Cette stratégie ne restaure pas le défaut génétique ce qui
pourrait expliquer ces résultats. De plus, les concentrations de doxycycline mesurées dans
le cerveau sont relativement faible par rapport a celle mesurées dans le foie
(respectivement 2pmol/mg contre 30pmol/mg). Enfin pour I'exposition a des conditions
hypoxiques, malgré I'effet important sur la survie (plus de 50% des animaux encore en vie
a 280 jours) sans restaurer I'expression du géne NDUFS4, il est impossible de la transposer
en clinique puisque la pression en oxygeéne nécessaire correspondrait a celle retrouvée a
4000m d’altitude. La thérapie génique représente donc a ce jour la stratégie qui regroupe
le plus de critéres thérapeutiques : efficacité, technique non-invasive et correction

durable de la pathologie en une seule intervention. La transposabilité chez ’lhumain est
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également un point clé qui doit étre discuté pour passer d’une approche pré-clinique a

clinique.

Ces dernieres années, la mise au point de nouveaux vecteurs viraux (AAV.PHP.B,
AAV.PHP.eB) a permis de contourner l|'obstacle que représente la BHE dans le
développement de la thérapie génique pour les pathologies impliquant le SNC. lls ont été
utilisés pour restaurer I'expression de genes défectueux dans différents modeles de
maladies mitochondriales et lysosomales, conduisant a chaque fois a des effets
thérapeutiques jamais obtenus jusque-la (Lim et al., 2019; Lahey et al., 2020; Yang et al.,
2020 b). Dans notre cas, |'effet thérapeutique observé et confirmé par la suite dans des
travaux similaires met en avant l'efficacité de cette stratégie pour corriger de facon
durable le phénotype pathologique des souris NDUFS4 KO (Silva-Pinheiro et al., 2020). Il
est néanmoins nécessaire de considérer que cette approche est limitée aux souris de fond
génétique C57BL/6 sur lesquelles ont été développées et identifiées ces variants et a
quelgues souches de souris consanguines comme SJL/J et FVB/N (Deverman et al., 2016;
Chan et al., 2017; Challis et al., 2019; Matsuzaki et al., 2019). Plusieurs études ont montré
qgue le passage de ces vecteurs viraux a travers la BHE était conditionné par I'expression
du récepteur LY6A a la surface des cellules endothéliales (Batista et al., 2019; Hordeaux
et al., 2019; Huang et al., 2019). Cette limitation conduit a une diminution considérable
de I'expression du transgene dans le cerveau chez d’autres souches de souris (quasiment
aucune expression du transgéne chez les souris BALB/c) et chez les primates non humain,
avec un niveau de transduction du cerveau dix fois inférieur a celui observé chez les souris
C57BL/6 apreés une injection intraveineuse (Liguore et al., 2019; Matsuzaki et al., 2019).

Ce parametre prévient donc la transposition directe de cette stratégie en clinique.

Pour pallier a ces limitations, de nouvelles plateformes de screening ont été développées
sur la base d’une approche d’évolution dirigée : iTransduce et TRACER. Ces deux stratégies
ont permis l'identification de plusieurs variants du vecteur AAV9 présentant un niveau
d’expression du transgene dans le cerveau jusqu’a 120 fois (AAV-F) et 400 fois supérieure
a ’AAV9 (9P31) pour les plus efficaces (figure 43) (Hanlon et al., 2019; Nonnenmacher et
al., 2021). Dans les deux cas, |'efficacité de transduction du cerveau a été validée apres
injection intraveineuse chez les souris adultes C57BL/6 et BALB/c ce qui permet de

conclure que le mécanisme de passage a travers la BHE est différent de celui des vecteurs
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PHP. Ces variants doivent maintenant étre testés sur des espéces plus grandes afin
d’évaluer leur potentiel. Des résultats encore non publiés mais présentés par Mathieu
Nonnenmacher lors du meeting annuel de la société américaine de thérapie génique et
cellulaire montre que le variant 9P801, identifié grace au systeme TRACER est capable
d’induire une expression du transgene dans le cerveau des primates non humain jusqu’a
1000 fois supérieur au vecteur AAV9 (Nonnenmacher, 2021). Ce variant pourrait donc étre
un outil remarquablement efficace pour la thérapie génique de pathologie impliquant le

SNC.

AAV9 PHP.eB 9P31

Figure 43 : Variants de vecteur AAV9 capable de traverser la BHE récemment développés.

Coupes sagittales représentatives de souris C57BL/6 adultes injectées en intraveineuse avec un
vecteur AAV9, un vecteur AAV-PHP ou A: le variant AAV-F, développé par Hanson et ses
collaborateurs, le géne rapporteur (GFP) est exprimé dans tous le cerveau avec environ la méme
intensité et la méme distribution que pour le vecteur AAV-PHP.B. B: Le variant AAV-9P31
développé par Nonnenmacher et ses collaborateurs, le géne rapporteur (GFP) est exprimé dans
tout le cerveau avec une intensité plus forte que pour le vecteur AAV-PHP.eB.

