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RRésumé 
Exploiter la thérapie génique ciblant le foie pour traiter des pathologies hépatiques et extra-hépatiques 

La thérapie génique ciblant le foie est une technologie innovante qui présente de nombreux intérêts, 
notamment pour le traitement de maladies monogéniques. Les virus adéno-associés recombinants (rAAV) sont 
de très bons vecteurs pour exprimer un « gène médicament », en particulier dans le foie. Cependant, l ’efficacité 
de la thérapie génique peut être diminuée dans les situations où le foie est en endommagé et/ou en prolifération. 
De même, certaines pathologies nécessitent le traitement d’autres tissus peu ciblés par les rAAV, tels que les 
muscles squelettiques, les reins ou les os. Dans cette thèse, nous avons développé des approches de thérapie 
génique ciblant le foie pour trois maladies rares sans traitement curatif afin de relever ces défis.  

Les glycogénoses de type Ia (GSDIa, mutation du gène G6PC) et de type III (GSDIII, mutation du gène 
AGL) sont des maladies rares qui se caractérisent par une accumulation anormale de glycogène au niveau du 
foie, associée respectivement à une stéatose ou une fibrose hépatique modifiant l’architecture du foie. De plus, 
le glycogène s’accumule aussi dans les reins, ce qui mène à une maladie rénale dans la GSDIa, ou les muscles 
squelettiques, résultant à une perte de la force musculaire dans la GSDIII.  

Dans un premier temps, nous avons pu confirmer une perte du transgène au cours du temps dans les modèles 
animaux de la GSDIa et de la GSDIII, probablement en raison de la prolifération des hépatocytes. Grâce à un 
vecteur AAV9 exprimant le gène G6PC sous le contrôle du promoteur hépatique de l’alpha antri-trypsine 
humaine (hAAT), nous avons obtenu une correction à long-terme de la pathologie hépatique de la GSDIa, incluant 
le maintien de la glycémie mais aussi la prévention du développement tumoral. 

Pour la GSDIII, nos résultats mettent en évidence que l’efficacité de la transduction des foies GSDIII n’est pas 
impactée par la fibrose. La taille du gène AGL ne permet pas de l’encapsider dans un unique AAV, aussi, nous 
avons utilisé deux AAV exprimant l’enzyme débranchante du glycogène (GDE) après recombinaison homologue. 
Grâce à l’util isation d’un promoteur hybride, nous avons corrigé complètement le foie et le cœur, et 
partiellement les muscles squelettiques. Un prétraitement des animaux par la rapamycine, connue pour activer 
l’autophagie, a permis d’augmenter l’expression de GDE dans les muscles.  

Dans la troisième étude, nous avons mis au point une thérapie pour l’hypophosphatémie l iée au chromosome X 
(XLH), pathologie dans laquelle la surexpression du facteur de croissance du fibroblaste 23 (FGF-23) conduit à 
une fuite du phosphate dans les urines, et à un défaut de minéralisation des tissus osseux. Plutôt que de cibler 
les reins ou les os, nous avons choisi de cibler le foie grâce à un AAV, afin d’exprimer et de sécréter dans la 
circulation une molécule capable de se fixer au récepteur du FGF-23 et qui se comporte comme un compétiteur 
du FGF-23 endogène. Cette approche a permis de corriger le défaut de minéralisation et la croissance, dans un 
modèle murin de la pathologie. 

 En conclusion, nous avons développé des approches de thérapie génique utilisant l’AAV pour cibler le 
foie afin de développer des thérapies pour des pathologies hépatiques et extra -hépatiques rares. Pour la GSDIa, 
nous avons obtenu une correction du phénotype hépatique permettant de prévenir le développement de 
tumeur. Dans la GSDIII, l’utilisation d’un promoteur tandem nous a permis de corriger le foie, le cœur, et les 
muscles squelettiques en association avec un traitement à la rapamycine. Enfin, nous avons développé une 
stratégie utilisant le foie en tant que bio-usine afin de bloquer l’action néfaste du FGF-23 endogène sur la 
minéralisation osseuse. Ainsi, en nous adaptant au contexte physiopathologique de chaque maladie, la thérapie 
génique ciblant le foie nous a permis de corriger des pathologies dans lesquelles le foie est endommagé et 
prolifératif, et dans lesquelles d’autres tissus que le foie sont atteints. 

 

Mots-clés : thérapie génique, AAV, foie, muscles, glycogénose, XLH, fibrose, tumeurs hépatiques 
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AAbstract 
Taking advantage of liver gene transfer to treat hepatic and non-hepatic disorders 

Many preclinical studies and clinical trials indicated the recombinant adeno-associated virus 
vectors (rAAV) as an established technology to transfer genetic material to the l iver. rAAVs are the vectors 
of choice especially for monogenetic diseases that require l iver targeting. Despite this, there are stil l  some 
challenges to overcome in order to broaden the reach of l iver gene transfer. An important l imitation of 
gene therapy is the relatively low information on the gene transfer stability, in particular in diseases with 
l iver degeneration and increased hepatocyte proliferation. In addition to that, the transduction of some 
tissues – such as skeletal muscle, kidneys and bones – may require high vector doses that are associated to 
unwanted toxicities. Here, we developed liver gene therapy strategies for three diseases without curative 
treatment available and displaying one or more of these l imits. 

Glycogen storage disease type Ia (GSDIa) and type III (GSDIII), due to mutations in the G6PC and 
AGL gene, respectively, are rare diseases characterized by abnormal glycogen accumulation in the l iver  and 
associated to hepatic degeneration. Glycogen also accumulates in the kidneys, leading to a chronic kidney 
disease in GSDIa, or in the muscles, resulting in cardiac function and muscle strength impairment in GSDIII. 

By using a reporter gene, we confirmed transgene expression loss overtime in the animal models of GSDIa  
and GSDIII, probably due to the proliferative state of the l iver and the consequent transgene dilution. Using 
an AAV9 vector expressing G6PC under the human alpha anti-trypsin promoter (hAAT), we obtained a long-
term correction of the hepatic disease in GSDIa, including the maintenance of glycemia and the prevention 
of tumor development. 

In GSDIII, our results indicate that l iver transduction is not impacted by hepatic fibrosis. Because the AGL 
gene size exceeds the AAV packaging capacity, we used a dual AAV system that allows to express the full  
length glycogen debranching enzyme (GDE), the protein encoded by AGL, after recombination. Using a liver-
muscle hybrid promoter, we efficiently transduced the liver, heart, and skeletal muscles. Importantly, 
combination of AAV gene therapy and rapamycin, a known autophagy inducer, resulted in increased GDE 
expression in the skeletal muscle.  

Finally, we developed an AAV liver gene transfer approach for X-linked hypophosphatemia (XLH). XLH is a 
disorder due to increased expression of fibroblast growth factor 23 (FGF23) in bones. Enhanced FGF23 
signaling in kidney leads to phosphate wasting and is thought to be the main cause of the mineralization 
defects observed in bones of XLH patients. Instead of targeting the kidneys or the bones, which are 
refractory to AAV, we chose to use the l iver as a biofactory to express and secrete a molecule acting as a 
FGF23 competitor for the binding to its receptor in the kidneys. This strategy was successful in correcting 
the mineralization defect and the growth impairment in a murine model of XLH. 

 This research work highlight some of the potential solution to overcome the current l imitations to 
gene transfer with AAV vectors. The results obtained support the future clinical translatio n of the 
approaches described and further broaden the application of AAV gene transfer to diseases that were never 
addressed by this technology thus providing alternative solutions to address unmet medical needs and 
expand patients’ access to the treatment.  

 

Keywords: gene therapy, AAV, l iver, muscles, glycogen storage disease, XLH, fibrosis, tumors  
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AAbréviations 

A 
AAP Protéine activatrice de l’assemblage 
AAV Virus adéno-associé 
ACTA2 Actine α des muscles lisses 
ADA-SCID Déficit immunitaire combiné sévère par déficit en adénosine désaminase 
ADN Acide désoxyribonucléique 
AFP Alpha-fœtoprotéine 
AGL Amylo-α1,6-glucosidase, 4-α-glucanotransférase 
AHC Adénome hépatocellulaire 
ALAT Alanine aminotransférase 
AP Phosphatase alcaline 
ARN Acide ribonucléique 
ARNi Acide ribonucléique interférent 
ARNm Acide ribonucléique messager 
ARNt Acide ribonucléique de transfert 
ASAT Aspartate aminotransférase 
ATF6 Facteur de transcription 6 de la famille des ATF 
ApoE Apolipoprotéine E 

B-C  

BCA Test de l’acide bicinchoninique 
bGH Hormone de croissance bovine 
BMP Protéines morphogéniques osseuses 
CBA Beta actine du poulet 
cFGF-23 Compétiteur du facteur de croissance du fibroblaste 23 
CHC Carcinome hépatocellulaire 
CSH Cellules stellaires hépatiques 
CMV Cytomégalovirus 
COL-Ia Chaîne 1 du collagène 

D-E-F  

dsAAV AAV double brin 
EGFR Récepteur du facteur de croissance épidermique 
EMA Agence européenne du médicament 
FDA Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux 
FGF-23 Facteur de croissance du fibroblaste 23 
FGFR Récepteur du facteur de croissance du fibroblaste 
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G  

G1P Glucose-1-phosphate 
G6P Glucose-6-phosphate 
G6Pase Glucose-6-phosphatase 
G6PC Sous-unité catalytique de la glucose-6-phosphatase 
G6PT Sous-unité transporteur de la glucose-6-phosphatase 
GAA Alpha-1,4-glucosidase acide 
GBE Enzyme branchante du glycogène 
GDE Enzyme débranchante du glycogène 
GLUT-2 Transporteur de glucose 2 
GSD Glycogénose 
GYS1 Isoforme 1 de la glycogène synthase 
GYS2 Isoforme 2 de la glycogène synthase 

H-I  

hAAT α-1-antitrypsine humaine 
HBB2 sous-unité β-2 de l’hémoglobine humaine 
HE Hématoxyline et éosine 
HF/HS Régime alimentaire riche en lipides et en sucres 
HEK 293 Cellules embryonnaires humaines de rein 293 
hFIX Facteur de coagulation IX humain 
HGFR Récepteur du facteur de croissance hépatocytaire 
hGPE Promoteur endogène humain de la G6PC 
HSPG Héparane sulfate 
ITR Séquences terminales inversées 

L-M  

LamR Récepteur de la laminine 
LiMP Promoteur foie et muscles 
MAAP Protéine accessoire associée à la membrane 
MET Microscopie électronique à transmission 
mGPE Promoteur endogène murin de la G6PC 
MMP-1 Métalloprotéase matricielle 1 
MMP-2 Métalloprotéase matricielle 2 
mTOR Cible de la rapamycine chez les mammifères 

N-O-P  

NAb Anticorps neutralisants 
NK Lymphocyte « natural killer » 
PAI1 Inhibiteur de l’activateur du plasmogène de type 1 
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PDGFR Récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes 
PHEX Homologue de l’endopeptidase régulatrice du phosphate lié à l’X 
PTEN Homologue de la phosphatase et de la tensine 
PTH Parathormone ou hormone parathyroïdienne 

R-S-T  

rAAV Virus adéno-associé recombinant 
SNC Système nerveux central 
SV40 Virus simien 40 
TBG Globuline liant l’hormone thyroïdienne 
TGF-β Facteur de croissance transformant β 
TLR Récepteur Toll-like 
Treg Lymphocyte T régulateur 

U-V  

UDP Uridine diphosphate 
UPR Réponse aux protéines mal conformées 
UTP Uridine triphosphate 
VG Génome vectoriel 
VGCN Nombre de copies du génome vectoriel 
VIM Vimentine 

X  

XLH Hypophosphatémie liée au chromosome X 
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La thérapie génique utilisant les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAV) pour cibler le 
foie a obtenu de nombreux succès précliniques et cliniques. Notamment, les essais cliniques pour 
l’hémophilie A et l’hémophilie B ont montré le potentiel de telles approches dans l’obtention d’une 
efficacité et d’une expression à long-terme, ainsi que des profils de sécurité rassurants. 

De ce fait, cibler le foie, y compris pour des pathologies non hépatiques, apparaît comme une approche 
prometteuse. Cette approche innovante consiste à utiliser le foie comme une bio-usine sécrétant la 
protéine déficiente dans la pathologie. Elle a été utilisée avec succès au sein du laboratoire 
« Immunologie et Maladie du Foie » au Genethon pour la maladie de Pompe, une pathologie 
neuromusculaire1, pour laquelle un essai clinique basé sur cette stratégie est en cours (NCT04093349). 

Cependant, depuis ces premiers essais fondateurs pour le domaine de la thérapie génique, des 
problématiques ont émergés.  

En particulier, l’une des clés du succès de ces essais est le fait de cibler un foie « sain », alors que dans 
certaines maladies génétiques le foie est affecté au niveau de son architecture et son fonctionnement 
général. Qu’en est-il donc d’une thérapie génique ciblant un foie « malade » ? 

De plus, dans certaines pathologies, il est nécessaire de cibler le foie et d’autres tissus directement par 
une expression locale du transgène. Or, par voie systémique, cibler d’autres tissus que le foie, tels que 
les muscles squelettiques ou les reins, requière de fortes doses d’AAV. Comme nous le détaillerons 
dans la suite de cette thèse, il est préférable, pour des raisons de réponse immunitaire et de 
coût/efficacité de production, d’utiliser la dose thérapeutique la plus faible possible. Comment cibler 
efficacement ces tissus, sans pour autant augmenter la dose ? Dans cette optique, il serait donc 
intéressant de trouver des stratégies permettant d’augmenter l’efficacité de transduction dans les 
tissus moins bien transduits par les AAV. 

Dans cette thèse, nous proposons d’identifier clairement les limites actuelles de la thérapie 
génique du foie auxquelles se heurtent les chercheurs et les médecins travaillant dans ce domaine, 
mais également de tirer avantage du fait de cibler le foie pour développer des approches 
thérapeutiques pour des pathologies rares sans traitement curatif.  

Ainsi, nous avons développé des approches de thérapie génique ciblant le foie grâce à des vecteurs 
AAV pour des pathologies extra-hépatiques, et des pathologies où le foie est affecté dans son 
architecture et sa fonction.  

En introduction, après des généralités sur la thérapie génique,  je présenterai le foie, son architecture, 
ses principales fonctions, et certaines conditions pathologiques comme le développement d’une 
fibrose, associées au développement de tumeurs hépatiques. Je détaillerai ensuite les approches de 
thérapie génique utilisant les vecteurs AAV et les avantages de cibler le foie. Enfin, je terminerai cette 
introduction par la présentation de trois maladies rares, caractérisées par des atteints hépatiques et 
extra-hépatiques pouvant être traitées par des vecteurs AAV recombinants : la glycogénose de type Ia, 
la glycogénose de type III et l’hypophosphatémie liée au chromosome X.  
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II. LAA THERAPIEE GENIQUEE 

A. Thérapiee géniquee exx vivo ouu thérapiee géniquee inn vivo 

La thérapie génique est une stratégie de développement thérapeutique récente et innovante qui ne 
cesse de susciter l’intérêt et les espoirs des chercheurs, des médecins, et des patients.

La thérapie génique a pour but d’introduire un gène dans les cellules. Ce gène est introduit car son 
expression physiopathologique est déficiente, erronée, surexprimée, ou bien son expression permet 
de contrer les effets négatifs de la pathologie. Plusieurs approches sont envisageables :

- Réintroduire l’expression d’un gène qui est défectueux ou manquant dans la pathologie,
- Réduire l’expression d’un gène dont la surexpression est pathologique,
- Surexprimer un gène pour atténuer les effets négatifs de la pathologie.
- Corriger la séquence d’un gène mis en cause dans la pathologie pour restaurer son expression 

physiologique ou en atténuer les effets délétères.

Il existe de nombreuses approches, qu’elles soient techniques ou liées à la pathologie ciblée, et de 
nombreux domaines d’application. Classiquement, on peut distinguer la thérapie génique ex vivo et in 
vivo. 

La thérapie génique ex vivo consiste à prélever des cellules, par exemple des cellules souches 
dans le sang ou la moelle osseuse, à les modifier in vitro par l’introduction du gène 
thérapeutique, puis à les cultiver en laboratoire pour en augmenter leur nombre avant de les 
réintroduire chez le patient (Figure 1).

Au contraire, dans la thérapie génique in vivo, le vecteur contenant le gène d’intérêt est 
directement injecté chez le patient pour atteindre directement les cellules cibles (Figure 1).

Figure 1: principes de la thérapie génique in vivo et ex vivo
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La thérapie génique ex vivo a l’avantage de permettre un meilleur contrôle des étapes et des vecteurs : 
la quantité de vecteur utilisée est inférieure, et les vecteurs ne pénètrent que dans les cellules 
auxquelles ils sont présentés – il n’y a donc pas de dispersion du traitement dans des organes non 
ciblés.  

Dans le cas des maladies génétiques affectant les cellules sanguines, cette stratégie est la plus utilisée. 
En effet, les cellules sont facilement accessibles par prise de sang. Le premier médicament de thérapie 
génique ex vivo, Strimvelis (développé par GlaxoSmithKline), a été autorisé sur le marché européen en 
2016. Il consiste en la transplantation autologue de cellules hématopoïétiques CD34+ isolées chez des 
patients atteints d’un déficit immunitaire combiné sévère par déficit en adénosine désaminase (ADA-
DICS), modifiées par un vecteur de thérapie génique pour qu’elles expriment le gène qui code pour 
l’adénosine désaminase, l’enzyme déficitaire dans la pathologie. 

Néanmoins, cette stratégie n’est pas la plus adéquate pour les pathologies affectant un organe solide. 
Dans ces cas, l’approche privilégiée est le transfert de gène in vivo, par injection du gène vectorisé 
directement par voie systémique ou dans l’organe à traiter, comme un médicament. De nombreux 
essais cliniques sont en cours avec cette technique et plusieurs produits ont atteint le stade de la mise 
sur le marché (Luxturna, développé par Sparks Therapeutics et autorisé en 2018 pour traiter, par 
injection sous-rétinienne, les patients présentant une perte visuelle due à une dystrophie rétinienne 
héréditaire ; Zolgensma, développé par Avexis/Novartis et autorisé en 2019 pour traiter par voie 
systémique l’amyotrophie spinale). 

Quelle que soit l’approche privilégiée, le produit thérapeutique doit comporter plusieurs éléments : 

Le transgène et les séquences régulatrices d’expression : c’est la séquence que l’on veut 
exprimer dans les cellules, classiquement la séquence codante du gène thérapeutique. Des 
éléments régulateurs sont ajoutés autour de cette séquence afin d’optimiser l’expression du 
gène dans les cellules, tels qu’un promoteur associé ou non à un « enhancer » qui favorise 
l’expression du gène dans un tissu donné, une séquence intronique qui stabilise les ARNm 
(acide ribonucléique messager) en recrutant les spliceosomes et favorise la sortie des ARNm 
du noyau vers le cytoplasme pour la traduction2, ou un signal de polyadénylation qui permet 
de stabiliser l’ARN au sein des cellules. 

Le vecteur : c’est l’outil qui va permettre d’administrer le produit thérapeutique et de 
l’acheminer aux cellules cibles. 

Le choix des éléments régulateurs et des vecteurs va conditionner l’efficacité et la sélectivité de la 
thérapie génique. 

BB. Les vecteurs de thérapie génique 

On distingue le plus souvent les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux : 

Les vecteurs non viraux : ce sont des composés synthétiques qui vont protéger leur contenu 
génétique de la dégradation afin de l’amener à sa cellule cible. Ils présentent plusieurs 
avantages : ils sont moins coûteux et plus simples à produire que les vecteurs viraux, ils 
peuvent cibler des cellules en division ou quiescentes, ils n’ont pas de limitation de taille du 
transgène, ils sont moins immunogéniques que les vecteurs viraux, et ils permettent de cibler 
spécifiquement un tissu donné grâce à des modifications chimiques. 
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Ce sont par exemple des polymères cationiques ou des lipides cationiques, qui créent des 
liaisons électrostatiques avec l’ADN (acide désoxyribonucléique) chargé négativement, ou 
encore des exosomes qui sont des vésicules sécrétées par les cellules qui vont être utilisés pour 
véhiculer le matériel génétique jusqu’à sa cible. 

Cependant, cette stratégie ne permet pas à ce jour une expression du transgène à long-terme. 

Les vecteurs viraux : les virus sont les entités idéales pour la thérapie génique : leur nature 
infectieuse leur permet de transporter du matériel génétique à une cellule cible spécifique en 
le protégeant de la dégradation, de pénétrer dans cette cellule et d’utiliser la machinerie 
cellulaire afin de répliquer et d’exprimer leur génome viral. Ainsi, la plupart des virus 
permettent une expression du transgène à long-terme. 

Parmi les virus connus à ce jour, seul un faible pourcentage d’entre eux est utilisé en tant que 
vecteurs de thérapie génique. Les plus utilisés sont les adénovirus, les virus adéno-associés 
(AAV), et les rétrovirus dont les lentivirus (Table 1). Tous présentent des avantages et des 
inconvénients, il n’y a pas de vecteur viral idéal, mais la diversité des virus permet de choisir le 
vecteur le plus adéquat en fonction: 

- Du tropisme du virus : que ce soit le type de cellules (en division ou quiescentes) ou le 
type tissulaire. 

- De leur capacité d’intégration : c’est-à-dire la capacité du vecteur à insérer son 
génome dans l’ADN de l’hôte. 

- De leur capacité d’encapsidation : c’est-à-dire la taille maximale du transgène pouvant 
être encapsidée par le virus. 

 Lentivirus Adénovirus AAV 

Diamètre 80-130 nm 70-90 nm 20-25 nm 
Génome 3-9 kb 

ARN simple brin 
36 kb 

ADN double brin 
4,7 kb 

ADN simple brin 
Capacité d’encapsidation 8 kb 7,5 kb ~5 kb 

Tropisme cellulaire Cellules quiescentes 
et en division 

Cellules quiescentes et 
en division 

Cellules quiescentes 
et en division 

Intégration Oui Non Possible 
Expression à long-terme Oui Modérée Oui 

Réponse immunitaire Modérée Forte Faible 

Table 1: propriétés des principaux vecteurs viraux utilisés en thérapie génique 

 

 

Dans cette thèse, seule la thérapie génique in vivo utilisant les virus AAV dans le but de cibler le foie 
sera décrite. 
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III. LAA THERAPIEE GENIQUEE CIBLANTT LEE FOIEE PARR LESS 

VECTEURSS ADENO-ASSOCIESS 

A. Lee foie,, structuree ett fonctionss 

Le foie est la plus grande glande endocrine de l’organisme humain. De par ses fonctions sécrétoires, 
mais aussi grâce à son contexte immunitaire particulier, c’est un organe cible intéressant en thérapie 
génique.

1) Architecturee ett organisationn tissulairee hépatiquee 

Le foie est l’organe abdominal le plus volumineux, il peut représenter jusqu’à 2% du poids corporel
chez l’homme adulte (4% chez la souris).

Extrêmement vascularisé, il contient plus de 10% du sang total. Il est alimenté en sang par l’artère 
hépatique qui apporte de l’oxygène, et par la veine porte qui apporte un sang riche en nutriments 
provenant du tube digestif, du pancréas et de la rate (voir détails au paragraphe II, C, 1 de 
l’introduction). Le sang artériel et le sang issu de la veine porte se mélangent au niveau des sinusoïdes 
hépatiques. Le sang est ensuite évacué par les veines sus-hépatiques, puis la veine cave inférieure 
(Figure 2).

Figure 2: anatomie du foie

Le foie est alimenté en sang par l’artère hépatique qui apporte un sang oxygéné, et par la veine porte qui apporte un sang 
riche en nutriments. Ces deux apports sanguins se mélangent au niveau des sinusoïdes hépatiques, puis se déversent dans la 

veine cave inférieure.

Viscère intra-péritonéal, il est également recouvert de la capsule de Glisson. Au niveau du hile 
hépatique, la capsule de Glisson s’internalise en profondeur dans le foie, divisant le foie en lobes 
hépatiques. 

Le lobule hépatique est l’unité structurale du foie. De forme hexaédrique, chacun de ses sommets 
correspond à l’espace porte. L’espace porte comporte une branche de l’artère hépatique, une branche 
de la veine porte, et une branche du canal biliaire. A partir de la veine centro-lobulaire, plusieurs 
branches radiaires d’hépatocytes se déploient en monocouches (Figure 3). Les hépatocytes 
représentent environ 60% des cellules hépatiques, soit 85% de la masse du foie. Ils ont une fonction 
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endocrine, en libérant des composés et des hormones dans la circulation sanguine, et une fonction 
exocrine, la sécrétion de la bile.

Les hépatocytes en monocouche peuvent s’anastomoser, délimitant l’espace sinusoïdale.

Figure 3: organisation tissulaire hépatique

L’espace porte comprend une branche de l’artère hépatique, une branche de la veine porte, et une branche du canal biliaire, 
à l’opposé desquelles se trouve la veine centrolobulaire qui permet l’évacuation du sang. Entre ces vaisseaux, les 

hépatocytes sont déployés en rayons monocouches et délimitent le sinusoïde hépatique ou espace sinusoïdal.

Cet espace sinusoïdal est traversé par les sinusoïdes sanguins, qui relient les branches de la veine porte 
à la veine centro-lobulaire. La paroi des sinusoïdes sanguins est constituée des cellules endothéliales
sinusoïdales formant un épithélium fenestré qui délimite des pores de 50 à 300 nm chez l’homme, et 
qui constitue un filtre au passage des molécules présentes dans la circulation.

A proximité des cellules endothéliales sinusoïdales se trouvent les cellules de Kupffer, représentant
35% des cellules hépatiques. Ce sont des macrophages mononucléés présents uniquement dans le foie 
et dont les principales fonctions sont la phagocytose des déchets du métabolisme et la sécrétion 
d’interleukines dans le contexte de la réponse immunitaire adaptative. Les cellules de Kupffer ne sont 
pas en contact direct avec les hépatocytes mais en sont séparés par l’espace de Disse (Figure 4).

Dans l’espace de Disse, entre les hépatocytes et les cellules endothéliales, se trouvent les cellules 
stellaires hépatiques (CSH), encore appelées cellules de Ito (Figure 4). Les CSH sont importantes pour 
le métabolisme de la vitamine A, qu’elles stockent dans des gouttelettes lipidiques, et la fibrogenèse 
hépatique.
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Bile duct
Sinusoidal space of Disse
HSC (hepatic stellate cell)
Sinusoidal endothelial cells 
KC (Kupffer cell)
Terminal hepatic vein

Canal biliaire
Espace sinusoïdal de Disse
Cellule stellaire hépatique (CSH)
Cellules endothéliales sinusoïdales
Cellules de Kupffer
Veine centro-lobulaire

Figure 4: parenchyme hépatique et organisation au niveau sinusoïdal

Source : traduit de : Hernandez-Gea et al., Pathogenesis of Liver Fibrosis, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 2011 (3)

L’organisation du foie en lobules est une représentation structurale plutôt que fonctionnelle. En effet, 
l’unité fonctionnelle du foie est un acinus. Un acinus est centré sur l’espace porte, et occupe la zone 
située entre les veines centrolobulaires de deux lobules adjacents. L’acinus est subdivisé entre trois 
régions théoriques en forme d’ellipses qui chevauchent ainsi deux lobules. Les activités métaboliques 
des hépatocytes diffèrent selon leur localisation en zone 1 (autour de l’espace porte), 2 (zone 
intermédiaire), ou 3 (zone la plus proche de la veine centrolobulaire), car les apports en oxygène et en 
nutriments, notamment en glucose, diffèrent. Dans l’espace périportal, la concentration en oxygène, 
nutriments, et hormones est plus élevée (Figure 5). Les hépatocytes de cette zone sont surtout 
impliqués dans la néoglucogenèse et la β oxydation. Dans l’espace péricentral, le sang est enrichi en 
dioxyde de carbone et en déchets du métabolisme (Figure 5). Les hépatocytes péricentraux sont 
principalement impliqués dans la glycolyse et la lipogenèse4.

Figure 5: organisation d'un acinus
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22) Les rôles du foie dans l’organisme 

Le foie est un organe majeur dans le fonctionnement de l’organisme : il en assure l’homéostasie. Les 
fonctions hépatiques peuvent être divisées en 4 catégories : 

Rôle dans la digestion 

A partir du cholestérol, le foie produit des acides biliaires. Ces acides biliaires sont stockés dans la 
vésicule biliaire (Figure 2), jusqu’à la prise alimentaire. 

Lors d’un repas, la bile produite par les hépatocytes est déversée dans le duodénum. Les hépatocytes 
produisent entre 0,5 et 1 litre de bile par jour. Elle est composée d’eau à 97%, et contient également 
les sels et les acides biliaires, des électrolytes, du cholestérol, des phospholipides, des pigments de 
bilirubine, et des déchets. 

Une fois dans le duodénum, les acides biliaires permettent l’absorption des lipides et leur digestion. 
De plus, la bile est légèrement basique, elle permet donc de neutraliser le chyme gastrique qui est 
acide. 

Rôle dans la détoxification 

De par sa vascularisation particulière, le foie reçoit via la veine porte un sang riche en toxines issues 
de la digestion et du métabolisme cellulaire. 

Ces toxines, déchets cellulaires, sont métabolisés par le foie grâce à son contenu enzymatique 
important et notamment grâce aux protéines de la famille des cytochromes P450. Ainsi modifiés, les 
métabolites sont éliminés via la bile dans le tractus digestif, ou via la circulation sanguine par laquelle 
ils rejoindront les reins pour être éliminés dans les urines. 

Rôle dans le métabolisme glucidique et lipidique et la sécrétion protéique 

Le foie joue un rôle clé dans le maintien de la glycémie, c’est-à-dire le taux de glucose sanguin, à une 
valeur autour de 0,8-1 g/L (environ 5 mM), en particulier entre deux repas ou lors de période de jeûne. 
L’hypoglycémie survient lors que le taux de glucose sanguin est en dessous de 0,5 g/L (ou 2,8 mM). Si 
la privation de glucose au niveau neuronal est prolongée, l’hypoglycémie peut être sévère et conduire 
à un coma, à des séquelles neurologiques, voire même au décès. 

Lors d’une prise alimentaire, les cellules β du pancréas sécrètent de l’insuline. Celle-ci favorise 
l’absorption du glucose circulant par les cellules insulio-dépendantes, grâce à un transport facilité via 
les transporteurs GLUT (transporteur de glucose). Au niveau du foie, le glucose entre dans les cellules 
grâce à leurs récepteurs GLUT-2, où il sera stocké sous forme de glycogène (voir paragraphe III, A, 2, a 
de l’introduction). En cas de forte concentration plasmatique de glucose, il peut également être stocké 
sous forme de triglycérides via la lipogenèse de novo, induisant une stéatose hépatique5.  

Au contraire, lors d’une hypoglycémie, le pancréas libère du glucagon qui est produit par ses cellules 
α. Sous l’influence du glucagon, le glycogène hépatique est dégradé en glucose et libéré dans la 
circulation sanguine via la glycogénolyse (voir paragraphe III, A, 2, b de l’introduction). Lors d’un jeûne 
prolongé, et une fois que les stocks en glycogène hépatique sont épuisés, la néoglucogenèse (voir 
paragraphe III, A, 2, c de l’introduction) prend le relais de la glycogénolyse pour fournir du glucose à 
l’organisme.  

La néoglucogenèse peut être réalisée par les trois organes glucoformateurs : le foie, les reins, et les 
intestins. En situation post-absorptive, le foie fournit la majorité du glucose (80%) via la glycogénolyse6. 
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Si le jeûne se prolonge, la part des reins et des intestins dans la production endogène de glucose 
augmente, jusqu’à 50 et 20%, respectivement, alors que celle du foie diminue6. A noter qu’une 
activation de la production de glucose par le foie est associée au développement d’un diabète 
entrainant des hyperglycémies chroniques7.  

 Au cours du jeûne, le foie est également capable de capter des acides gras issus du tissu adipeux, pour 
les oxyder et produire de l’énergie, et de produire majoritairement des corps cétoniques via la 
cétogenèse. Le glycérol produit lors de la lipolyse est un substrat de la néoglucogenèse.  

Outre son rôle majeur dans les métabolismes glucidique et lipidique,  le foie synthétise et sécrète de 
nombreuses protéines, dont l’albumine, qui représente à elle seule 60% des protéines plasmatiques.  

La fonction immunitaire 

Le foie joue un rôle fondamental dans la réponse immunitaire car il reçoit via le système portal un sang 
chargé en protéines étrangères à l’organisme provenant du tractus gastro-intestinal : antigènes 
alimentaires, bactéries intestinales, virus. Il contient 1010 cellules immunocompétentes : 

- Des cellules présentatrices d’antigène : les cellules endothéliales sinusoïdales, les cellules de 
Kupffer, et des cellules dendritiques. 

- Des cellules lymphoïdes : les lymphocytes B, les lymphocytes T, les lymphocytes « natural 
killer » (NK). 

Dans l’organisme, la réponse immunitaire est toujours en équilibre entre activation et tolérance à 
l’antigène. Au niveau hépatique, cet équilibre favorise la tolérance. La présentation antigénique dans 
le foie peut suivre deux voies. 

Dans le premier cas, la cellule présentatrice de l’antigène rencontre l’antigène puis migre dans les 
organes lymphoïdes. Elle présente alors l’antigène aux lymphocytes T CD4+ et CD8+ naïfs, qui 
s’activent et prolifèrent. Ces lymphocytes T actifs sont ensuite capables de migrer dans l’organisme et 
de déclencher une réponse immunitaire dans le tissu où ils rentrent en contact avec l’antigène. Si cette 
rencontre a lieu dans le foie, la réponse immunitaire des lymphocytes T est fréquemment éteinte. Les 
lymphocytes T peuvent aussi se transformer en lymphocytes T régulateurs (Treg), capables de réduire 
ou éteindre l’activation de la réponse immune. 

Dans le second cas, l’antigène peut être présenté directement à des cellules qui ne sont pas 
spécialisées dans la présentation. Les lymphocytes T peuvent toujours être activés, mais, dans le foie 
par exemple, leur activation est partielle et ils peuvent entrer en apoptose. Ainsi, la réponse 
immunitaire induite contre l’antigène dans le foie est souvent inefficace.  

33) Atteinte de l’architecture du foie : la fibrogenèse hépatique 

La synthèse et la régulation de la matrice extracellulaire hépatique, principalement formée de fibres 
de collagène, est un phénomène très dynamique et très régulé. Lors que l’équilibre entre synthèse et 
dégradation est rompu, une fibrose hépatique se développe. 