L’acheminement du transgéne dans le cerveau par perméabilisation de la BHE grace aux

ultrasons focalisés.

Pour permettre aux vecteurs viraux de traverser la BHE sans avoir a développer de
nouvelles capsides, une autre approche peut étre envisagée. En effet, il est possible d’agir

directement sur la BHE afin d’augmenter sa perméabilité de fagon transitoire et réversible
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grace aux USF (Timbie et al., 2015). Cette méthode, déja utilisée chez 'homme pour
d’autres applications (Abrahao et al., 2019; Mainprize et al., 2019; Meng et al., 2021)
permet d’avoir recours aux vecteur AAV9 qui sont également utilisés dans le cadre

d’essais cliniques (Mendell et al., 2017; Kuzmin et al., 2021).

Dans la plupart des études pré-clinique utilisant cette approche pour délivrer du matériel
génétique dans le cerveau le transgene est exprimé uniquement dans la zone ciblée par
les ultrasons (Thévenot et al., 2012; Hsu et al., 2013; Stavarache et al., 2019). Lors de notre
étude, nous avons démontré qu’il était possible d’acheminer un transgéne dans une large
partie du cerveau grace au balayage du faisceau d’ultrasons sur toute la surface du crane
de I'animal. Une étude publiée récemment par le laboratoire de Jean Christophe Roux et
utilisant la méme approche a également montré qu’il était possible de délivrer un vecteur
AAV dans une grande partie du cerveau de facon efficace et sir grace aux USF (Felix et al.,
2021). Il est donc intéressant de comparer notre étude avec cette derniere car c’est

actuellement la seule a utiliser les ultrasons focalisés pour cette application.

Dans les deux études, |'utilisation des USF en balayage est efficace pour ouvrir la BHE
puisque I'expression du transgene est retrouvée dans différentes régions du cerveau.
Cependant, certains parameétres expérimentaux sont différents ce qui nous donne des
éléments de comparaison et pourrait nous aider a optimiser nos parametres afin que la
BHE soit perméabilisée le plus largement possible et que le transgéne soit délivré dans
une grande partie du cerveau. De plus, il est important de déterminer des parameétres a

la fois efficaces et s{rs.

Tout d’abord, la pression acoustique est un des principaux parametres déterminant
I'efficacité de perméabilisation de la BHE. Il a été montré que plus la pression est
importante plus I'ouverture de la BHE est grande. Cependant elle doit étre limitée car au-
dela d’un certain seuil des dommages de types hémorragiques apparaissent (Shin et al.,
2018). Dans I'étude de Felix et ses collaborateurs, la pression acoustique appliquée était
de 0,65MPa contre 0,45MPa pour nous. Ces deux valeurs sont en dessous des seuils
potentiellement susceptibles de provoquer des dommages tissulaires (0,82MPa). La
pression appliquée dans notre étude est inférieure mais nos animaux sont plus petits (10g
contre 15g en moyenne). Or, le crane induit une diminution de la pression réellement

appliquée a I'animal (pression in situ) par un facteur dépendant du poids. Bien que nous

187



n‘ayons pas quantifié expérimentalement cette valeur, le calcul théorique grace a
I’équation donnée par Felix et ses collaborateurs montre une perte de 2% (contre 10%
pour des animaux de 15g). Augmenter la pression acoustique ne semble donc pas
nécessaire, au risque de provoquer des lésions potentiellement fatales, d’autant plus que
dans les zones ayant été ciblée par le faisceau, le niveau d’expression du transgene est
similaire avec celui obtenu avec le vecteur AAV-PHP.B. Le ratio bénéfice/risque d’une
augmentation de la pression acoustique ne semble donc pas en faveur d’une modification

de ce parametre.

En ce qui concerne les parameétres de balayage, la vitesse de déplacement est 10 fois plus
importante dans I'étude de Felix et ses collaborateurs et le faisceau est délivré en continu.
Avec un faisceau ultrasonore d’Ilmm de diamétre, une vitesse de déplacement de
10mm/sec et 30 cycles de balayage, chaque zone d’Imm? recoit en réalité 3 secondes
d’ultrasons. Dans notre cas, les ultrasons sont délivrés pendant 50ms toutes les secondes
a une vitesse de 1mm/sec. Avec un faisceau de diamétre de 2mm, chaque zone d’1mm?
est soumise a 100ms d’ultrasons par tour. Comme nous avons effectué 9 tours, chaque
zone recoit en totalité 900ms d’ultrasons soit plus de 3 fois moins. Leur approche est
intéressante car elle permet de délivrer les ultrasons de maniére plus homogéne sur toute
la surface du crane pour un temps d’intervention inférieur (30 tours de 5 secondes = 150
secondes contre 9 tours de 20 secondes pour nous soit 180 secondes). La diminution du
temps d’intervention est un parameétre particulierement avantageux dans notre cas étant
donné la sensibilité importante des souris NDUFS4 KO a I'anesthésie.