L’étape initiale de la fibrogenèse hépatique est l’activation des CSH en myofibroblastes. Cette 
activation est due à des stimuli paracrines (facteurs de croissance et cytokines) sécrétés par les cellules 
parenchymales du foie suite à une lésion. Les stimuli vont induire la modification de l’expression des 
gènes des CSH, modifiant ainsi leur phénotype au niveau de plusieurs paramètres comme la 
prolifération, la chimiotaxie, la contractilité, la dégradation de la matrice, et les activent en 
myofibroblastes.     
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En effet, les CSH jouent un rôle central dans la sécrétion de la matrice extracellulaire et la régulation 
de la sa dégradation8.

A l’état quiescent, les CSH synthétisent : du collagène de type III, du collagène de type IV, du 
collagène de type VI, de la laminine, de la ténascine, des protéoglycanes, et des protéases 
impliquées dans la dégradation de la matrice telles que la MMP-1 (métalloprotéase matricielle 
1).

Après activation, les CSH se transforment en myofibroblastes, caractérisées par la synthèse de 
novo d’actine-alpha de type musculaire lisse (α-SMA), et la composition de leur synthèse 
protéique change (Figure 6). Elles synthétisent en grande quantité des collagènes fibrillaires 
(type I, type III, type VI), de la fibronectine, et des protéoglycanes. De plus, les CSH activées 
synthétisent la MMP-2 (métalloprotéase matricielle 2), capable de dégrader le collagène de 
type IV qui est présent dans les lames basales, alors que la synthèse de la MMP-1 est 
diminuée3.

Bile duct
Sinusoidal space of Disse
HSC (hepatic stellate cell)
Sinusoidal endothelial cells 
KC (Kupffer cell)
Terminal hepatic vein

Canal biliaire
Espace sinusoïdal de Disse
Cellule stellaire hépatique (CSH)
Cellules endothéliales sinusoïdales
Cellules de Kupffer
Veine centro-lobulaire

Figure 6: modification du parenchyme hépatique lors du développement de la fibrose hépatique

L’activation des CSH en myofibroblastes conduit à la modification de leurs sécrétions protéiques, et à la modification de la 
composition de la matrice extracellulaire. Notamment, la proportion de collagène fibrillaire augmente tandis que le 
collagène de la lame basale est dégradé. Ces modifications conduisent à des détériorations du microenvironnement 

sinusoïdal, et in fine à une fonction altérée du foie.

Source : traduit de : Hernandez-Gea et al., Pathogenesis of Liver Fibrosis, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 2011 (3)

Ces modifications qualitatives et quantitatives de la matrice extracellulaire détériorent le 
microenvironnement sinusoïdal. Le dépôt de matrice dans l’espace de Disse conduit à la perte de la 
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fenestration des cellules endothéliales et à la perte des microvillosités des hépatocytes (Figure 6). En 
conséquence, les échanges bidirectionnels entre le flux sanguin de la veine porte et les hépatocytes 
sont altérés, conduisant à une altération de la fonction des hépatocytes8 et une hypertension portale3.

L’hypertension portale est le premier signe d’une cirrhose décompensée, c’est-à-dire d’un foie 
fibrotique qui a évolué en cirrhose jusqu’à un stade non réversible. Le seul traitement possible est la 
transplantation de foie.

BB. L’AAV :: unn vecteurr dee choixx pourr laa thérapiee géniquee inn vivo 

1) L’AAVV sauvagee 

L’AAV est un virus de la famille Parvoviridae, et du genre Dependovirus. C’est un petit virus, de 20-25 
nm, non enveloppé et renfermant un simple brin d’ADN9–11.

Le virus n’a jamais été mis en cause dans une pathologie9, bien que des anticorps anti-AAV soient 
retrouvés chez 30 à 80% de la population selon le sérotype12,13, car il dépend pour sa réplication 
d’autres virus auxiliaires tels que l’adénovirus ou le virus de l’herpès.

On compte à ce jour 12 sérotypes d’AAV (table 2). Découvert en premier, dès 1965, le sérotype le plus 
décrit et le plus connu est celui de l’AAV2. Le génome de l’AAV2 fait 4,7 kb, et contient deux gènes : 
Rep et Cap14–16 (Figure 7). Ces deux gènes sont flanqués à leurs extrémités par des séquences 
terminales inversées (ITRs). Les ITRs sont des séquences en épingle de 145 bp, dont 125 bp consistent 
en une séquence palindromique et les 20 bp restant sont une séquence interne non appariée9,17.

Figure 7: carte schématique du génome de l'AAV2

ITR: séquence terminale inversée ; VP: protéine virale ; AAP: protéine activatrice de l’assemblage

Le gène Rep code pour quatre protéines nécessaires à la réplication de l’AAV, à travers des mécanismes 
d’épissage alternatif et de sites d’initiation de la traduction alternatifs. Deux de ces protéines, REP78 
et REP68, sont appelées protéines majeures. Elles sont capables de fixer l’ADN viral et de réaliser la 
réplication du génome. Les deux autres protéines, REP52 ET REP40, sont dites mineures, et participent 
à l’encapsidation du génome viral compris entre les deux ITRs.

Le gène Cap code pour les protéines VP1, VP2 et VP3, constituants de la capside, et pour la protéine 
activatrice de l’assemblage de la capside (AAP) qui permet l’assemblage de VP1, VP2 et VP3. Une autre 
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protéine, la protéine accessoire associée à la membrane (MAAP), joue un rôle important pour 
l’encapsidation du génome viral18.

En l’absence d’un virus auxiliaire nécessaire pour sa réplication, l’AAV peut entrer dans une phase de 
latence lors de laquelle il ne se réplique pas mais s’intègre de manière spécifique dans le locus 19q13.4 
du génome humain19–21. Ce locus présente en effet deux motifs également présents au niveau des ITRs 
et cibles des protéines REP. Les protéines REP sont capables de réaliser un pontage entre l’ADN 
génomique et l’ADN viral. Un site de clivage présent dans la séquence des AAV permet l’intégration de 
la séquence virale dans le génome de la cellule hôte. Lors d’une infection ultérieure par un virus 
auxiliaire, l’AAV pourra se répliquer10,11,21–24.

L’AAV est capable de persister dans les cellules sous forme extra-chromosomique, en formant des 
épisomes. Le virus n’est néanmoins pas capable de répliquer son génome épisomale en même temps 
que la réplication de l’ADN cellulaire (Figure 8).

Figure 8: cycle de vie de l'AAV

Lors d’une infection par l’AAV seul, le virus pénètre dans la cellule par endocytose et son génome est intégré en position 
19q13.4 du génome de la cellule hôte. Lors d’une infection ultérieure par un virus auxiliaire, comme l’adénovirus, le génome 
de l’AAV est répliqué et les virions sont libérés de la cellule. Lors d’une co-infection par l’AAV et un virus auxiliaire, le génome 

viral ne s’intègre pas dans le génome hôte mais est directement répliqué afin de produire de nouveaux virions. 

22) Vecteurss AAVV recombinantss 

Les vecteurs AAV utilisés pour le développement thérapeutique, dits AAV recombinants (rAAV), ne 
comportent aucune séquence virale codante.
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Seuls les ITRs sont conservés car ils sont nécessaires à l’encapsidation, mais les gènes Rep et Cap sont 
retirés de la séquence, et remplacés par une cassette d’expression comportant un promoteur, la 
séquence codante du gène choisi et un signal de polyadénylation. Il est préférable que la taille de la 
cassette d’expression ne dépasse pas 4,7 kb ; en effet, au-delà, l’encapsidation de la totalité du 
transgène n’est pas garantie et des phénomènes de fragmentations du transgène et d’encapsidations 
multiples peuvent se produire. Les rAAV ne sont donc pas capables de s’intégrer dans le génome hôte 
de façon spécifique au niveau du locus 19q13.4. Ils peuvent s’intégrer de façon aléatoire dans le 
génome de l’hôte, et persistent dans les cellules sous forme de concatamères d’ADN appelés épisomes. 
Les épisomes sont constitués par la succession de plusieurs séquences de rAAV liées par leurs ITRs25–

27. Cette particularité est l’un des grands avantages de l’AAV. En effet, le faible taux d’insertion des AAV 
diminue le risque génotoxique, tout en permettant une expression à long-terme dans les cellules post-
mitotiques grâce à leur persistance épisomale. 

La variété des sérotypes d’AAV est un facteur particulièrement intéressant en thérapie génique in vivo, 
car il existe en effet un tropisme tissulaire selon le sérotype utilisé (Table 2). Par exemple, l’AAV8 est 
décrit comme particulièrement efficace pour transduire le foie mais aussi les muscles squelettiques et 
le cœur, tandis que l’AAV9 va transduire ces trois organes ainsi que le système nerveux central, les 
poumons et reins28. Cette diversité dans la biodistribution des AAV serait due à la diversité des 
récepteurs et corécepteurs assurant leur entrée dans les cellules. 

Sérotypes AAV Tissus cibles Récepteurs Corécepteurs 

AAV1 Foie, muscles squelettiques, 
cœur Acide sialique N-lié Inconnu 

AAV2 Foie, muscles squelettiques, 
cœur, poumons, reins HSPG FGFR1, intégrines αVβ5 et 

α5β1, HGFR, LamR, CD9 

AAV5 Muscles squelettiques, SNC, 
poumons Acide sialique N-lié PDGFR 

AAV6 Muscles squelettiques, 
cœur, poumons 

HSPG 
Acide sialique N-lié EGFR 

AAV8 Foie, muscles squelettiques, 
cœur 

Inconnu LamR 

AAV9 Foie, muscles squelettiques, 
cœur, SNC, poumons, reins Galactose N-lié LamR 

Table 2: tropisme des principaux sérotypes d'AAV utilisés en thérapie génique 

EGFR : récepteur du facteur de croissance épidermique ; FGFR1 : récepteur du facteur de croissance du fibroblaste 1 ; HGFR : 
récepteur du facteur de croissance hépatocytaire ; HSPG : héparane sulfate ; LamR : récepteur de la laminine ; PDGFR : 

récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes ; SNC : système nerveux central 

Ainsi, en associant le choix du sérotype et l’utilisation judicieuse de séquences régulatrices spécifiques 
d’un tissu, les rAAV permettent de cibler préférentiellement l’expression du gène thérapeutique dans 
un ou plusieurs types cellulaires et tissulaires connus. 
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CC. Intérêts du foie en tant que cible de thérapie génique par 

les vecteurs AAV  

La thérapie génique ciblant le foie grâce à l’utilisation de vecteurs AAV recombinants est l’une des 
premières à avoir été un succès clinique. 

Des études précliniques chez l’animal, sur différents modèles (souris, chien, primates), ont montré que 
l’administration intraveineuse de vecteurs AAV permet de cibler efficacement le foie par rapport  à 
d’autres organes, ce qui a été confirmé dans les essais cliniques réalisés chez l’homme29–31. Les études 
précliniques et les essais cliniques ont permis de démontrer une expression hépatique du transgène à 
long-terme après injection des rAAV dans la circulation sanguine 1,29–38. 

Plusieurs paramètres expliquent ces réussites et soulignent l’intérêt de cibler le foie en thérapie 
génique utilisant les AAVs. 

1) Le foie est un organe fortement vascularisé 

Le foie est un des organes les plus perfusé du corps : il contient environ 10% du volume sanguin total, 
ce qui représente un débit de 1,5 litre par minute chez l’homme adulte. 

Cette vascularisation est tout à fait particulière, car le foie est perfusé à la fois par une veine et une 
artère. L’artère hépatique et la veine porte se divisent en plusieurs branches à leur entrée dans le foie. 
Un segment est une région du foie alimentée par une branche de la veine porte et une branche de 
l’artère hépatique. Chez l’homme, on distingue ainsi 8 segments dans le foie, qui fonctionnement 
indépendamment. 

Les branches artérielles et veineuses irriguent les capillaires sinusoïdaux, qui récoltent les métabolites 
relargués par les hépatocytes, et se déversent dans la veine centrolobulaire. En se rejoignant, les veines 
centrolobulaires forment les veines sous hépatiques, généralement au nombre de trois, qui 
s’abouchent dans la veine cave inférieure (Figure 9). 
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Figure 9: vascularisation hépatique 

Source : Netter 2020, https://www.netterimages.com/ consulté le 07/07/2020 

Ainsi, dès lors qu’une substance, telle qu’un AAV, est introduite dans la circulation systémique, elle 
atteindra les voies hépatiques en quelques minutes. 

De plus, la barrière sinusoïdale est facilement franchie par les AAV, grâce à la fenestration de 
l’endothélium sinusoïdal, ce qui explique la transduction relativement simple du parenchyme 
hépatique par les AAV. 

22) La tolérance du transgène grâce à son expression hépatique 

Le foie est un organe dont l’environnement immunologique est particulier. Il est à la croisée entre le 
système veineux gastro-intestinal et le système sanguin systémique, ce qui l’expose continuellement 
aux antigènes alimentaires et provenant de la flore intestinale.  

Le phénomène de tolérance hépatique a été observé dans le domaine de transplantat ion d’organes. 
Dans le cadre de greffes de foie, l’immunosuppression n’est pas toujours requise dans les modèles 
animaux39,40. Chez l’homme, la discordance des complexes majeurs d’histocompatibilité entre hôte et 
receveur n’influence pas de manière significative l’évolution de la greffe41. Enfin, la transplantation 
foie-rein simultanée améliore les chances de maintien du greffon rénal par rapport à une simple 
transplantation d’un rein seul, alors que cela ne varie pas pour le foie42. 

Dans le cas du transfert du gène par vecteur AAV, des études précliniques indiquent que la tolérance 
hépatique est apportée par les lymphocytes Treg CD4+CD25+FoxP3+43,44, capables d’inhiber les 
réponses des lymphocytes T et la production des anticorps anti-transgène. Les Treg ont aussi un rôle 
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important dans le contrôle de la réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes T CD8+, mais il 
semble que l’épuisement de ces cellules soit aussi impliquée45. 

La tolérance hépatique suite au transfert du gène est particulièrement importante dans certaines 
pathologies comme les hémophilies A et B, avec des patients à mutations nulles c’est-à-dire 
n’exprimant pas ou très peu la protéine déficiente. Ces patients peuvent développer des anticorps 
contre la protéine recombinante administrée à des doses thérapeutiques. Il est donc tout à fait 
possible que ce type de patients développent également une réponse anti-transgène qui, en l’absence 
de tolérance induite par le foie, pourrait conduire à un échec thérapeutique. 

Cependant, jusqu’à présent, aucun patient enrôlé dans les différents essais cliniques pour l’hémophilie 
n’a développé de réponse anti-transgène29–31, bien que certains d’entre eux soient porteurs de 
mutations nulles. Il est important de noter néanmoins que tous les sujets inclus dans ces essais 
thérapeutiques étaient traités par substitution protéique et tous ceux ayant développé des anticorps 
anti-facteur de coagulation suite au traitement ont été exclus de ces essais. 

33) Le foie en tant que bio-usine 

Le foie est le principal organe sécrétant des protéines. L’albumine, la protéine la plus présente dans le 
sérum, est produite et sécrétée par le foie. De plus, la plupart des facteurs de coagulation sont 
synthétisés au niveau hépatique. 

Cette machinerie peut être exploitée en thérapie génique : 

- « Classiquement » pour exprimer des protéines hépatiques. 
- En utilisant le foie comme une « usine » de production protéique in vivo. 

Dans cette dernière approche, l’idée est de cibler le foie afin qu’il produise et sécrète la protéine 
d’intérêt (qui n’est pas nécessairement produite ni sécrétée par le foie en conditions physiologiques) ,  
afin que ladite protéine puisse atteindre son/ses organe(s) cible(s) via la circulation sanguine.  

Par exemple, le facteur de coagulation VIII et le facteur Von Willebrand sont normalement produits 
par les cellules endothéliales, mais des stratégies de thérapie génique utilisant des rAAV ciblant le foie 
ont permis de faire synthétiser ces facteurs par le foie et de les faire sécréter dans la circulation 
sanguine 38,46. 

Plus récemment, une thérapie génique ciblant le foie a été mise au point pour la maladie de Pompe1. 
Cette pathologie affecte les muscles squelettiques, notamment le diaphragme, ainsi que le système 
nerveux central, et le cœur des patients. L’approche de thérapie génique pour cette maladie est basée 
sur l’optimisation de l’expression et de la sécrétion par le foie de l’enzyme déficiente dans la 
pathologie, l’alpha-1,4-glucosidase acide (GAA), afin d’obtenir une correction croisée de tous les tissus 
(Figure 10)1.  

Cette stratégie n’est possible uniquement parce que la GAA est une protéine lysosomale pour laquelle 
toutes les cellules possèdent un récepteur permettant son internalisation : le récepteur du mannose-
6-phosphate. Après l’endocytose de la GAA au sein des cellules, la vésicule endocytée fusionne avec 
les lysosomes où elle est active. 
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Figure 10: utilisation du foie en tant que bio-usine

Le foie est la cible d’un AAV codant la GAA modifiée pour être mieux sécrétée. Les hépatocytes transduits produisent et 
sécrètent la GAA dans la circulation sanguine, celle-ci est capturée par endocytose par tous les tissus exprimant le récepteur 

mannose-6-phosphate.

Comme démontré récemment, cette stratégie bénéficie d’un avantage quant à la dose de vecteur 
nécessaire pour une maladie neuromusculaire comme la maladie de Pompe, car cibler le foie nécessite 
moins d’AAV que la transduction de tous les muscles de l’organisme1.

DD. Less contraintess actuelless dee laa thérapiee géniquee parr less 

vecteurss AAV 

1) Immunogénicitéé 

En comparaison à d’autres vecteurs viraux, l’AAV est considéré comme peu immunogène. Cependant, 
l’immunogénicité de l’AAV reste l’une de ses principales limites en thérapie génique.

Suite à l’administration du vecteur AAV, la première réponse immunitaire est la réponse innée. Dans 
le cas de la thérapie génique utilisant des vecteurs AAV, celle-ci peut s’exprimer contre le transgène 
ou contre la capside de l’AAV. 

De plus, bien que l’AAV sauvage n’a jamais été décrit comme pathogène chez l’homme, l’homme peut 
y être exposé au cours de sa vie et développer une réponse immunitaire. La capside de l’AAV 
recombinant utilisé en thérapie génique est semblable à celle de l’AAV sauvage, ce qui signifie qu’une 
administration de rAAV à un patient peut conduire à une réponse immune adaptative. Cette réponse 
immunitaire adaptative contre la capside se manifeste sous deux volets : une réponse cellulaire et une 
réponse humorale.
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aa. La réponse immune humorale contre la capside des rAAV 

Diverses études sérologiques ont mis en évidence que 30 à 80%  de la population générale développe 
des anticorps anti-capside à l’AAV12,13, suite à une primo-exposition estimée entre 1 et 3 ans d’âge. 

La séroprévalence la plus élevée est observée pour les AAV2 et AAV112,13, alors que la plus faible 
séroprévalence est celle des AAV9 et surtout de l’AAV812,13. Or, un faible titre d’ anticorps anti-capside 
neutralisants ou NAbs, suffit à neutraliser les AAV en diminuant leur efficacité de transduction13,29 
(Figure 11). 

Cela a été mis en évidence dans un essai clinique pour l’hémophilie B, mettant en jeu un AAV2 
exprimant le facteur IX injecté par voie veineuse29.  Dans la cohorte injectée à forte dose (2 x 1012 
vg/kg), un patient avec un titre de NAb de 1:2 avant administration du vecteur a obtenu une bonne 
réponse au traitement avec une expression de facteur atteignant jusqu’à 11% de l’expression d’une 
personne saine. Au contraire, chez un patient avec un titre de NAb de 1:17 avant administration du 
vecteur, le facteur IX n’a pas été détecté dans la circulation suite au traitement 29. Par conséquent, un 
titre d’anticorps neutralisants préexistants élevé (le plus souvent >1:5) constitue un critère d’exclusion 
des essais cliniques. 

Il a également été proposé de réaliser une plasmaphérèse, afin de retirer tous les anticorps présents 
dans la circulation des patients, avant d’administrer le vecteur47. Dans le même esprit, une publication 
récente a démontré la possibilité d’utiliser une enzyme, l’endopeptidase IdeS, clivant les anticorps anti-
AAV48. Cette endopeptidase a d’abord été développée afin de réduire les rejets de greffe lors de 
transplantation, mais administrée en parallèle d’une injection d’AAV elle permet également de réduire 
la réponse humorale anti-AAV et d’augmenter la transduction du foie. 

b. La réponse immune cytotoxique 

Après l’endocytose de l’AAV dans la cellule, le génome de l’AAV et sa capside sont détectés par les 
récepteurs Toll-like (TLR) 9 et 2, respectivement (Figure 11). 

Les TLR sont des récepteurs essentiels à la réponse innée. Ils sont capables de reconnaître des 
particules bactériennes et virales, notamment l’ADN viral49, ce qui conduit : 

Soit à une baisse de la synthèse protéique et à l’apoptose de la cellule infectée.  

Soit à la sécrétion par la cellule infectée de cytokines qui vont activer les cellules du système 
immunitaire inné (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes NK). L’activation des 
cellules du système immunitaire inné peut entraîner l’élimination de la cellule infectée ou 
concourir à l’activation du système adaptif. 

En complément à cette réponse innée, il existe une réponse adaptative. Celle-ci a été mise en évidence 
dans un essai clinique pour l’hémophilie B. Cet essai mettait en jeu un vecteur AAV2 exprimant le 
facteur IX, injecté par voie veineuse à une dose de 2 x 1012 vg/kg. Une augmentation transitoire et 
asymptomatique des transaminases a été observée chez deux patients 4 semaines après l’injection, 
avec en parallèle une diminution de l’expression du facteur IX29. 
Ces observations ont été corrélées à une expansion des lymphocytes T CD8+ spécifiques de la capside, 
probablement responsables du rejet immunitaire des hépatocytes transduits50. Les lymphocytes T 
CD8+ éliminent alors les hépatocytes transduits par le vecteur AAV, qui exposent les protéines virales 
sur le CMH type I à leur surface membranaire50 (Figure 11).  
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Afin d’éviter cette réponse immune cellulaire, deux solutions peuvent être envisagées.

La première consiste à atteindre la dose de vecteur AAV nécessaire pour obtenir une expression du 
transgène efficace sans dépasser le seuil d’activation du système immunitaire. Néanmoins, il est 
difficile d’établir une règle générale pour déterminer cette dose, car d’autres paramètres sont à 
prendre en compte tels que la pré-exposition à l’AAV sauvage, la variabilité génétique interindividuelle 
et le complexe majeur d'histocompatibilité.

Une seconde solution consiste à traiter les patients injectés par une immunosuppression 
(corticostéroïdes oraux) dès lors que les transaminases hépatiques augmentent ou à appliquer une 
immunosuppression continue à partir de l’injection du vecteur et pour toute la période critique suivant 
l’injection (jusqu’à 12 semaine après injection).

Figure 11: réponses immunitaires après injection d'AAV recombinant

Dans la réponse immunitaire innée, le génome ou la capside de l’AAV est reconnu par les TLR, ce qui conduit à l’activation 
des cellules de la réponse immunitaire innée et l’élimination de la cellule transduite par les cellules de l’immunité, ou à 

l’apoptose de la cellule transduite. Dans la réponse immune adaptative cellulaire, les lymphocytes T CD8+ anti -capsides sont 
réactivés par la présentation de protéines de la capside de l’AAV par les cellules transduites, ce qui conduit à leur expansi on, 

et in fine à l’élimination des cellules transduites. Dans la réponse immune adaptative humorale, les lymphocytes B 
synthétisent des anticorps neutralisants anti -capside AAV, bloquant ainsi la transduction.

22) Efficacitéé ett niveauxx d’expressionn thérapeutiquess 

Le transfert de gène par rAAV a pour but une expression du transgène à des niveaux suffisants pour 
observer un effet thérapeutique, stable, et sur le long-terme. L’efficacité de la thérapie génique 
dépend du niveau d’expression du transgène mais aussi du pourcentage de transduction des cellules 
ciblées. 

Les essais cliniques sur l’hémophilie ont permis d’établir que les niveaux d’expression du transgène 
sont liés à la dose d’AAV injectée29–31 : plus la dose est forte, plus le niveau d’expression augmente. Or, 
la réponse immunitaire anti-capside est également liée à la dose d’AAV injectée et peut diminuer, voire 
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effacer, l’expression du transgène, si elle n’est pas prise en charge. Afin d’être efficace, la dose de 
vecteur doit se trouver dans la fenêtre thérapeutique étroite entre la dose de vecteur nécessaire pour 
atteindre des niveaux d’expression thérapeutiques, et la dose de vecteur qui va engendrer une réponse 
immunitaire (Figure 12). Comme décrit plus haut (voir paragraphe II, D, 1 de l’introduction), le 
traitement immunosuppresseur peut élargir cette fenêtre, mais une autre stratégie possible est de 
réduire la dose de vecteur nécessaire pour traiter la pathologie. 

Figure 12: la fenêtre thérapeutique pour une thérapie génique par AAV

Les niveaux d’expression thérapeutique à atteindre, et donc la quantité d’AAV nécessaire, dépendent 
de la maladie à traiter. Des approches existent afin de réduire la dose d’AAV nécessaire :

Utiliser des capsides plus efficaces et/ou qui permettent d’échapper à la réponse immunitaire 
anti-capside

Afin de minimiser la réponse immunitaire anti-capside, la recherche portant sur l’identification de 
nouveaux vecteurs AAV et sur la modification des capsides s’est intensifiée ces dernières années. 

Par exemple, des AAV infectant d’autres espèces que l’homme ont été identifiés et sont utilisés chez 
l’homme51. Ces capsides ont l’avantage d’avoir une séroprévalence plus baisse.

La modification de la capside de l’AAV par ingénierie permet également d’augmenter le ciblage
tissulaire du vecteur, mais aussi la signalisation intracellulaire de l’AAV52. Par exemple, il est possible 
de détourner les particules virales de la dégradation protéosomale en modifiant leur capside à des 
sites spécifiques, ou en utilisant des approches pharmacologiques, ce qui permet d’augmenter 
l’efficacité de transduction de ces vecteurs. 

Augmenter l’activité/les niveaux d’expression du transgène

La « codon optimisation » a pour but de modifier les nucléotides de la séquence du transgène, sans 
modifier la séquence d’acides aminés de la protéine codée, afin de faire correspondre les codons de la 
séquence avec les acides ribonucléiques de transfert (ARNt) les plus représentés chez l’espèce cible.
Grâce à cette technique, la traduction des ARNm issus des transgènes peut être plus efficace, ce qui 
permet en théorie d’augmenter les niveaux de protéines synthétisées.

Il est également possible d’améliorer la cassette d’expression du transgène, en utilisant des éléments 
régulateurs additionnels. Les séquences « enhancers » permettent d’augmenter l’activité du 
promoteur. Afin de moduler l’expression du transgène, il est aussi possible d’utiliser des promoteurs 
spécifiques d’un tissu.
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33) Capacité d’encapsidation de l’AAV 

L’AAV sauvage permet d’inclure dans sa capside un génome de 4,7kb (Figure 7), ce qui restreint son 
utilisation à des transgènes (incluant les séquences régulatrices et le signal de polyadénylation) qui ont 
une taille inférieure à 4,7kb. C’est aujourd’hui l’une des principales limites à l’utilisation généralisée de 
l’AAV en thérapie génique.  

Afin de surmonter cet obstacle, deux approches sont envisageables : 

Réduire la taille du transgène tout en optimisant la cassette d’expression avec les séquences 
régulatrices les plus courtes et fonctionnelles connues. Cette approche dépend du transgène 
et de la pathologie. 

Augmenter la capacité d’encapsidation de l’AAV. Ces stratégies reposent sur des mécanismes 
cellulaires comme la recombinaison homologue et l’utilisation de deux AAV qui permettront 
de synthétiser un seul produit thérapeutique ;  elles ne dépendent pas du transgène ni de la 
pathologie53,54. Une autre stratégie est d’utiliser des AAV hybrides avec des autres virus, par 
exemple le Bocavirus, qui permettent d’augmenter la taille du transgène pouvant être 
encapsidé55. 

Plusieurs approches utilisant deux AAV ont été décrites : le chevauchement, ou « overlapping », et les 
vecteurs doubles hybrides.  

L’ « overlapping » est basé sur le mécanisme de réparation de l’ADN de recombinaison homologue. La 
cassette étant trop grande pour être encapsidée dans un vecteur AAV, elle est séparée en deux parties 
(appelées ici « Head » et « Tail ») qui sont intégrées dans deux particules d’AAV distinctes. Chaque 
partie comporte une région d’homologie située en 3’ de la cassette Head et en 5’ de la cassette Tail 
(Figure 13A). C’est la recombinaison homologue intracellulaire entre chacune des parties qui 
permettra de reconstituer le transgène entier53,56. L’efficacité de cette stratégie a été démontrée dans 
plusieurs pathologies57–59. Néanmoins, le taux de recombinaison dans la cellule reste faible, et permet 
d’obtenir des quantités de transgène autour de 1 à 2% de ce qui pourrait être obtenu avec un unique 
AAV codant un transgène complet60. De plus, les séquences Head et Tail peuvent être exprimées 
séparément61, sans qu’il y ait eu recombinaison, générant des protéines tronquées non naturelles 
potentiellement toxiques et/ou immunogènes. 

La stratégie dite « dual-hybrid » est appelée ainsi car elle nécessite deux AAV et met en jeu deux 
mécanismes : la recombinaison homologue et l’épissage. Les séquences Head et Tail comprennent une 
séquence de recombinaison, et un site donneur d’épissage en 3’ de la séquence Head ou un site 
accepteur d’épissage en 5’ de la séquence Tail (Figure 13B). Grâce au mécanisme de recombinaison 
homologue, via les séquences ITRs ou via la séquence de recombinaison, le transgène complet est 
reconstitué et transcrit. Lors de la maturation des ARNm, la séquence de recombinaison est éliminée 
par épissage via les sites donneurs et accepteurs insérés à ses extrémités53,54. Le plus souvent, la région 
d’homologie utilisée dans ce type de vecteur est la séquence de la phosphatase alcaline (AP), qui est 
connue pour conduire à de bons taux de recombinaison62. Cependant, comme dans l’ « overlapping », 
des protéines tronquées peuvent être synthétisées à partir de chaque vecteur Head ou Tail. De plus, si 
les sites d’épissage ne sont pas reconnus, la protéine synthétique générée comporte une séquence 
exogène qui peut modifier la structure tridimensionnelle de la protéine, et donc sa fonction, mais 
également être reconnue comme exogène et entraîner une réponse immunitaire. Ce dernier 
phénomène est considéré comme mineur56. 
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Figure 13: stratégies mettant en jeu deux vecteurs AAV pour surmonter la limite d’encapsidation de l’AAV

A. Stratégie de l’overlapping. B. Stratégie dual hybrid, SD : site donneur ; SA : site accepteur ; AP : région d’homologie 
dérivée de la phosphatase alcaline.

44) Quantitéé dee vecteurr àà produiree 

Les vecteurs AAV peuvent être produits par plusieurs méthodes, dont la triple co-transfection de 
cellules de mammifères est la plus commune63,64. 

La méthode de triple co-transfection est utilisée en recherche, mais aussi pour la production de lots 
cliniques. Les cellules utilisées sont le plus souvent des HEK 293 (cellules embryonnaires de reins), car 
ces cellules se transfectent facilement et efficacement. Trois plasmides sont transfectés :

- Un plasmide contenant la cassette d’expression du transgène, encadrée par deux séquences
ITRs.

- Un plasmide contenant les gènes Rep et Cap.
- Un plasmide codant les gènes du virus auxiliaire.

Une fois les virus produits par les cellules, une étape de purification est nécessaire. Elle peut être 
réalisée par chromatographie sur colonne, ou par des méthodes physiques impliquant la séparation 
par gradient et des centrifugations. Selon la méthode choisie, les contaminations de débris cellulaires 
et de capsides d’AAV vides (ne contenant pas le transgène) seront plus ou moins importantes. La 
pureté de l’AAV produit est un paramètre essentiel à prendre en compte pour la réalisation d’études 
précliniques et surtout cliniques, car les contaminations peuvent avoir un impact en termes de réponse 
immunitaire. Notamment, la persistance de capsides vides dans les lots d’AAV augmente la possibilité 
de reconnaissance des AAV par le système immunitaire, ou peuvent au contraire servir de leurres65.

Aujourd’hui, ces méthodes de production permettent d’obtenir des titres allant jusqu’à 1010 vg/mL de 
culture (génomes vectoriels/mL de culture). Ces rendements sont élevés ; cependant, dans des 
stratégies ciblant des organes difficilement transduits (système nerveux central, muscles 
squelettiques, reins) par voie systémique, les doses requises sont de l’ordre de 1013 vg/kg, allant 
jusqu’à 3 x 1014 vg/kg (NCT00428935, NCT02122952, NCT03381729, NCT03199469, NCT03505099, 
NCT03375164, NCT00430768, sur https://clinicaltrials.gov/), ce qui nécessite 18 L de production
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(milieu de culture) pour un patient de 60 kg et pose la question des équipements – notamment des 
bioréacteurs – et de production à grande échelle pour traiter plusieurs patients.  

Les recherches scientifiques et médicales utilisant l’AAV sont de plus en plus nombreuses. En parallèle, 
la transposition en clinique de cette technologie s’améliore encore, notamment grâce à 
l’administration du vecteur par voie veineuse, plutôt que par injection locale. Bien que très 
enthousiasmante, la multiplication de ces nouvelles approches souligne la nécessité d’augmenter les 
rendements de production pour ces stratégies qui requièrent des quantités importantes d’AAV.  

Aujourd’hui, outre les aspects scientifiques, le frein majeur à la traduction d’une stratégie mise au 
point en préclinique sur le modèle animal à un médicament utilisé en clinique, est le coût du 
développement d’un médicament de thérapie génique et la faisabilité de la production de lots de grade 
clinique en quantité suffisante. 
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IIII. EXEMPLESS DEE PATHOLOGIESS HEPATIQUESS ETT 

EXTRA-HEPATIQUESS POUVANTT ETREE TRAITEESS PARR 

DESS AAVV RECOMBINANTSS CIBLANTT LEE FOIEE 

A. Less glycogénosess :: exempless dee laa glycogénosee dee typee Iaa 

ett dee laa glycogénosee dee typee IIII 

1) Lee glycogènee 

Le glycogène est la forme de stockage du glucose principalement dans le foie et les muscles, mais est 
retrouvé dans tous les types cellulaires au niveau du cytosol et des lysosomes. Dans le foie, sa synthèse 
et sa dégradation permettent la libération rapide de glucose ce qui est essentiel pour le maintien de la 
glycémie. Dans les muscles, il est dégradé sous forme de glucose pour fournir de l’énergie lors des 
premières secondes de la contraction musculaire66. 