Un autre parametre de balayage important est le chemin parcouru par le faisceau
d’ultrasons. Dans notre cas, le schéma de balayage était limité par la programmation de
la plateforme mobile qui n’autorisait pas une totale liberté de mouvement. Nous avons
donc réalisé un rectangle centré sur le crane de 'animal. Comme observé sur nos images
IRM et microscopique, la BHE n’était donc pas perméabilisée dans les zones les plus
latérales. De plus, les zones les plus postérieures n’étaient pas non plus systématiqguement
ciblées. Les premiers résultats thérapeutiques obtenus sur les souris NDUFS4 KO
montrent que ce niveau de transduction est donc suffisant pour restaurer I’expression du
geéne dans les régions assurant la survie des animaux, au moins jusqu’a 90 jours. Une étude

impliquant un plus grand nombre d’animaux et permettant de réaliser une courbe de
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survie plus longue déterminerait I’dge maximum que les souris NDUFS4 KO traitées avec
cette méthode peuvent atteindre avec ce niveau de transduction. Les analyses
comportementales n’ont pas mis en évidence d’effet bénéfique majeur du traitement.
Cela pourrait étre expliqué par la transduction insuffisante des régions postérieures
principalement touchées chez les souris NDUFS4 KO comme le noyau du vestibule et le
cervelet (Quintana et al., 2010). L’hypothermie n’est pas totalement corrigée par le
traitement et cela pourrait étre également lié a un défaut de restauration du gene dans
les zones régulant la température corporelle comme I'hypothalamus, région située
ventralement et pas systématiquement ciblée.

Une étude a montré que chez les souris NDUFS4 KO, la fonction respiratoire
mitochondriale restait stable dans les régions non synaptiques mais déclinait avec I'dge
dans les terminaisons neuronales, en particulier dans les régions présentant des niveaux
de neurodégénérescence important (bulbe olfactif, tronc cérébral et cervelet) (Kayser et
al., 2016). On pourrait donc envisager de réaliser des tirs ultrasonores uniquement sur ces
régions afin de pallier au probléme de balayage. Cependant, les patients atteints du
syndrome de Leigh présentent des lésions dans d’autres régions cérébrales (ganglions de
la base, thalamus) ce qui pourrait donc limiter la pertinence de cette approche d’un point
de vue clinique. La stratégie de balayage employée dans |'étude de Felix et ses
collaborateurs consistant a effectuer une forme de « S » a la surface du crane serait donc

adaptée a notre problématique.

Un dernier point qui peut étre discuté ici est le positionnement de I'animal. En effet, dans
notre systéme nous avons parfois observé que la téte de la souris pouvait glisser de
gauche a droite pendant le balayage a cause de la pression exercée par la membrane du
transducteur. Cela peut expliquer 'asymétrie gauche/droite de perméabilisation de la
BHE observée chez certaines souris. De plus, le glissement de la téte peut induire des
défauts de contact entre la membrane du transducteur et le crane de I'animal et donc une
dispersion des ultrasons dans I’air. Pour améliorer ce parameétre, le moyen le plus efficace
serait de modifier le support de I'animal en ajoutant des barres d’oreilles pour maintenir

la téte pendant le déplacement.

Nos travaux ont permis de démontrer qu’il était possible d’ouvrir la BHE sur une large

surface grace aux USF afin de délivrer un vecteur viral dans le cerveau. La restauration de
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I'expression du géne dans les zones ciblées permet la survie des animaux jusqu’a
minimum 90 jours. Cette étude est la premiére a montrer que la délivrance d’un géne
dans une large partie du cerveau grace au balayage des ultrasons focalisés exerce un effet
thérapeutique dans un modele murin de maladie mitochondriale. L’optimisation des
parametres de balayage puis la confirmation des effets thérapeutiques sur des animaux
dont une plus grande partie du cerveau a été transduite par le vecteur viral pourrait

apporter de nouvelles perspectives pour la translation clinique de cette approche.
Mécanisme de renforcement de I'effet de la thérapie : le transfert de mitochondries.

Afin de déterminer si le transfert de mitochondries peut renforcer I'effet thérapeutique
apporté par la thérapie génique, il est important de mettre en place des outils adéquats.
Apreés avoir utilisé les approches classiques pour étudier le transfert de mitochondries in
vitro, nous avons construit et caractérisé un nouvel outil plus approprié pour la mise en

évidence de ce mécanisme a la fois in vitro et in vivo.

Les stratégies actuelles utilisées pour étudier le transfert de mitochondries in vitro
implique des expériences de co-culture (Babenko et al., 2015; Jiang et al., 2016; Chuang
et al., 2017; Li et al., 2017). Des cellules donneuses sont identifiées par un marquage
spécifique des mitochondries et son co-cultivées avec des cellules receveuses, identifiées
avec un autre marqueur (nucléaire ou cytoplasmique). Nous avons tout d’abord utilisé
cette approche pour déterminer si nous parvenions a reproduire les résultats publiés dans
la littérature dans des conditions non pathologique en utilisant : la lignée cellulaire SH-
SY5Y et un marqueur mitochondrial fluorescent apporté par un vecteur lentiviral. Nous
avons choisi les cellules SH-SY5Y car il a déja été montré qu’elles étaient capables de
former des TNTs, un des moyens de transfert des mitochondries (Smith et al., 2011;
Dieriks et al., 2017). Pour les marqueurs permettant de différentier les cellules donneuses
et receveuse, nous avons choisi d’utiliser des protéines fluorescentes apportées par un
vecteur lentiviral. Cette méthode est une alternative moins toxique et plus spécifique que
les colorants MitoTracker utilisés dans d’autres études. De plus, les colorants
mitochondriaux limitent la fenétre expérimentale durant laquelle on peut détecter le

transfert (Berridge et al., 2018).

Lors des expériences de co-culture, nous avons détecté en cytométrie en flux un

pourcentage de cellules positives pour le marqueur mitochondrial (mito-BFP ou mito-
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DsRed) et pour le marqueur nucléaire (H2B-GFP). Ces cellules pourraient étre des cellules
infectées avec le vecteur lentiviral codant pour H2B-GFP ayant recues des mitochondries
d’une cellule donneuse. Le pourcentage de cellules doublement positives est cependant
trés variable d’'un marqueur a I'autre (mito-BFP ou mito-DsRed) et d’'une expérience a une
autre. Malgré une attention particuliere portée sur la reproductibilité des expériences, on
ne peut pas exclure que certains parametres aient pu varier, en particulier le stress
provoqué par les infections par les vecteurs viraux. On a pu en effet observer que la
mortalité cellulaire variait d’'une expérience a une autre, que ce soit pour les cellules
donneuses ou receveuses. Ainsi, lorsque I'ensemencement de la co-culture était
théoriquement effectué a un ratio cellules donneuses / cellules receveuses de 1:1,
I'analyse en cytométrie montrait que ce pourcentage était déséquilibré (dans un sens ou
dans l'autre selon les expériences). Une perte de cellules donneuses peut donc conduire
a une diminution du nombre de mitochondries potentiellement transférable.
Inversement, une perte des cellules receveuses peut induire un défaut du nombre
d’accepteurs des mitochondries potentiellement transmises par une cellule donneuse. De
facon générale, la densité cellulaire globale au sein de la co-culture est un paramétre qui
doit rester constant afin que le pourcentage de chance d’effectuer un échange avec une
cellule environnante soit similaire d’une expérience a I'autre (Abounit et al., 2015).

De facon intéressante, le stress provoqué lors des infections par les vecteurs lentiviraux a
pu étre un élément favorisant le transfert de mitochondries. Il a par exemple été
démontré que la production d’ERO lors d’un stress oxydant pouvait augmenter le nombre
de mitochondries échangées (Park et al., 2021). Ici, le stress était un effet secondaire de
I'infection par les vecteurs lentiviraux et n’était pas désiré ni contrélé. Cependant
I’application d’un stress avec des parametres bien définis comme un ajout d’H.0; ou un
stress nutritif (Wang et al., 2011) pourrait étre un élément utilisé pour favoriser la mise

en évidence du transfert.

Deux éléments nous ont donc par la suite poussé a développer un nouvel outil pour
étudier le transfert de mitochondries. Le premier est lié aux aspects techniques
développés ci-dessus. Afin de mieux controler les taux d’infection et la reproductibilité
des résultats, il fallait (1) limiter les infections en combinant les marqueurs nucléaires et

mitochondriaux dans la méme construction et (2) créer une lignée cellulaire stable pour
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les expériences in vitro. Le deuxieéme élément est la translation de cette approche in vivo.
Nous ne pouvions pas étudier le transfert de mitochondries in vivo en utilisant cette
approche car en réalisant 2 infections, nous aurions obtenu des cellules doublement
infectées qui n’aurait pas été différentiables des cellules GFP-positives ayant recues des

mitochondries.

La création d’un nouvel outil permettant I’expression de mito-DsRed et H2B-GFP grace a
une seule infection par un vecteur lentiviral (in vitro) ou par un vecteur AAV-PHP.eB (in
vivo) permettait donc de répondre a ces deux aspects. Pour créer cette construction, nous
avons choisi de séparer les séquences mito-DsRed et H2B-GFP par une séquence T2A.
L'ajout d’une séquence T2A est reconnu comme étant la stratégie la plus efficace pour co-
exprimer plusieurs genes (Szymczak et al., 2004; Liu et al., 2017 b). L’expression de la
protéine située en deuxieme position sur la construction (ici H2B-GFP) est supérieure par
rapport aux constructions utilisant les séquences IRES. De plus, la petite taille de la
séquence T2A est avantageuse lorsqu’on utilise des vecteurs viraux possédant une
capacité d’empaquetage limité (Szymczak et al., 2004).