Le glycogène est composé de chaînes de résidus uridine diphosphate-glucose (UDP-glucose) liés entre
eux par des liaisons α-1,4. A chaque douzaine de résidus environ, un branchement α-1,6 permet 
d’initier une nouvelle chaîne de résidus glucodisiques liés en α-1,466 (Figure 14). Du fait de ce 
branchement, les résidus UDP-glucose sont assemblés en une spirale centrée sur la glycogénine lui 
conférant une structure arborescente. La glycogénine est une glycosyltransférase capable de 
polymériser au moins 4 résidus UDP-glucose sur son résidu tyrosine en position 194, ce qui permet
d’amorcer la synthèse du glycogène. 

Figure 14: structure d’une molécule de glycogène et ses liaisons intra-moléculaires

Source : adapté de www.2012books.lardbucket.org/books/an-introduction-to-nutrition/s08-carbohydrates.html consulté le 
25/03/2019
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22) Le métabolisme hépatique du glycogène et du glucose 

Dans le foie, le métabolisme du glycogène a pour but de fournir du glucose pour maintenir la glycémie 
dans les valeurs normales, c’est-à-dire entre 0,7 et 1 g/L à jeun. Le glucose ainsi libéré dans le sang est 
ensuite utilisé par toutes les cellules pour fournir de l’énergie, mais est aussi la principale source de 
squelette carboné.  

Le métabolisme du glycogène et la production de glucose mettent en jeu plusieurs réactions 
biochimiques : 

- La glycogénogenèse : la synthèse du glycogène, à partir de résidus de glucose-1 phosphate 
(G1P). Elle est réalisée principalement dans le foie et les muscles. 

- La glycogénolyse : la dégradation du glycogène, pour fournir principalement du G1P, 
transformé en glucose-6-phosphate (G6P). Quelques résidus de glucose sont directement 
produits grâce à l’action de l’enzyme débranchante. L’hydrolyse du glycogène est réalisée dans 
le foie et les muscles. 

- La néoglucogenèse : qui permet de fournir du glucose à partir de composés non glucidiques. 
Elle est réalisée dans le foie, les reins et les intestins. 

a. La glycogénogenèse 

Le glycogène est un polymère de glucose assemblé à partir de G1P. La glycogénogenèse nécessite donc 
une étape préalable de phosphorylation du glucose. Cette réaction enzymatique est réalisée par une 
hexokinase (la glucokinase dans le foie), qui phosphoryle une molécule de glucose en position 6 pour 
obtenir le G6P. La phosphoglucomutase intervient ensuite pour obtenir le G1P à partir du G6P (Figure 
15). 

Le G1P est ensuite activé en UDP-glucose, la forme active du glucose et substrat des réactions 
suivantes, sous l’action de l’UDP-glucose pyrophosphorylase et en présence d’UTP (uridine 
triphosphate). La glycogène synthase transfère ensuite le résidu glucose de l’UDP-glucose à l’extrémité 
d’une branche de glycogène, en libérant de l’UDP, polymérisant de façon linéaire ainsi le glycogène 
par l’ajout d’un résidu glucose. Enfin, l’enzyme branchante du glycogène (GBE) permet de relier les 
chaînes de résidus glucosidiques α-1,4 par des branchements intercaténaires α-1,6 tous les 12 résidus 
environs (Figure 15). Une molécule de glycogène peut contenir jusqu’à 30 000 résidus glucosidiques. 
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Figure 15: schéma simplifié de la glycogénogenèse

UDP : uridine diphosphate ; UTP : uridine triphosphate

bb. Laa glycogénolysee 

La glycogénolyse est la phosphorolyse du polymère de glucose en résidus glucosidiques simples. Cette 
dégradation intervient en deux étapes : la première permettant d’obtenir du G1P à partir des chaînes 
linéaires  en α-1,4, et la deuxième permettant le débranchement du glycogène c’est-à-dire la lyse des 
liaisons en α-1,6.

Le glycogène est tout d’abord clivé par la glycogène phosphorylase, à partir de l’extrémité non 
réductrice du glycogène, libérant du G1P (Figure 16). Les résidus glucosidiques sont clivés jusqu’à ce 
qu’il en reste 4 sur la branche. La glycogène phosphorylase n’est pas capable de cliver ces 4 derniers 
résidus. Le glycogène avec des branches comportant uniquement 4 résidus est appelé dextrine limite. 
Le G1P libéré est isomérisé en G6P grâce à la phosphoglucomutase, selon la réaction inverse de celle 
réalisée pour la glycogénogenèse (Figure 15). Le sens de la réaction opérée par la phosphoglucomutase 
dépend des besoins en glucose :

- Dans le cas d’une glycémie élevée : la production de G1P est favorisée pour former du 
glycogène, principalement via une régulation dépendante de l’insuline

- Dans le cas d’une faible glycémie ou si la cellule nécessite de l’énergie : la production de G6P 
est favorisée à la fin de la glycogénolyse
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Une autre enzyme est nécessaire pour dégrader la dextrine limite. L’enzyme débranchante du 
glycogène (GDE) possède deux fonctions enzymatiques : une transférase et une glucosidase. Dans un 
premier temps, la transférase transfère 3 des 4 derniers résidus non clivés par la glycogène 
phosphorylase sur une autre chaîne en α-1,4. Dans un second temps, la glucosidase va cliver la liaison 
α-1,6 pour libérer directement une molécule de glucose (Figure 16).

Figure 16 : schéma simplifié de la glycogénolyse

G1P : glucose-1-phosphate ; GDE : enzyme débranchante du glycogène

Le G6P produit à partir du G1P peut être utilisé dans différentes voies métaboliques67 selon les 
conditions métaboliques. Il peut participer à la voie des pentoses phosphates ou à la glycolyse, ou bien 
être converti en glucose.

La déphosphorylation du G6P en glucose est réalisée par un complexe enzymatique, la glucose-6-
phosphatase (G6Pase), localisée au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique dans le foie, 
les reins et l’intestin, les trois tissus capables de produire du glucose68. Ce complexe enzymatique joue 
un rôle essentiel de maintien de la glycémie par libération de glucose directement dans la circulation 
sanguine en catalysant la dernière étape de la glycogénolyse et de la néoglucogenèse.

cc. La néoglucogenèse

La néoglucogenèse est la synthèse de glucose à partir de composés non glucidiques : le lactate, le 
pyruvate, le glycérol, et plusieurs acides aminés. La néoglucogenèse permet ainsi de produire du 
glucose de novo afin d’éviter l’hypoglycémie.

Elle empreinte la plupart des réactions de la glycolyse en sens inverse, exceptées celles qui sont 
irréversibles et sont contournées (Figure 17).
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Figure 17: schéma simplifié de la néoglucogenèse

G6P : glucose-6-phosphate ; G6Pase : glucose-6-phosphatase

Le foie, les reins et les intestins sont les seuls organes capables de réaliser la néoglucogenèse.

A noter, il a été mis en évidence que l’activation de la néoglucogenèse intestinale a un impact 
bénéfique sur le maintien de l’homéostasie énergétique par l’activation d’un axe intestin cerveau, alors 
qu’une production accrue de glucose par le foie est plutôt délétère et responsable de l’hyperglycémie 
associée au développement du diabète7. 

33) Less glycogénosess 

Les glycogénoses (GSD, pour Glycogen Storage Diseases) regroupent plusieurs pathologies dans 
lesquelles le métabolisme ou le stockage du glycogène est affecté69. Ce sont toutes des maladies 
monogéniques dans lesquelles les gènes déficitaires sont impliqués dans la synthèse ou la dégradation 
du glycogène, ou sa régulation.

On comptabilise à ce jour 15 types de glycogénoses (Table 3), dont les symptômes sont très variables 
d’un type à l’autre et dont l’incidence varie de 1 : 20 000 à 1 : 100 000 naissances.

Le plus souvent, on distingue :

Les glycogénoses hépatiques, dans lesquelles un phénotype hépatique est caractérisé par des
hypoglycémies et une hépatomégalie due à l’accumulation du glycogène dans le foie (GSD 0 ; 
GSDI ; GSD III ; GSD IV, GSD VI, GSD IX).

Les glycogénoses affectant les muscles, dans lesquelles les muscles squelettiques et/ou le 
muscle cardiaque sont touchés (GSD II, GSD III, GSD IV, GSD V, GSD VII, GSD IX, GSD X, GSD XI, 
GSD XII, GSD XIII, GSD XIV, GSD XV).
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Glycogénose Gène impliqué
GSD 0 Glycogène synthase 1 ou 2 (GYS2 dans le foie ; GYS1 dans les 

muscles et les autres tissus)
GSD I, maladie Von Gierke Type a : sous-unité catalytique de la glucose-6-phosphatase (G6PC)

Type b: transporteur du glucose-6-phosphate (SLC37A4)
GSD II, maladie de Pompe Alpha-1,4-glucosidase acide (GAA)

GSD III, maladie de Cori ou Forbes Amylo-α1,6-glucosidase, 4-α-glucanotransférase (AGL)
GSD IV, maladie d’Andersen Amylo-1,4 à 1,6-transglucosidase (GBE1)

GSD V, maladie McArdle Glycogène phosphorylase du muscle (PYGM)
GSD VI Glycogène phosphorylase du foie (PYGL)

GSD VII, maladie de Tarui Phosphofructokinase du muscle (PFKM)
GSD IX Phosphorylase kinase (PHKA2, PHKB, PHKG2)
GSD X Phosphoglycérate mutase du muscle (PGAM2)

GSD XI, maladie Bickel Fanconi Transporteur 2 de glucose (GLUT2)
GSD XII Aldolase A (ALDOA)

GSD XIII β enolase musculaire (ENO3)
GSD XIV Phosphoglucomutase (PGM1)
GSD XV Glycogénine (GYG1)

Table 3 : types de glycogénoses et gènes en cause

44) Less glycogénosess dee typee II 

a. Tableauu cliniquee ett prisee enn chargee 

Les glycogénosesde type I (GSD I) sont des maladiesgénétiques rares, affectant 1 : 100 000 naissances 
par an, et de transmission autosomique récessive70. Elles se manifestent précocement chez le 
nourrisson par des hypoglycémies sévères lors de périodes de jeûne courtes (entre deux repas).

Les GSD I sont dues à un déficit du complexe enzymatique de la G6Pase localisé au niveau de la 
membrane interne du réticulum endoplasmique. Ce complexe est formé par la sous-unité catalytique 
de la G6Pase (G6PC) et le transporteur du G6P (G6PT) (Figure 18). La G6PT est capable de transporter 
le G6P à l’intérieur de la lumière du réticulum endoplasmique, tandis que la G6PC déphosphoryle le 
G6P en glucose. Alors que la G6PC est exprimée uniquement dans le foie, le cortex rénal et l’intestin, 
la G6PT a une expression ubiquitaire. Ainsi, en l’absence de G6Pase, le G6P ne peut être hydrolysé : le 
G6P s’accumule dans la cellule, tandis que le glucose intracellulaire diminue.

Figure 18: le couplage fonctionnel de la G6PT (en bleu) et de la G6PC (en rose) forme le complexe enzymatique de la glucose-
6 phosphatase
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Ainsi, on distingue deux types de GSD I : 

Le type Ia : dû à des mutations sur le gène G6PC. Le type Ia représente 80% des GSD I71 et sera 
détaillé ci-après. 

Le type Ib : dû à des mutations sur le gène codant pour la G6PT (SLC37A4). Plus de 40 mutations 
ont déjà été décrites dans la littérature72.  

Sur le plan clinique, on peut distinguer: 

Le phénotype hépatique : les patients souffrent d’hypoglycémies sévères lors de jeûnes 
pouvant entraîner un coma, voire un décès, et d’une hépatomégalie. Avec l’âge, les patients 
développent une stéatose du foie. De plus, 75-80% des patients de plus de 30 ans développent 
des adénomes hépatocellulaires (AHC), c’est-à-dire une tumeur bénigne du foie, dont 5 à 10% 
se transforment en carcinomes hépatocellulaires (CHC), une tumeur maligne du foie70,73.  

Au niveau biochimique, les patients présentent également une hyperlactatémie, une 
hypertriglycéridémie, une hypercholestérolémie et une hyperuricémie.  

Le phénotype rénal : les patients présentent une néphromégalie due à l’accumulation 
anormale de glycogène dans les reins, associée à une fibrose et à long terme au 
développement de kystes rénaux74. Plus de 70-80% des patients développent une 
néphropathie qui se caractérise d’abord par une augmentation du débit de filtration 
glomérulaire, puis par une microalbuminurie puis une protéinurie, et qui peut évoluer vers 
l’insuffisance rénale. A ce jour, deux cas de carcinome papillaire rénal à cellules claires ont été 
décrits chez des patients GSD Ia75. De plus, certains patients présentent une acidification des 
tubules rénaux distaux, qui les prédispose à une néphrocalcinose et au développement de 
calculs rénaux70. 

A noter qu’il a été montré chez la souris que la pathologie rénale et la pathologie hépatique se 
développent de façon indépendante76. Ainsi, une greffe du foie permet d’éviter les hypoglycémies et 
le développement de tumeurs hépatiques mais ne permet pas de corriger la maladie rénale.  

Le phénotype intestinal est le plus souvent discret, la principale manifestation étant des 
diarrhées récurrentes. Certains patients présentent une inflammation de la muqueuse 
intestinale70. 

La faible glycémie constante et les hypoglycémies à répétition entraînent chez l’enfant des 
retards de développement, ayant pour conséquence des retards de croissance. De plus, le suivi 
régulier de la croissance est important, car il reflète le contrôle métabolique de la maladie70. 
Un retard de la puberté est également fréquemment observé chez les patients qui sont peu 
stables métaboliquement. L’ostéoporose est une manifestation fréquemment observées chez 
les patients adultes70. 

Il est commun que les patientes présentent des ovaires polykystiques, sans pour autant 
entraîner une baisse de la fertilité70. 

Les patients atteints de GSD type Ib développent en plus une neutropénie chronique, due à 
une altération de la fonction des polynucléaires neutrophiles. Cela se traduit par une  
susceptibilité aux infections bactériennes, et des manifestations gastrointestinales accrues 
chez ces patients ; en particulier, plusieurs cas de maladie de Crohn ont été décrits chez les 
patients souffrant de GSD Ib70. 
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A ce jour, il n’existe aucun traitement pour la GSD I. La prise en charge repose uniquement sur 
l’adaptation du régime alimentaire. Afin d’éviter les hypoglycémies, le régime alimentaire est basé sur 
la prise de carbohydrates complexes (fécule de maïs crue ou Glycosade®, Vitaflo), et des prises 
alimentaires plus fréquentes que chez un sujet sain, y compris la nuit70. La mise en place d’une sonde 
délivrant du glucose en continu est souvent envisagée pour pallier le jeûne nocturne, notamment chez 
les enfants. L’adaptation du régime alimentaire en limitant la consommation de sucres rapides 
(fructose, lactose, saccharose) permet d’améliorer le phénotype pathologique, mais ne permet pas de 
corriger complètement tous les marqueurs biochimiques et cliniques73. 

Afin de détecter le plus tôt possible d’éventuels AHC et/ou d’améliorer leur prise en charge, le foie doit 
être contrôlé régulièrement par imagerie et dosages biologiques. La fonction rénale fait également 
l’objet d’un suivi régulier chez ces patients. En effet, avec l’âge, la plupart des patients développent 
des AHC/CHC et une maladie chronique rénale, qui peuvent nécessiter une transplantation hépatique 
et/ou rénale70. 

Après la réalisation de nombreux essais de thérapie génique dans des modèles de souris ou de chiens 
atteints de GSD Ia77–80, un essai clinique de thérapie génique a débuté en 2018 pour la GSD Ia 
(identifiant NCT03517085 sur ClinicalTrial.gov). Cet essai de phase I/II, conduit par Ultragenyx, utilise 
un vecteur AAV8 exprimant l’ADNc G6PC humain sous le contrôle du promoteur endogène humain 
G6PC81. Des résultats préliminaires ont démontré l’efficacité du traitement chez 3 patients injectés à 
une faible dose (2.0 x 1012 vg/kg). Dans cette cohorte, il a été observé une amélioration de 80% du 
délai pour développer un événement hypoglycémique lors d’un test de ressistance au jeûne, (« fasting 
challenge »), en lien avec une réduction de 38% de la consommation quotidienne d’amidon de maïs 
crue. Une deuxième cohorte de patients a été injectée à une plus forte dose (6.0 x 1012 vg/kg), mais à 
cette dose, le traitement n’a pas permis d’améliorer le score du test « fasting challenge ». En effet, 
malgré un traitement par corticostéroïdes, les patients présentent des niveaux d’ALT élevés, ce qui est 
le signe d’une réponse immunitaire82,83. Dans une troisième cohorte, la dose de 6.1012 vg/kg a été 
reconduite avec un protocole de prise en charge de la réponse immunitaire qui a été amélioré. Il 
semble que ce protocole adapté ait permis d’obtenir de meilleurs résultats, puisqu’en moyenne les 
patients de la cohorte 3 ont réduit leur consommation d’amidon cru de 57% (contre 14% dans la 
deuxième cohorte).  

Enfin, deux études précliniques ont montré les potentiels effets bénéfiques de deux molécules de la 
famille des fibrates (hypolipidémiants prescrits pour des hypercholestérolémies et/ou 
hypertriclycéridémies) dans la prise en charge des GSD I. Une première étude a montré que le 
fénofibrate permet de diminuer la triglycéridémie, l’accumulation de lipides et de glycogène dans le 
foie et les reins, et prévient les dommages hépatiques et la néphropatie chez des modèles murins de 
GSD Ia76. Une deuxième étude a montré que le bézafibrate permet de diminuer l’accumulation de 
lipides et de glycogène hépatique, mais aussi de rétablir le mécanisme d’autophagie qui est défectueux 
chez un modèle murin de GSD Ia84. Bien qu’encore au stade préclinique, ces études présentent l’intérêt 
d’utiliser des médicaments déjà sur le marché et dont les profils d’efficacité et de sécurité ont été 
caractérisés et sont bien connus. 

Dans la suite de cette thèse, nous ne traiterons que la GSD Ia. 

bb. Aspects génétiques et métaboliques 

Le gène G6PC mis en cause dans la GSD Ia est situé en position 17q21.31 et est formé de 5 exons. Plus 
de 60 mutations affectant ce gène ont été décrites chez des patients GSD Ia dans la littérature71,72, 
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incluant : des mutations faux sens, non-sens, des délétions et des insertions, et des mutations affectant 
l’épissage du gène71. Ces mutations sont réparties sur les 12,5 kb du gène, et aucune relation génotype-
phénotype claire n’a pu être établie à ce jour.

i. Phénotype hépatique

Dans le foie, le G6P est au carrefour de nombreuses voies métaboliques soit en tant que substrat, soit 
en tant que produit. Son accumulation modifie les équilibres métaboliques au sein de la cellule et 
conduit à une activation de la glycogénogenèse, de la glycolyse, de la lipogenèse de novo et de la voie 
des pentoses-phosphate67. Ceci entraine une augmentation de la synthèse du glycogène, des acides 
gras, du cholestérol, de l’acide urique et du lactate (Figure 19).

Figure 19: dérégulations métaboliques hépatiques suite au déficit en G6PC

PPP : voie des pentoses phosphates

Ainsi, les altérations métaboliques observées dans le cadre de la GSD Ia sont très similaires à celles 
d’une cellule cancéreuse. En effet, l’accumulation de G6P dans les hépatocytes déficients en G6Pase 
conduit à l’accumulation de glycogène qui peut être source de stress cellulaire, à un métabolisme 
tourné vers la glycolyse (effet Warburg), à l’augmentation de la production de triglycérides (associée 
à une diminution de leur oxydation) qui sont nécessaires à la production de membranes cellulaires. 
Ces altérations entraînent une perte de l’expression des gènes suppresseurs de tumeurs, un stress 
chronique du réticulum endoplasmique, et un défaut de l’autophagie, et favorisent la formation de 
tumeurs et leur progression (Figure 20)85.
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Figure 20: altérations du métabolisme et modifications des voies de signalisation conduisant au développement de tumeurs 

dans les hépatocytes GSD Ia 

Dans un modèle murin de la GSD Ia, les dysfonctionnements du métabolisme dus au déficit en G6Pase condui sent à un 
métabolisme altéré similaire à celui observé dans des tumeurs. L’accumulation de G6P entraîne une surproduction de 
lactates et de lipides. En conséquence, la respiration mitochondriale est altérée. On observe également un déficit de 

l’autophagie et des défenses antioxydantes, un stress du réticulum endoplasmique, et enfin une perte de l’expression des 
gènes suppresseurs de tumeurs. Ces paramètres conditionnent un environnement favorable au développement tumoral. 

Source : Gjorgjieva M. et al., Hepatology, 2018 (85) 

Le phénotype hépatique observé dans la GSD Ia est le miroir de ces altérations métaboliques et est 
caractérisé par une stéatose hépatique, qui n’est pas associée au développement d’une fibrose. Chez 
les patients, l’inflammation du foie est aussi très discrète. 

Contrairement au schéma de tumorigenèse hépatique classique qui mène au développement de CHC 
sur un foie fibrotique/cirrhotique, les patients ou les souris GSD Ia développent d’abord des AHC, en 
l’absence de fibrose mais sur un foie stéatosique, mais avec un taux élevé de transformation (estimé 
à 10%) en CHC85.  

ii. Phénotype rénal 

Comme dans le foie, le déficit en G6PC dans les reins conduit à l’accumulation de G6P, de glycogène 
et de lipides, responsables de la dilatation des tubules.  

Contrairement au foie, l’accumulation de lipides (ou de dérivés lipidiques) conduit au développement 
d’une fibrose, et ceci indépendamment de l’accumulation de glycogène. Chez la souris modèle de la 
GSD Ia, il a été montré que les lipides et les dérivés lipidiques activent le système rénine angiotensine86 
favorisant l’expression du facteur profibrotique TGF-β1 (facteur de croissance transformant bêta). La 
fibrose conduit à des lésions tubulaires puis glomérulaires. En lien avec cette dégradation de la barrière 
de filtration glomérulaire, on observe une albuminurie  et l’accumulation de déchets (comme l’urée) 
dans le sang, qui marquent la perte de la fonction rénale86. Comme observé initialement dans le 
modèle murin, les patients développent des kystes rénaux qui apparaissent à un stade tardif de la 
maladie rénale, précédant l’insuffisance rénale74.   
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cc. La thérapie génique pour GSD Ia 

Suite à la caractérisation des mutations affectant le gène G6PC, et au développement de modèles 
murins ou canins de la GSD Ia, plusieurs programmes de développement d’une thérapie génique pour 
cette pathologie se sont multipliés aboutissant à un essai clinique de thérapie génique (NCT03517085) 
débuté en 2018. 

i. Les modèles animaux de GSD Ia 

Plusieurs modèles d’animaux développant une GSD Ia existent, qu’ils soient spontanés ou modifiés 
génétiquement87. 

Le premier modèle développé et caractérisé est celui de la souris G6pc-/- total, généré par une 
interruption de l’exon 3, partie codante pour le site catalytique de l’enzyme. Ces souris présentent 
donc une perte d’activité G6Pase dans tous les tissus néoglucogéniques88. 

Les souris G6pc-/- reproduisent la physiopathologie humaine avec des manifestations hépatiques 
(hépatomégalie, hypoglycémie) et rénales (néphromégalie). L’hypoglycémie observée chez ces 
animaux est tellement sévère qu’une supplémentation en glucose est nécessaire dès la fin du sevrage, 
et seulement 10% environ des souris G6pc-/- survivent au-delà de 5 semaines88. En raison de cette 
espérance de vie réduite, ce modèle n’est toutefois pas adapté pour étudier les conséquences à long-
terme de la maladie (tumeurs hépatiques et maladie rénale). 

Il existe également un modèle canin spontané de la GSD Ia de l’espèce des bichons maltais89. Ce modèle 
est G6pc-/- total, en raison d’une mutation faux sens dans le gène G6pc90. Ces chiens reproduisent 
également les signes cliniques observés chez l’homme : hypoglycémie sévère, hépatomégalie, 
néphromégalie90. La survie moyenne de ces chiens est de 5 à 8 semaines avec supplémentation en 
glucose89. 

Afin de stabiliser le modèle, Kishnani et al. ont croisé le bichon maltais GSD Ia avec des beagle et obtenu 
un nouveau modèle canin G6pc-/- total91. Ce croisement a permis d’augmenter le nombre de nouveau-
nés dans les portées, et d’améliorer la survie bien que l’espérance de vie reste courte malgré une prise 
en charge diététique. Le modèle reproduit également le phénotype hépatique et rénal91. 

Plus récemment, des modèles de délétion de l’exon 3 du gène G6pc, spécifiquement dans un des tissus 
néoglucogéniques ont été développés grâce à la technique CRE-lox. Les souris L.G6pc-/- présentent une 
perte totale de l’activité G6Pase uniquement dans le foie92, tandis que les souris K.G6pc-/- présentent 
une perte partielle (50%)de l’activité G6Pase dans les reins74,86. L’absence de G6PC dans uniquement 
un tissu permet aux autres organes glucoformateurs non ciblés (foie, reins ou intestins) de maintenir 
une glycémie suffisante. Cependant, les souris L.G6pc-/- ne sont pas capables de mobiliser leur 
glycogène hépatique et présentent des hypoglycémies après quelques heures de jeûne (2 à 8h). Après 
induction de la néoglucogenèse rénale et intestinale, ces souris ont une glycémie similaire à celles de 
souris saines après 24h de jeûne92. Ainsi, en plus de reproduire les caractéristiques de la pathologie 
observées chez l’homme92–94, ces modèles permettent de s’affranchir des problématiques liées aux 
hypoglycémies sévères qui conduisent aux décès des animaux G6pc-/- totaux. En particulier, ces 
modèles murins de GSD Ia hépatique ou rénale ont une espérance de vie de plus de 18 mois et 
développent toute les complications hépatiques (stéatose associée au développement d’AHC et 
CHC)85,92 et rénales (maladie chronique rénale et kystes)74. 
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ii. Transduire durablement le foie GSD Ia grâce à un AAV 

Plusieurs équipes de recherche ont développé des approches de thérapie génique pour la GSD Ia78,95,96. 
Dès 2002, Beaty et al. ont montré la faisabilité d’une approche de thérapie génique par AAV chez un 
modèle canin de GSD Ia95. Néanmoins, plusieurs résultats ultérieurs obtenus par des groupes différents 
ont mis en évidence une difficulté à transduire durablement les foies des souris GSD Ia.  

En 2006, Koeberl et al. ont injecté des souris G6pc-/- de 2 semaines avec un AAV8 exprimant la G6PC 
humaine (hG6PC) sous le contrôle du promoteur endogène de la G6PC humaine (hGPE) à une dose de 
1 x 1012 vg/souris97. Ils ont observé une correction partielle de la glycémie 15 jours après l’injection  
(Figure 21). Néanmoins, avec le temps, la glycémie a diminué atteignant des niveaux inférieurs à 60 
mg/dL à l’état nourri. En parallèle, ils ont noté une diminution du nombre de copies du vecteur au 
cours du temps97. 

 
Figure 21: perte de la correction de la glycémie chez des souris G6pc-/- injectées avec un AAV8-hGPE-hG6PC. 

La glycémie des souris G6pc-/- non traitées (triangle) ou traitées (losange) par un vecteur AAV8 exprimant la G6PC humaine, 
et de souris saines (wild-type, carrés) est suivie, sans mise à jeun, jusqu’à 7 mois après injection des AAV.  

Source : Koeberl et al., Gene Ther, 2006 (97) 

Cette difficulté à transduire efficacement et durablement le foie GSD Ia chez les souris G6pc-/- a 
également été mise en évidence par une autre équipe travaillant également sur le modèle murin total. 
Avec une première injection néonatale d’un AAV1 exprimant la G6PC à 5 x 1011 vg/souris, Gosh et al. 
n’ont pu prévenir complètement la mort des souris G6pc-/- : plus de la moitié des souris sont décédées 
probablement en raison de la dilution du vecteur suite à la croissance hépatique. La réinjection de 
souris avec le même vecteur à une dose trois fois plus élevée une semaine après la première injection 
néonatale a permis la survie de toutes les souris traitées, et la correction de la glycémie77. Luo et al. 
ont également observé ce phénomène chez la souris G6pc-/- injectée avec un AAV9 exprimant la 
G6PC98. 

Cette problématique se retrouve chez le modèle canin. En effet, un AAV8 exprimant la G6PC sous le 
contrôle du promoteur CBA (promoteur du gène de la beta actine du poulet, « chicken beta actin ») 
injecté à des chiens GSD Ia de 1 jour à une dose de 5 x 1013 vg/kg a permis la prévention des 
hypoglycémies jusqu’à un mois post-injection79. Toutefois, les niveaux n’étaient pas similaires à ceux 
observés chez les chiens hétérozygotes, et l’effet a été perdu dès les deux mois pos-injection79 (Figure 
22). 
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Figure 22: perte de la correction de la glycémie chez des souris G6pc -/- injectées avec un AAV8-CBA-hG6PC. 

Suivi de la glycémie pendant 3 heures après un repas chez des souris G6pc-/- non traitées (GSD Ia, rond noir), ou 2 (ronds 
blancs), 4 (triangles noirs) et 8 (triangles blanc) semaines après injection d’AAV8, et chez des souris G6pc -/+ hétérozygotes 

(HET). Les animaux en hypoglycémie (<50 mg/dl) ont été re-nourris. 

Source : Weinstein et al., Hum Gene Ther, 2010 (79) 

La difficulté à transduire les foies GSD Ia efficacement et durablement a été confirmée par une 
publication rapportant les cas de chiens G6pc-/-qui ont nécessité de multiples réinjections d’AAV 
exprimant la G6PC au cours du temps afin de maintenir des niveaux satisfaisants de glycémie33.  

Toutefois, ces résultats doivent être pondérés au regard de l’âge auquel les animaux ont  été injectés. 
En effet, en raison de la faible survie des modèles G6pc-/- au-delà du sevrage, les animaux ont été 
injectés à quelques jours de vie. Or, dans un foie en croissance, Cunningham et al. ont montré une 
perte de l’expression du transgène due à la dilution de l’AAV sous forme épisomale dans les cellules 
en prolifération99. 

Cependant, il semblerait que la restauration d’une activité G6Pase même faible, autour de 3-5% de 
l’activité de souris saines (« wild-type »), permet de prévenir les hypoglycémies95,80,100. Ainsi, plus 
récemment, Koeberl et al. ont obtenu un maintien de la correction de la glycémie entre 6 mois (chez 
la souris) et 1 an (chez le chien)96, après réinjection de vecteurs AAV-hG6PC de sérotypes différents.  

Enfin, une des problématiques majeures pour le traitement de la GSD Ia est la prévention des 
complications à long-terme, c’est-à-dire les tumeurs hépatiques et la maladie rénale. Kim et al. ont 
montré que la restauration d’une activité de la G6Pase supérieure à 2% de l’activité G6Pase wild-type 
prévient l’apparition de HCA, suite à l’injection d’un AAV exprimant la G6PC humaine sous le contrôle 
du promoteur hGPE dans un modèle G6pc-/- total100. De plus, la thérapie génique a permis de réguler 
les voies de signalisations activées dans l’inflammation et la tumorigenèse dans  les foies GSD Ia101. 
Dans le modèle canin, cet effet préventif n’est pas aussi clair et les résultats obtenus sont plus 
controversés. En effet, dans une première étude, malgré une activité G6Pase élevée obtenue par 
transfert d’un AAV (21 à 52% de l’activité G6Pase wild-type), 4 chiens sur 5 ont développé des tumeurs 
hépatiques (HCA ou CHC), et 3 chiens sur 5 ont développé une maladie rénale chronique en raison de 
la faible transduction des reins102. Dans une deuxième étude, Lee et al. n’ont observé aucune 
complication à long-terme chez les sept chiens inclus dans l’étude37. Cette différence a été attribuée à 
un contrôle strict du régime alimentaire dans la deuxième étude, qui permet un meilleur contrôle 
métabolique de la maladie, et qui pourrait être responsable de la meilleure efficacité de la thérapie 
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génique. A noter toutefois, dans cette deuxième étude, la glycémie des chiens traités diminue au cours 
du temps, signe d’une perte d’efficacité, et les chiens sont décédés à un âge de 5,9 ans en moyenne37.

Ainsi, cibler le foie dans la GSD Ia apparaît comme un véritable défi : seul un faible pourcentage des 
hépatocytes est efficacement transduit et le plus souvent temporairement, alors que la pathologie 
nécessite une prise en charge précoce et surtout durable afin de prévenir les complications à long-
terme.

55) Laa glycogénosee dee typee IIII 

a. Aspectss génétiquess ett métaboliquess 

La glycogénose de type III (GSD III) est une maladie génétique rare, affectant 1 : 100 000 naissances 
par an, et de transmission autosomique récessive103. Elle est due à des mutations sur le gène AGL 
codant pour la GDE (amylo-α1,6-glucosidase, 4-α-glucanotransférase), en position 1p21.2 du génome 
humain104. Il existe deux types de GSD III :

- Le type a, dans lequel les phénotypes hépatique et musculaire sont observés.
- Le type b, dans lequel aucun phénotype musculaire n’est observé, tandis que le foie est affecté.

Le gène AGL comprend 35 exons, et les mutations recensées chez les patients GSD III sont nombreuses 
(plus de 170 mutations différentes103,105) et diverses : faux-sens, non-sens, insertions, délétions106–108.

Bien que certaines mutations soient préférentiellement associées au type a ou b109,110, aucune 
corrélation certaine entre le génotype et phénotype n’a été établie. En particulier, les mutations 
observées dans le domaine transférase ne conduisent pas à un phénotype spécifique, par rapport aux 
mutations observées dans le domaine glucosidase.

L’absence de GDE dans la GSD III conduit à l’accumulation de glycogène de structure anormal, la limite 
dextrine66, avec des branches accessibles courtes de 4 résidus glucosidiques (Figure 23).

Figure 23: dégradation cytosolique du glycogène dans le foie GSD III.

L’accumulation du glycogène dans le foie est responsable de l’hépatomégalie, tandis que l’impossibilité 
de produire du glucose à partir du glycogène en quantité suffisante conduit à des hypoglycémies et à 
un métabolisme détourné pour produire de l’énergie111. Dans les muscles, l’accumulation de glycogène 
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dans de larges vacuoles modifie l’architecture des fibres, conduisant à un éloignement des myofibrilles 
entre elles et à une diminution de la force musculaire111,112.  

bb. Tableau clinique et prise en charge 

La GSD III est le plus souvent diagnostiquée pendant l’enfance mais certains patients développent un 
tableau clinique plus tardif. En France, 187 patients GSD III ont été recensés. Sur le plan clinique, on 
peut distinguer deux phases d’évolution de la maladie : 

L’enfance : la manifestation de la maladie est surtout hépatique et métabolique. Les patients 
souffrent d’hypoglycémies lors de jeûnes et d’hépatomégalie. Un retard de croissance peut 
être observé en cas de déséquilibre métabolique non contrôlé103,111. 