Etant donné la nouveauté de cette construction, il fallait s’assurer que les protéines
étaient exprimées de facon efficace et spécifique. Il est nécessaire de vérifier que le
peptide T2A résiduel attaché a I'extrémité C-terminal de la protéine exprimée en premier
ne perturbe pas sa fonction. Lors d’une étude, il a en effet été rapporté que la protéine
DsRed ne présentait pas de fluorescence en présence du peptide résiduel T2A malgré le
fait qu’elle soit détectée en western blot (Hasegawa et al., 2007). Dans notre étude, nous
n’avons pas mis en évidence de probléme d’expression ou de localisation des protéines.
L'analyse microscopique a montré que la GFP était spécifiquement exprimée dans le
noyau et le DsRed dans les mitochondries. L’analyse en Western Blot et en cytométrie en
flux lors de I'établissement de la lignée a montré que ces deux protéines étaient
exprimées dans des proportions similaires, comme attendu avec une construction

possédant une séquence T2A (Szymczak et al., 2004).

Pour les expériences in vitro, I'expérience de co-culture des cellules de la lignée exprimant
mito-DsRed et H2B-GFP avec des cellules non infectées a permis de mettre en évidence
des mitochondries qui ont été transférées d’une cellule infectée a une cellule non

infectée. Ces évenements étaient difficilement quantifiables sur I'ensemble de la co-
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culture et il faudrait donc répéter I'expérience en procédant a une analyse en cytométrie
en flux pour estimer le pourcentage de cellules ayant recu des mitochondries.

Pour les expériences in vivo, nous avons montré que |'utilisation du vecteur AAV-PHP.eB
permettait une expression efficace des deux marqueurs dans le cerveau, a la fois dans les
neurones et dans les astrocytes. Le fait que ces deux types cellulaires soient les principaux
transduit par le vecteur viral est intéressant car il a déja été démontré que les astrocytes
pouvaient échanger des mitochondries avec les neurones in vivo en condition d’ischémie
cérébrale (Hayakawa et al., 2016). Il est compliqué de mettre en évidence un éventuel
transfert de mitochondries en microscopie étant donné la trés grosse densité cellulaire et
I'incapacité a différentier une cellule donneuse et receveuse. Cependant, apres
homogénéisation et dissociation du tissu afin d’obtenir une suspension de cellules isolées,
la cytométrie en flux serait une méthode efficace pour analyser le pourcentage de cellules
DsRed positive correspondant aux cellules non infectées ayant regues des mitochondries
(Schwarz, 2015). Il est important de souligner ici que bien que le transfert de
mitochondries ait déja été mis en évidence in vitro et in vivo, ces découvertes sont
particulierement récentes (Liu et al., 2021 b). La mise en évidence de ce phénomeéne in
vivo par une nouvelle approche viendrait donc apporter des preuves supplémentaires de

ce mécanisme de communication intercellulaire.

Pour valider notre hypotheése initiale, un élément clef qui pourrait étre déterminé grace a
I'outil que nous avons développé est la contribution du transfert mitochondriale dans
I'effet thérapeutique de la thérapie génique.

In vitro, plusieurs pistes permettraient d’apporter des éléments de réponses. La premiere
serait d’étudier I'effet du transfert de mitochondries dans une culture de fibroblastes de
souris NDUFS4 KO. Pour cela, la premiére étape que nous avons déja réalisée est I'ajout
du gene NDUFS4 a la construction mito-DsRed-T2A-H2B-GFP, puis la production des
vecteurs lentiviraux exprimant cette construction. Nous avons également déja réalisé des
cultures primaires de fibroblastes issues de souris NDUFS4 KO. La création d’une lignée
cellulaire stable de fibroblastes NDUFS4 KO exprimant NDUFS4, mito-DsRed et H2B-GFP
(cellules donneuses) puis la co-culture avec des fibroblastes NDUFS4 KO non infectées
(cellules receveuses) permettrait d’étudier le transfert de mitochondries entre ces deux

populations. Pour évaluer le phénotype des cellules NDUFS4 KO non infectées ayant recu
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des mitochondries, nous pourrions les trier et les récupérer grace a la cytométrie en flux.
Nous pourrions ainsi mesurer la respiration mitochondrial associée au complexe | ou la
production d’ERO, deux marqueurs pathologiques des fibroblastes issus de souris NDUFS4
KO (Valsecchi et al., 2012, 2013).

Le phénotype pathologique étant largement associé au type tissulaire observé dans le cas
des maladies mitochondriales (Hu et al., 2019), un second moyen pour étudier ce
mécanisme in vitro dans un modeéle plus proche de la pathologie consisterait a différentier
les fibroblastes en neurones. Pour cela, nous possédons un outil moléculaire développé
par une équipe américaine et permettant d’induire la différentiation directe d’une culture
primaire de fibroblaste en neurones fonctionnels par un systéme lentiviral inductible
(Herdy et al., 2019). Nous pourrions donc appliquer la méme stratégie qu’avec les cultures

de fibroblastes ci-dessus mais induire leur différentiation neuronale lors de la co-culture.