L’adolescence et la période adulte : l’hépatomégalie régresse, et une faiblesse musculaire 
progressive, pouvant amener à la perte de la marche, apparaît103. Les patients peuvent 
présenter une fibrose hépatique, voire une cirrhose, et  2 à 5% d’entre eux développent des 
CHC à l’âge de 30 ans103,113. A ce jour, 10 patients GSD III ayant développé un CHC ont été 
recensés dans le monde105. Neuf d’entre eux présentaient une fibrose ou une cirrhose, et deux 
présentaient des AHC114. Enfin, les patients présentent fréquemment une cardiomyopathie à 
un stade plus ou moins sévère (hypertrophie du ventricule gauche, généralement 
asymptomatique)103,111.  

De plus, bien que le phénotype hépatique semble régresser avec l’âge, les concentrations sanguines 
de l’aspartate aminotransférase (ASAT) et de l’alanine aminostransférase (ALAT) sont élevées chez les 
patients GSD III115 ce qui est le signe d’une hépatotoxicité probablement due à l’accumulation de 
glycogène. 

A l’heure actuelle, la prise en charge thérapeutique de la pathologie repose uniquement sur 
l’adaptation du régime alimentaire. Les sucres simples doivent être évités afin de réduire la synthèse 
de glycogène. Afin de prévenir les hypoglycémies, un régime alimentaire à base de carbohydrates 
complexes (amidon de maïs cru ou Glycosade®, Vitaflo) et des prises alimentaires fréquentes sont mis 
en place, y compris pendant la nuit103,111. En cas de crise hypoglycémique, des perfusions de glucose 
sont nécessaires. 

Dans la GSD III, la néoglucogenèse est fonctionnelle. Un apport en substrats de la néoglucogenèse 
permet donc de produire du glucose dans le sang. Un régime riche en protéines permet donc d’induire 
la néoglucogenèse et améliore le maintien de la glycémie. Chez les adultes, un apport protéique 
important est avantageux, du fait de l’atteinte musculaire qui s’aggrave. De plus, un régime alimentaire 
riche en lipides et en protéines a montré son efficacité dans la prévention des cardiomyopathies 
hypertrophiques116–121. 

c. La thérapie génique pour GSD III 

i. Les modèles animaux 

Plusieurs modèles animaux de la GSD III, canin ou murin, spontané ou non, existent. 

Le modèle canin est un retriever à poil bouclé. La mutation est une délétion apparue spontanément 
dans l’exon 32 du gène Agl, qui conduit à des niveaux de GDE réduits122,123. Les chiens GSD III sont de 
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bons modèles pour GSD III car ils présentent la plupart des signes cliniques observés chez l’homme. 
Tout comme chez les patients GSD III, le glycogène s’accumule dans le cœur, le foie, et les muscles 
squelettiques. Ils présentent une atteinte musculaire progressive, une hépatomégalie102,122,123, des 
nodules hépatiques et une cirrhose102,123. Comme chez les patients GSD III, l’hépatomégalie régresse 
en raison de l’installation d’une fibrose puis d’une cirrhose. Les taux plasmatiques des ASAT, ALAT et 
d’alcaline phosphatase sont élevés, signes de l’atteinte hépatique123. Toutefois, leur espérance de vie 
n’est pas affectée par la pathologie, les chiens GSD III vivent en moyenne 11 à 12 ans102,122,123. 

Le premier modèle murin développé est la souris AglEX5-/-. Il a été obtenu en insérant un site accepteur 
d’épissage et une cassette de queue polyA entre les exons 5 et 6 du gène Agl, ce qui conduit, après 
l’épissage, à un ARNm tronqué au milieu de l’exon 5124. La protéine produite ne comporte pas les deux 
sites catalytiques. Les niveaux de GDE sont indétectables et l’activité enzymatique est fortement 
diminuée dans le foie, le cœur, et les muscles squelettiques (entre 10 et 20% de l’activité normale 
selon les tissus)124. Le glycogène est accumulé dans le foie, le cœur, et les muscles squelettiques. En 
conditions d’hébergement et de nutrition classique, l’espérance de vie n’est pas affectée. Cependant, 
lorsque les souris sont soumises à des jeûnes répétés, la moitié d’entre elles meurent avant 12 mois 
d’âge. Les souris présentent une hépatomégalie, et une fibrose avec l’âge. Le phénotype musculaire 
se manifeste tardivement, vers 12 mois d’âge.  

Un autre modèle murin, les souris AglEX32-/- a été développé par délétion des séquences de l’exon 32 à 
l’exon 34 du gène Agl, conduisant à une délétion des acides aminés de l’activité glucosidase et du 
domaine de liaison au glycogène125. La protéine GDE est absente, et l’activité enzymatique est nulle. 
L’accumulation de glycogène est importante dans le foie et les muscles, entraînant une hépatomégalie 
et des dommages musculaires conséquents. Le phénotype musculaire est bien plus prononcé dans ce 
modèle de GSD III, avec une faiblesse musculaire qui apparaît dès 2 mois d’âge. Cependant, le 
phénotype hépatique n’est pas aussi représentatif de la clinique humaine que dans le premier modèle 
murin développé. En effet, bien que les dommages hépatiques soient évidents au niveau histologique, 
aucune inflammation, ni fibrose, ni cirrhose, ni HCA ou CHC n’ont été observé même à 18 mois d’âge. 
A noter, le taux de mortalité est très élevé (environ 50% à 12 mois).  

En 2018, notre équipe a publié un nouveau modèle murin et une stratégie de thérapie génique pour 
la GSD III112. J’ai pu participer à cette publication lors de mon stage de master II et au début de ma 
thèse. Ce modèle a été obtenu en remplaçant les exons 6 à 10 du gène Agl avec une cassette exprimant 
la néomycine, et en croisant ces souris avec des souris BALB/c, afin que les altérations métaboliques 
soient moins sévères. Ceci a permis d’augmenter la survie des animaux par rapport aux modèles 
précédents, puisque la totalité des souris vivent au-delà d’une année. De plus, dans ce modèle, nous 
avons caractérisé une atteinte musculaire (accumulation de glycogène, réduction de la force 
musculaire entre autres) contrairement au modèle AglEX5-/-, et également une atteinte hépatique bien 
établie (accumulation de glycogène, hépatomégalie, baisse de la glycémie) contrairement au modèle 
AglEX32-/-. De plus, aucune expression ni activité de la GDE n’ont été observées au niveau hépatique et 
musculaire. Finalement, une accumulation de glycogène dans le cœur, les muscles et dans le cerveau 
a été observée. 

De façon intéressante, Lim et al. ont récemment développé un modèle murin de GSD III avec 
également une délétion des exon 6-10126. Dans ce modèle, la protéine GDE est absente dans le foie, le 
cœur, et les muscles squelettiques, et en parallèle, le glycogène est accumulé dans ces tissus et dans 
certaines zones du cerveau et de la moelle épinière. Les souris présentent également une 
hépatomégalie, une fibrose hépatique, une intolérance à l’exercice, et une altération de la fonction 
musculaire. Cependant, contrairement à notre modèle, ces souris ne présentent pas d’hypoglycémie. 
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ii. Stratégies de thérapie génique pour GSD III 

La séquence codante d’AGL mesure 4,6 kb. Malgré l’utilisation d’un promoteur et d’un signal de 
polyadénylation réduits, la cassette minimale pour GDE dépasse les 5kb, au-delà des 4,7kb autorisés 
par la capacité d’encapsidation de l’AAV sauvage. 

Néanmoins, quelques équipes ont pu obtenir l’encapsidation efficace de transgènes allant jusqu’à 
5,2kb53,54,127,128, mais augmenter la taille du transgène conduit à une baisse du rendement lors de la 
production de l’AAV. 

Certaines stratégies peuvent être envisagées afin de résoudre ce problème (cf Introduction, II, D, 3)). 
Dans notre publication de 2018112, nous avons opté pour deux stratégies différentes. 

Dans cette étude, la taille de la séquence codante du gène AGL étant supérieure à celle de la capacité 
d’encapsidation des AAV, une première approche a consisté à injecter un AAV encapsidant une version 
modifiée de la séquence codante de la GAA (alpha-1,4-glucosidase acide), l’enzyme responsable de la 
dégradation lysosomale du glycogène, pour la rendre sécrétable par le foie, à une dose de 1 x 1011 ou 
1 x 1012 vg/souris. Ce vecteur a été mis au point dans le laboratoire pour le traitement de la glycogénose 
de type II1. Dans la GSD III, cette approche a permis de diminuer l’accumulation du glycogène dans le 
foie, mais pas dans les muscles, sans néanmoins corriger l’hypoglycémie et l’hépatomégalie.  

Une autre approche a donc été envisagée. Cette stratégie repose sur la méthode de l’ « overlapping » 
(Figure 13A) : deux vecteurs AAV sont utilisés, l’un contenant le promoteur et la partie 5’ de la 
séquence codante AGL, et l’autre codant la partie 3’ de la séquence codante AGL et un signal de 
polyadénylation. Ces deux vecteurs comportent une séquence identique, qui permet une fois que les 
deux AAV ont transduit la même cellule, la recombinaison des séquences en un unique transgène. 
Chacun des AAV ont été injectés à une dose de 1 x 1012 vg/souris. 

Le choix du promoteur est important pour obtenir des niveaux d’expression du transgène importants. 
L’injection des vecteurs « overlapping » comportant un promoteur fort CMV (promoteur du 
cytomégalovirus) chez des souris Agl-/- à l’âge de 3 mois a permis la correction de l’accumulation du 
glycogène dans les muscles squelettiques et le cœur, ainsi que la restauration de la force musculaire 
jusqu’à 3 mois après le traitement. Cependant, malgré une bonne transduction du foie, l’accumulation 
du glycogène hépatique, la glycémie, et l’hépatomégalie n’ont pas été corrigées. En effet, il s’avère 
que le promoteur CMV a été inactivé dans le foie, comme cela avait déjà été observé dans une autre 
étude129. 

La même stratégie « overlapping » utilisant un promoteur hAAT (promoteur de l’antritrypsine humaine 
α) dans un AAV8, a montré également une correction partielle du phénotype hépatique. En effet, le 
vecteur a permis la correction de la glycémie un mois après l’injection, mais cette correction a été 
perdue dès le deuxième mois après l’injection. De plus, malgré la correction de l’accumulation de 
glycogène hépatique, l’hépatomégalie n’a pas été corrigée. 

Lim et al. ont également développé une approche de thérapie génique pour la GSD III126. Leur stratégie 
repose sur un vecteur AAV exprimant la pullulanase, une GDE bactérienne (Bacillus subtilis) dont la 
taille est compatible avec l’utilisation d’un AAV. Ce traitement a permis de réduire l’accumulation du 
glycogène hépatique et musculaire, et in fine a permis d’améliorer les fonctions hépatiques et 
musculaires. Cependant, comme nous l’avons indiqué dans le paragraphe précédent (III, A, 5, c, i), le 
modèle utilisé ici ne présente pas d’hypoglycémie, ne permettant pas de tester l’efficacité du 
traitement sur ce paramètre. De plus, en lien avec le transfert du gène d’une protéine bactérienne, les 
aspects immunologiques sont à prendre en compte.  
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BB. L’hypophosphatémie liée au chromosome X 

1) Le métabolisme osseux 

a. Organisation du tissu osseux 

Le tissu osseux contient divers types cellulaires : 

Les ostéoblastes : ce sont des cellules ostéoformatrices situées à la surface du tissu osseux. Les 
ostéoblastes synthétisent de nombreux constituants de la matrice extracellulaire, ils sont donc 
riches en organites liés à la synthèse protéique (réticulum, appareil de Golgi). Les ostéoblastes 
peuvent devenir des cellules bordantes ou des ostéocytes, ou bien entrer en apoptose.  

Les cellules bordantes : ce sont des ostéoblastes au repos, susceptibles d’être mobilisés si la 
zone où elles se situent entre en phase de formation ou de résorption de tissu. 

Les ostéocytes : ce sont des ostéoblastes qui se sont différenciés en s’entourant intégralement 
de matrice extracellulaire. Les ostéocytes participent au maintien de la matrice extracellulaire 
et à l’homéostasie du calcium. 

Les ostéoclastes : ce sont des cellules plurinucléées situées à la surface des os. Une fois activés, 
les ostéoclastes sont capables de résorber la matrice grâce à leur grande mobilité et leur 
appareil lysosomal abondant. Ils possèdent une bordure en brosse au pôle apical. 

La matrice extracellulaire du tissu osseux est très solide. Elle est constituée d’une phase organique et 
d’une phase minérale. La partie organique est produite par les cellules ostéoformatrices, et est 
composée de fibres de collagène (principalement du type I), de protéoglycanes, et d’ostéopontine 
(reliant l’hydroxy-apatite aux cellules osseuses). La phase minérale est constituée de cristaux 
d’hydroxy-apatite, c’est-à-dire des cristaux de phosphate de calcium, et qui expliquent la dureté de 
l’os. Cette phase minérale fait de l’os un réservoir de calcium et de phosphate.  

b. Remodelage du tissu osseux 

Le tissu osseux est en constant renouvellement, sous contrôle de différents facteurs et hormones 
(Figure 24). Le calcium et le phosphate nécessaires à la minéralisation du tissu osseux viennent de 
l’alimentation par absorption dans les intestins, sous l’action de la 1,25-dihydroxy-vitamine D (la forme 
active de la vitamine D), ou bien issus de la réabsorption dans les reins.  

Sous l’action de facteurs ostéorésorbants, dont la parathormone (ou hormone parathyroïdienne, PTH), 
les cellules bordantes autorisent l’accès à la matrice par les ostéoclastes. Les ostéoclastes dissolvent 
alors la phase minérale en l’acidifiant, puis la phase organique en sécrétant des enzymes 
protéolytiques.  

Les ostéoblastes interviennent ensuite en deux étapes. Dans un premier temps, et sous l’action 
notamment de la 1,25-dihydroxy-vitamine D et de protéines morphogéniques osseuses (BMP), ils 
produisent de la matrice. Le tissu créé est appelé ostéoïde car il n’est pas encore minéralisé. Dans un 
second temps, les ostéoblastes minéralisent ce tissu sous l’action notamment de la vitamine D. 
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Figure 24: régulation du métabolisme osseux

PTH : hormone parathyroïdienne, BMP : protéines morphogéniques osseuses

22) Aspectss génétiquess ett métaboliquess 

L’hypophosphatémie liée à l’X (X-linked hypophosphatemia, XLH) est due à des mutations sur le gène 
PHEX (homologue de l’endopeptidase régulatrice du phosphate lié à l’X)130. PHEX est localisé sur le 
chromosome X, au locus Xp22.11 ; la transmission est donc liée à l’X et est dominante.

PHEX code pour une endopeptidase, dont les cibles protéiques ne sont pas connues. La PHEX est 
impliquée dans la régulation du phosphate au niveau de l’organisme. Les mutations de PHEX
conduisent à une élévation du facteur FGF-23 (fibroblast growth factor 23, le facteur de croissance de
fibroblaste 23) circulant. A ce jour, le mécanisme d’interaction entre PHEX et le FGF-23 n’est pas 
élucidé.

Le FGF-23 est une protéine de 251 acides aminés sécrétée par les ostéocytes. Sous sa forme 
précurseur, elle possède 25 acides aminés en N terminal, qui sont absents dans la forme active du FGF-
23. Le FGF-23 actif est clivé par une furine qui reconnaît la séquence Arg176-X-X-Arg179 (RXXR), qui 
donne lieu à deux produits protéiques inactifs (Figure 25). En particulier, la protéine tronquée de 180 
à 251 acides aminés a la particularité de pouvoir se fixer sur le récepteur rénal du FGF-23, inhibant 
ainsi l’effet du FGF-23 circulant par compétition131.

Figure 25: structure protéique du FGF-23

Le FGF-23 est une protéine sécrétée d’abord sous une forme précurseur de 251 acides aminés. Dans la forme active du FGF-
23, les 25 premiers acides aminés ne sont pas présents. Cette forme active peut -être clivée par une furine au niveau du 
domaine Arg176-His-Thr-Arg179 en deux peptides inactifs. Le peptide C-terminal (acides aminés 180 à 251 de la forme 
active) a la particularité de pouvoir se fixer sur le récepteur rénal du FGF-23 actif sans toutefois induire la signalisation 

intracellulaire suite à la liaison sur le récepteur.
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Le FGF-23 régule la réabsorption du phosphate dans les reins. Le FGF-23 se fixe au niveau des tubules 
proximaux sur son récepteur FGFR (récepteur du facteur de croissance du fibroblaste) et sur son 
récepteur Klotho, ce qui enclenche une signalisation intracellulaire conduisant à :

- Une régulation négative de l’expression du cotransporteur sodium phosphate 2a (NaPi-2a), qui 
permet la réabsorption du phosphate des urines au sang (Figure 26).

- Une régulation transcriptionnelle négative des enzymes impliquées dans la synthèse de l’1,25-
dihydroxy-vitamine D, hormone qui favorise l’absorption du phosphate et de calcium dans les 
intestins (Figure 26).