In vivo, nous pourrions transposer la stratégie appliquée aux souris sauvages aux souris
NDUFS4 KO en ajoutant a la construction le géne NDUFS4. L'isolation et I'analyse des
cellules ayant recu des mitochondries mais pas le gene NDUFS4 permettrait de
déterminer si ces derniéres présentent une amélioration du phénotype pathologique en
particulier par la mesure de I’activité du complexe I. On notera que les expériences in vivo
ne seraient pas conditionnées par la réalisation ou les résultats obtenus dans les
expériences in vitro. En effet, la démonstration d’un effet bénéfique du transport de
mitochondries semble a la fois techniquement plus abordable et scientifiquement encore
plus convaincante dans un modéle murin du syndrome de Leigh bien caractérisé plutét

gue dans un modele cellulaire.
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Rare genetic diseases collectively affect around 300 million people worldwide and a staggering
74% of them are childhood-onset conditions with neurological manifestations (Lee et al., 2020).
Correction or replacement of malfunctioning genes using viral vectors showed outstanding pre-
clinical and clinical benefits for inherited pediatric diseases, in particular those for which non-cell
autonomous mechanisms such as cross-correction is effective (i.e., X-linked adrenoleukodystrophy
or Batten’s disease) (Naldini, 2015; Aubourg, 2016).

However, this field still faces important challenges in particular for conditions caused by
genes encoding for non-secreted proteins and whose dysfunction affect large regions of the
brain that cannot be covered by intra-cerebral delivery. This includes a plethora of rare genetic
conditions such as mitochondrial diseases, lysosomal storage diseases, polyglutamine diseases, and
neuromuscular diseases.

Gene delivery to the brain via systemic injection can be successfully achieved during a short
period of time after birth where the blood-brain barrier (BBB) remains permeable. This entails
establishing a diagnosis within this privileged time-window. Unfortunately, despite being early-
onset diseases, many pediatric conditions manifest the first clinical signs when the BBB is no
longer penetrable by viral vectors. Because of the limitations of our current toolbox, alternative
strategies had to be designed in order to allow transgene delivery to the central nervous system
(CNS) when the BBB has acquired its selective permeability. Methods to engineer the viral capsid
such as peptide insertion, chemical modifications, shuffled genome libraries, directed evolution, or
rationally targeted mutagenesis led to the generation of tenth of artificial variants among which
some have been designed with the purpose to cross more efficiently the BBB when delivered into
the bloodstream (Castle et al., 2016).

By combining the insertion of randomized sequences in a lox sites-containing cap gene with
multiple selection rounds in Cre transgenic mice, Deverman and colleagues created series of
brain-penetrating adeno-associated viral (AAV) vector variants. One of these, namely the AAV-
PHP.B vector, induced a transgene expression in the CNS at least 40-fold greater than the parental
AAV9 capsid when injected intravenously, and it retained a cellular tropism for peripheral organs
(Deverman et al., 2016). In a follow-up study, the same group further evolved the PHP.B variant for
better neuronal transduction. By applying the same Cre recombinase-based AAV target evolution
strategy to the PHP.B capsid, they isolated the AAV-PHP.eB variant that showed enhanced CNS
infectivity, enabling the reduction of the viral load delivered intravenously (Chan et al., 2017).

The generation of these novel brain-penetrant viral vectors opened a unique opportunity to
overcome the obstacle that represents the BBB in the development of gene therapy for conditions
with CNS pathology. Recent reports show that this idea was indeed quickly picked up by several
groups and applied to a wide range of genetic diseases. They confirmed that the engineered
AAV-PHP.B and AAV-PHP.eB variants efficiently transduced the CNS following injection in the
vascular milieu. These tools were then used to restore the expression of defectives genes in several
mouse models of mitochondrial diseases (i.e., mitochondrial hyper-fusion, and Leigh syndrome),
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cytoskeleton dysfunction (i.e., CDKL5 deficiency disorder),
Rett syndrome and lysosomal disease (i.e., Pompe disease and
Sandhoff disease). In all of these animal models, reinstatement
of gene expression in the CNS and peripheral organs afforded
robust therapeutic effects. The broad correction of pathological
signs resulted in behavioral improvements and increased lifespan
(Table 1). Notably, for some of these severe conditions, the
use of these brain-penetrant AAV vectors provided the first
demonstration that their respective pathological phenotypes can
be rescued by gene therapy. This is for instance the case for the
Ndufs4~/~ mouse model of Leigh syndrome for which previous
attempts of gene replacement therapy using an AAV9-Ndusf4
vector in neonates did not show significant effects (Di Meo
et al, 2017). In addition, the in vivo studies listed in Table 1
have been performed in KO mice which is a paradigm that does
not accurately mimic the genetic defects observed in patients.
Mutations often result in the synthesis of a dysfunctional protein
that can exert a dominant negative effect potentially hampering
the therapeutic efficacy of the transgene. This question started to
be addressed by Gao and colleagues who extended their findings
in iPSC-derived neurons from a patient with CDKL5 disorder
and confirmed the phenotypic improvement (Gao et al., 2020).

One can anticipate that this first set of pre-clinical studies
will pave the way for similar strategies in other models of severe
inherited conditions for which no curative options are currently
available. In addition, the positive outcomes observed in these
models of fatal neurological disorders make the PHP variants
attractive tools for other brain conditions with late-onset. It
this line, other groups have already extended the therapeutic
repertoire of these new viral vectors by successfully tested them
in models of Parkinson’s and Alzheimer’s disease (Morabito et al.,
2017; Jin et al., 2020). Targeted delivery of AAV-PHP.B vectors
also provided benefits in mouse models of deafness and retinitis
pigmentosa (Giannelli et al., 2018; Gyorgy et al., 2019).

In parallel to these gene therapy studies, other research
groups examined the versatility of the PHP variants. Since
these artificial serotypes were isolated after several rounds
of in vivo selection in C57BL6 mice, the brain-penetrant
property of the AAV-PHP.B vector was tested in other genetic
backgrounds. These experiments revealed that its ability to
cross the BBB is strain-dependent and genetic approaches
identified the lymphocyte antigen 6 complex locus A (Ly6a),
a glycolsylphosphatidylinositol-anchored protein expressed by
endothelial cells, as a key determinant for this differential efficacy

TABLE 1 | Listing the preclinical studies of gene replacement therapies using the PHP.B or PHP.eB vectors in mouse models of rare genetic diseases with CNS pathology.

Disease (animal model) Vector and strategy Biological outcomes References
Mitochondria hyper-fusion AAV-PHP.B-SIc25a46 Restored gene expression Yang et al., 2020
(Slc25a46-/~ mice) 2 x 10'ge/g, Increased lifespan

Temporal vein at P1-2

Cdkl5 deficiency disorder AAV-PHP.B-CdkI5
(Cdk5~/~ mice) 102 vg/mouse
Intra-jugular at P28-30
Leigh syndrome AAV-PHP.B-Ndufs4
(Ndufs4—/~ mice) 102 vg/mouse

Retro-orbital sinus at P28

Leigh syndrome AAV-PHP.B-Ndufs4
(Ndufs4~/~ mice) 1 x 1022 x 10"
vg/mouse

Tail vein at P26-28

Rett syndrome AAV-PHP.eB-iMecp2

(Mecp2-/= mice) 1 x 1091 x 102
vg/mouse
Tail vein at P28

Pompe disease AAV-PHP.B-GAA

(Gaa~'~ mice) 5 x 10'? vg/kg
Retro-orbital sinus at P14

AAV-PHP.B-HEXA/HEXB
3x 101 x 102
Tail vein at P28-42

Sandhoff disease
(Hexb~'~ mice)

Rescued brain, eye, and
peripheral nerve pathology

Restored gene expression Gao et al., 2020
Improved behavioral
phenotype

Rescued brain pathology
Restored gene expression
Increased lifespan
Improved behavioral
phenotype

Rescued brain, eye, and
heart pathology

Restored gene expression

Increased lifespan
Rescued brain pathology

Reynaud-Dulaurier et al.,
2020

Silva-Pinheiro et al., 2020

Restored gene expression Luoni et al., 2020
Increased lifespan

Improved locomotor

function

Rescued brain pathology

Restored gene expression
Rescued brain and
muscle pathology

Restored gene expression
Increased lifespan
Improved behavioral
phenotype

Rescued brain and

liver pathology

Limet al., 2019

Lahey et al., 2020
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(Hordeaux et al., 2018, 2019; Challis et al., 2019; Huang et al,,
2019; Matsuzaki et al., 2019; Batista et al., 2020). Moreover,
when tested in non-human primates, the AAV-PHP.B vector
showed lower transduction efficiency than that observed in mice,
highlighting inter-species variability in the BBB penetrance of
this novel AAV serotype (Matsuzaki et al., 2018; Liguore et al,
2019). These observations suggest that while being powerful tools
to achieve genetic manipulations in the rodent brain (e.g. gene
replacement, editing, optogenetics), the first generation of PHP
variants are unlikely to be used in clinic. This being said, Kumar
and colleagues performed a multiplexed screening including a
selection step in various mouse strains and they isolated a new
capsid (i.e., PHP.C2) that induced good brain transduction even
in genetic backgrounds expressing low levels of Ly6a. Yet, this
novel variant needs to be tested in other species as well as in
disease models in order to determine its potential transferability
to humans.

This strategy of capsid engineering does not offer infinite
possibilities and because of the shortage in AAV capsids,
alternative approaches must be developed in order to overcome
the limitations of these novel vectors in particular regarding their
use in clinic. Capsid engineering also goes along with changes
in the selectivity of tissue infection and cellular tropism. While
the PHP.B serotype retains a transduction of peripheral tissues
similar to that of the AAV9 parental capsid, the improved brain
penetrance of the PHP.eB vector is at the expense of peripheral
organs (Chan et al, 2017). This makes the PHP.eB serotype an
interesting tool for conditions with dominant CNS pathology but
less attractive for multisystem diseases.

Also, despite PHP vectors showed great efficacy in preclinical
disease models, they are unlikely to be a solution for all brain
disorders. Their region-dependent infectivity as well as their
heterogenous tropism for neural cells represents a limitation for
some diseases where specific cell types are affected (Deverman
et al, 2016; Chan et al.,, 2017; Challis et al., 2019). This is
for instance the case for multiple system atrophy in which
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Résumé : Des mutations de I'ADN mitochondrial ou des génes nucléaires impliqués dans le
fonctionnement de chaine respiratoire mitochondriale sont a I'origine des maladies mitochondriales.
Le syndrome de Leigh (SL) est la maladie mitochondriale infantile la plus commune. Cette pathologie
est principalement caractérisée par une atteinte cérébrale. Elle est fatale durant les premiéres années
de vie et aucun traitement n’est actuellement disponible. Un des challenges de la thérapie génique
pour cette pathologie concerne le transfert d’'un géne dans le systéeme nerveux central du fait de
I'imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE). Notre hypothése est que le
développement de nouvelles stratégies permettant d’améliorer la transduction cérébrale des vecteurs
viraux permettrait d’obtenir un bénéfice thérapeutique dans le cas du SL. Nous avons tout d’abord
montré que la pathologie n’impactait pas I'anatomie et la fonction de la BHE chez les souris NDUFS4
KO, un modele standard du SL. Ce résultat confirme la nécessité d'utiliser des stratégies permettant
de contourner la BHE. Pour cela nous avons tout abord utilisé un vecteur AAV-PHP.B. qui est un
nouveau variant traversant la BHE. Le remplacement du gene NDUFS4 avec ce vecteur viral a permis
d’améliorer le phénotype et de prolonger la survie des animaux. Cette approche apporte une preuve
de concept qu'une restauration généralisée de |'expression du géene permet d’obtenir un effet
thérapeutique dans un modele de maladie mitochondriale sévere. Notre deuxiéme approche a
consisté en la combinaison de l'injection d’un vecteur AAV9 et de I'application d’ultrasons focalisés
destinés a perméabiliser la BHE. Apres avoir défini des parameétres ultrasonores permettant
d’augmenter efficacement et sans danger la perméabilité de BHE sur une large partie du cerveau, nous
avons montré que cette stratégie permettait de prolonger la survie des souris NDUFS4 KO. Cette
approche expérimentale combine deux technologies déja utilisées en clinique et pourrait donc
représenter une perspective intéressante pour le traitement su SL. Enfin, nous avons mis au point une
nouvelle construction génétique permettant d’étudier si le transfert intercellulaire de mitochondries
participe a I'effet de la thérapie génique. Cet outil représente un nouveau moyen d’étudier le transfert
des mitochondries a la fois in vitro et in vivo. Ce travail de thése apporte la démonstration que des
stratégies permettant d’améliorer le transfert de genes vers le cerveau offre de nouvelles perspectives
thérapeutiques pour le SL ainsi que pour d’autres pathologies affectant le systeme nerveux.

Abstract : Mutations in mitochondrial DNA or in nuclear genes involved in the mitochondrial
respiratory chain complexes are responsible for mitochondrial disorders. Mutations affecting
mitochondrial complex | are responsible for a broad spectrum of disorders among which Leigh
syndrome (LS) is the most common in infancy. This condition is fatal during the first years of life and
no treatment is currently available. Brain pathology is critical in LS and one the challenges of gene
therapy is the limited transfer of genes to the central nervous system due to the impermeability of the
blood-brain barrier (BBB). Our hypothesis is that the development of new strategies to improve the
cerebral transduction of viral vectors would provide a therapeutic benefit for LS. We first showed that
the pathology does not cause anatomical or functional changes of the BBB in NDUFS4 KO mice, a
standard model of LS. This result confirms the necessity to overcome the BBB. To this end, we first
used an AAV-PHP.B vector, a new variant able to cross the BBB. Gene replacement with this viral vector
improved the phenotype and increased the lifespan in NDUFS4 KO mice. This approach provides a
proof of concept that widespread restoration of gene expression can alleviate the pathology in a model
of severe mitochondrial diseases. Our second method was to combine the injection of an AAV9 vector
with the application of focused ultrasound enabling the BBB opening. We first set up ultrasonic
parameters affording an efficient and safe increase in BBB permeability. We then showed that this
strategy extend the survival of NDUFS4 KO mice. This approach combines two technologies currently
used in clinic and therefore represents an interesting prospect for the treatment of LS. Finally, we
developed a new genetic construct to study whether the intercellular transfer of mitochondria
contributes to the effect of gene therapy. This tool represents a new way of studying mitochondrial
transfer both in vitro and in vivo. Overall, my thesis work demonstrates that strategies improving gene
delivery to the brain offers new therapeutic perspectives for LS and other conditons affecting the
nervous system.
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