Figure 26: effets du FGF-23 sur les cellules tubulaires proximales

Chez un individu sain, le phosphate est réabsorbé de l’urine vers la circulation sanguine grâce à un transporteur de 
phosphate, le NaPi-2a, présent sur les cellules du tubule proximal. Le FGF-23 participe à l’homéostasie du phosphate en se 

fixant sur son récepteur des cellules du tubule proximal, ce qui a pour effet d’inhiber la transcription du gène codant pour le 
transporteur NaPi-2a. Le FGF-23 régule également la transcription des enzymes impliquées dans la synthèse de la 1,25 -

dihydroxy-vitamine D, qui favorise l’absorption de phosphate et de calcium dans les intestins.
Chez un individu XLH, le FGF-23 est en excès ce qui déséquilibre l’homéostasie du phosphate. L’expression du transporteur 
NaPi-2a est très faible, ce qui entraîne une fuite du phosphate dans les urines. De plus, la synthèse de la 1,25-dihydroxy-

vitamine D est fortement inhibée ce qui diminue l’absorption intestinale du phosphate issu de l’alimentation. En 
conséquence, les patients XLH présentent une hypophosphatémie.

Chez le sujet sain, ces effets sont équilibrés au niveau de l’organisme entier. Chez le patient XLH, un 
niveau élevé de FGF-23 circulant conduit à une phosphaturie et une baisse de la synthèse de l’1,25-
dihydroxy-vitamine D (Figure 27).

In fine, la faible phosphatémie induite par les taux de FGF-23 circulants élevés conduit à un défaut de 
minéralisation des tissus osseux (Figure 27).
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Figure 27: conséquences de l'augmentation du FGF-23 circulant dans l'XLH

33) Tableauu cliniquee ett prisee enn charge

L’hypophosphatémie liée à l’X est une maladie génétique rare touchant environ 4 : 100 000 
naissances132. 

Les signes cliniques apparaissent dès l’enfance, généralement avant 18 mois. Le principal symptôme 
est biochimique : ces patients présentent une hypophosphatémie, liée à une augmentation du FGF-23, 
qui a pour conséquence une déplétion de l'organisme en phosphates nécessaires à la formation 
osseuse132. En conséquence, la pathologie affecte essentiellement les tissus minéralisés.

Le développement osseux est altéré : les os sont douloureux et fragiles, les patients présentent des 
fractures à répétition, ils sont de petite taille (rachistisme), leurs jambes sont arquées et leur mobilité 
en est réduite (Figure 28). De plus, les articulations sont douloureuses et ils sont atteints 
d’enthésiopathie, une maladie touchant les insertions tendino-capsulo-ligamentaires sur les os, car les 
articulations et les enthèses se calcifient. En lien avec ces modifications du squelette, les patients 
peuvent également éprouver des douleurs musculaires132.

Figure 28: radiographies des membres inférieurs de patients atteints de la maladie XLH

Source : Haffner et al., Nat. Rev. Nephrol., 2019 (132)

Au niveau dentaire, les patients souffrent de douleurs dentaires sévères, et d’abcès fréquents pouvant 
être sources d’infections. Enfin, certains patients présentent une perte d’audition132. De plus, cette 
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pathologie est associée à une néphrocalcinose chez 30 à 70% des patients et une 
hyperparathyroïdie132. 

Ces signes cliniques nombreux et variés ont un énorme impact sur la qualité de vie des patients, 
notamment en termes de mobilité et de possibilités professionnelles133. Leur prise en charge est 
multidisciplinaire et dure toute la vie des patients. 

Contrairement à d’autres formes de rachitisme, ces patients ne répondent pas à un traitement par 
supplémentation de vitamine D. Les patients sont traités par une supplémentation en phosphate et en 
calcitriol (1,25-dihydroxy-vitamine D) afin de réduire la douleur, mais ce traitement ne permet pas la 
prévention des complications à long-terme. De plus, l’augmentation de la phosphatémie grâce à la 
supplémentation stimule une augmentation du FGF-23 circulant et donc une fuite du phosphate dans 
les urines, résultant en un cercle vicieux qui peut conduire à une perte d’efficacité et à la nécessité 
d’augmenter les doses ce qui augmente la probabilité d’apparition d’effets indésirables.  

Dans les cas de déformation osseuse sévères, de la chirurgie correctrice peut être envisagée. 

Un médicament, le burosumab (Crysvita® commercialisé par Ultragenyx Pharmaceuticals, approuvé 
par la « Food and Drug Administration », FDA, en 2018), a récemment été mis sur le marché. Il s’agit 
d’un anticorps anti-FGF23 administré tous les 15 jours, qui, par compétition avec le FGF-23 endogène, 
conduit à l’augmentation de l’absorption du phosphate issu de l’alimentation au niveau digestif et la 
réabsorption du phosphate au niveau rénal. Les essais cliniques ont montré des résultats 
encourageants. Chez les enfants, l’administration du burosumab deux fois par mois a permis 
d’augmenter la phosphatémie, et de corriger les manifestations de rachitisme en particulier les 
anomalies osseuses, et  la croissance134,135. Chez les patients adultes, le burosumab a amélioré la 
guérison des fractures osseuses, et réduit la douleur136. 

44) LLes approches de thérapie génique pour l’hypophosphatémie liée l’X 

Une étude récente a montré que la réintroduction du gène PHEX dans les ostéoblastes par une 
approche rétrovirale ne permet pas de corriger ni l’hypophosphatémie, ni le défaut de minéralisation, 
chez les souris Hyp représentant un modèle de l’XLH et dans des ostéoblastes issus des souris Hyp137. 

Les auteurs ont conclu que la restauration de l’expression et de l’activité de PHEX dans les os n’est pas 
suffisante pour corriger le phénotype et que soit plusieurs tissus doivent être ciblés, soit d’autres 
facteurs rentrent en compte dans le mécanisme de cette pathologie.   
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La thérapie génique du foie est une approche thérapeutique innovante. Les virus AAV sont des 
vecteurs prometteurs pour cibler le foie en thérapie génique avec de bons profils d’efficacité et de 
sécurité. En effet, les AAV ne sont associés à aucune pathologie humaine et leur injection systémique 
permet une bonne transduction des hépatocytes. En effet, grâce à sa vascularisation importante et un 
endothélium vasculaire fenestré, le foie est le premier organe transduit par les vecteurs AAV injectés 
par voie systémique. De plus, bien que non intégratifs, les vecteurs AAV permettent une expression à 
long-terme du transgène en persistant sous forme d’épisomes. En raison de ces avantages, plusieurs 
thérapies utilisant cette technologie sont en phase de développement clinique. 

Néanmoins, cette stratégie peut présenter des limites dans certains contextes 
physiopathologiques. Par exemple, il est connu que l’efficacité de la thérapie peut être perdue au cours 
du temps lorsque le foie est en prolifération, ce qui est le cas chez les nourrissons/enfants ou dans 
certaines pathologies liées à la tumorigènese. En effet, une perte du transgène, non intégré au génome 
cellulaire et non répliqué, est observée au cours des divisions cellulaires. De plus, l’efficacité de 
transduction de foies dont l’intégrité architecturale est lésée, comme dans les foies fibrotiques et/ou 
stéatosiques, n’est pas connue. En effet, dans ces cas, la vascularisation du foie peut être modifiée, et 
les échanges sanguins sont réduits. Finalement, transduire le foie peut s’avérer non suffisant dans le 
cas de pathologies impliquant plusieurs organes, comme pour les glycogénoses de type I ou de type 
III, où le métabolisme du glycogène est aussi affecté dans les reins ou les muscles, respectivement.  

Selon l’efficacité des vecteurs AAV à transduire les autres tissus atteints, la dose injectée doit être 
généralement augmentée. C’est par exemple le cas dans le cadre de pathologies affectant les muscles 
squelettiques, qui peuvent être transduits par les vecteurs AAV mais au prix d’une forte augmentation 
de la dose. De même, les reins sont peu transduits par les vecteurs AAV, ce qui nécessite un 
développement technologique.  

Trouver une réponse à ces problématiques permettrait d’étendre le champ d’application de la thérapie 
génique ciblant le foie à des pathologies non strictement hépatiques.  

D’un autre côté, utiliser le foie comme usine d’expression et de sécrétion d’un transgène est aussi une 
approche thérapeutique de plus en plus envisagée, en apportant une molécule thérapeutique dans les 
tissus cibles via la circulation sanguine.  

Le but de cette thèse a été de développer de nouvelles approches de thérapie génique adaptée à ces 
contextes physiopathologiques. Pour cela, nous avons développé des approches spécifiques pour 
traiter trois pathologies que sont la GSD Ia, la GSD III et l’XLH, dont la thérapie génique reste encore 
un défi pour corriger l’ensemble du phénotype pathologique. 

Dans cette thèse, nous reviendrons d’abord sur les problématiques rencontrées dans les 
approches de thérapie génique du foie utilisant les AAV pour corriger les GSD I et GSD III. Les différents 
défis à relever pour traiter ces pathologies par thérapie génique ont été décrits dans une revue (Jauze, 
Monteillet et al., Hum Gene Ther., 2019). Puis, nous présenterons les approches que nous avons 
développées dans chacune de ces pathologies utilisées comme modèles de ces limites et défis de la 
thérapie génique du foie. 

Les deux premières pathologies, la GSD Ia et la GSD III, sont caractérisées par des défauts liés 
métabolisme du glycogène dans le foie mais aussi dans les reins ou les muscles, respectivement, qui 
sont deux organes difficiles à traiter par thérapie génique. De plus, les foies sont très touchés par la 
pathologie, et marqués par une forte prolifération conduisant à l’apparition de tumeurs hépatiques. 
Dans la GSD Ia, les HCA se développent sur un foie stéatosique, et se transforment fréquemment en 
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CHC. Dans la GSD III, les CHC peuvent se développer directement ou par transformation de HCA en 
CHC, sur un foie fibrotique. 

Dans le cadre d’une première étude, nous avons développé une approche de thérapie génique pour 
traiter la GSD Ia, basée sur un AAV9, ayant un tropisme pour le foie mais aussi pour les reins 
(contrairement au sérotype de type 8 classiquement utilisé pour cibler le foie). Dans le but d’obtenir 
des taux d’expression du transgène élevés, nous avons comparé l’efficacité de plusieurs promoteurs : 
le promoteur endogène G6PC humain classiquement utilisé dans les essais de thérapie génique pour 
la GSD Ia, le promoteur spécifique des hépatocytes hAAT généralement utilisé pour cibler les 
pathologies hépatiques, le promoteur endogène G6pc murin que nous avons développé. L’étude a été 
réalisée dans un modèle de souris L.G6pc-/- reproduisant la pathologie hépatique de la GSD Ia, en 
testant l’efficacité des vecteurs sur la correction de la glycémie et de la pathologie hépatique, y compris 
le développement de tumeurs.  

Dans une deuxième étude, nous avons tenté de relever différents défis pour exprimer le gène 
thérapeutique AGL pour corriger les pathologies hépatiques et musculaires de la GSD III.  Nous avons 
d’abord caractérisé les dommages hépatiques qui sont peu décrits et qui conduisent au 
développement de tumeurs. Nous avons ensuite proposé différentes approches pour cibler le foie et 
les muscles grâce à l’utilisation de vecteurs AAV, associées à un traitement par la rapamycine. Le 
développement d’une thérapie génique pour la GSD III se heurte à une problématique supplémentaire.  
La séquence codante du gène en cause atteint les limites d’encapsidation de l’AAV, aussi, il est 
nécessaire de trouver des stratégies pour contourner la taille limite d’encapsidation de l’AAV. Au sein 
du laboratoire, une stratégie utilisant deux AAV9 encapsidant chacun une partie du transgène pouvant 
se recombiner dans le cytoplasme a été développée et a permis de corriger le phénotype musculaire 
et en partie le phénotype hépatique112. En nous basant sur cette stratégie, nous avons développé une 
approche permettant la correction du phénotype hépatique et musculaire. De plus, afin de réduire les 
doses d’AAV nécessaires notamment pour atteindre les muscles, nous avons développé une 
association thérapeutique AAV-rapamycine qui a démontré un effet synergique dans le traitement des 
manifestations musculaires. 

Finalement, la troisième étude a permis de développer une thérapie génique en utilisant le foie 
comme une bio-usine de sécrétion d’un transgène dans la circulation sanguine afin de traiter 
l’hypophosphatémie liée au chromosome X. Dans cette maladie rare, l’hypophosphatémie responsable 
du défaut de minéralisation des os est liée à l’augmentation du facteur FGF-23 circulant. Cependant, 
le foie n’est pas affecté par la pathologie. Notre stratégie de thérapie génique a visé à faire produire 
par le foie un compétiteur du FGF-23 (cFGF-23) qui est sécrété directement dans la circulation. Ainsi, 
le cFGF-23, par compétition pour le récepteur du FGF-23 endogène, va inhiber l’action du FGF-23 
endogène et permettre la réabsorption du phosphate dans la circulation sanguine.  

 Le développement d’approches de thérapie génique pour ces trois pathologies nous a permis 
de mettre en lumière les problématiques et les limites actuelles qui restreignent le champ d’application 
de la thérapie génique. En nous basant sur ces constats, nous avons développé des stratégies 
thérapeutiques qui nous ont permis de résoudre, en partie, ces problématiques. 
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Cette partie « matériel et méthodes » ne concerne que les résultats décrits dans la partie Résultats, I. 
B. Thérapie génique pour la glycogénose de type Ia, et I.C. Thérapie génique pour la glycogénose de 
type III. 

Les matériels et méthodes de la partie Résultats,  II. Thérapie génique ciblant le foie pour l’XLH, sont 
décrits dans la publication. 

AA. Production des vecteurs viraux AAV recombinants 

1) Clonages des plasmides et vecteurs AAV utilisés 

Vecteur AAV8-hFIX 
Le vecteur AAV8-hFIX est un AAV8 exprimant le facteur IX humain, sous le contrôle du promoteur 
humain de l’alpha antitrypsine 1 (hAAT), un promoteur spécifique des hépatocytes. Ce vecteur a déjà 
été décrit138. 
 

Vecteurs AAV-hG6PC  
Les vecteurs AAV-hG6PC sont des AAV9 exprimant l’ADNc du gène humain G6PC1 wild-type ou codon-
optimisé (hG6PC ou hG6PC co), sous différents promoteurs. La séquence codon-optimisée a été 
obtenue grâce à l’algorithme IDT, et a une composition en nucléotides GC de 48,46%. 

Les promoteurs qui ont été utilisés sont : (i) le promoteur hAAT,  (ii) le promoteur endogène humain 
hG6PC (hGPE) déjà décrit78, et (iii) le promoteur endogène murin G6pc1 (mGPE ; -1227 bp/+1). Ils ont 
été associés à un intron synthétique dérivé de l’intron de la beta globine humaine (HBB2), ou à l’intron 
du virus simien 40 (SV40) ; et au signal de polyadénylisation de l’HBB2 ou de l’hormone de croissance 
bovine (bGH). 

Vecteurs AAV-GDE  

Les vecteurs AAV-GDE sont des AAV9 exprimant l’ADNc du gène humain AGL. Le promoteur LiMP 
utilisé ici est promoteur tandem déjà décrit34, comportant le promoteur hAAT et le promoteur 
musculaire synthétique spC5.12, permettant une expression hépatique et musculaire. Tous les 
construits comportent l’intron SV40 et le signal de polyadénylation bGH.  

Dans les vecteurs « overlapping » (GDEov), l’ADNc d’AGL a été divisé en deux parties, incluant chacune 
une partie recombinante de 1000 paires de bases. 

 

Les séquences ont été commandées chez Genecust Europe. Tous les clonages ont été réalisés dans des 
bactéries One Shot™ TOP10 (Thermo Fisher). 

Après production, la purification a été réalisée grâce aux kits NucleoBond® Mini/Mini ou MaxiPrep, 
(Machery-Nagel), en fonction de la quantité de plasmide requise. Les plasmides obtenus ont été validés 
après digestion par différentes enzymes de restriction (FastDigest, ThermoFisher) et migration des 
fragments d’ADN sur gel d’agarose. 



67 
 

22) Méthode de production des AAV recombinants 

Les AAV recombinants utilisés dans les expériences in vivo ont été produits dans l’unité de production 
du laboratoire Immunologie et maladies du foie (IMF), au sein du Genethon. La production des 
vecteurs AAV est réalisée sans adénovirus, mais nécessite trois plasmides : 

- Un plasmide contenant les gènes Rep et Cap de l’AAV. 
- Un plasmide contenant les séquences codant pour des gènes de l’adénovirus nécessaires à la 

réplication de l’AAV. 
- Un plasmide codant pour le transgène devant être intégré dans l’AAV.  

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec les trois plasmides par l’utilisation de phosphate de 
calcium. 

Les AAV produits sont ensuite purifiés grâce à deux gradients de césium, permettant de séparer les 
capsides vides des capsides contenant le transgène.  

3) Titration des AAV recombinants 

Les titres des AAV produits ont été déterminés par deux techniques : 

- Par une électrophorèse SDS-PAGE en quantifiant la protéine VP3 de chaque lot de vecteur 
grâce à la coloration SYPRO® Ruby (ThermoFisher). 

- Par une qPCR (LightCycler 480, Roche) permettant d’amplifier le transgène. Les AAV sont 
d’abord incubés 1h à 37°C avec une DNAse (DNAse I, Invitrogen), puis dénaturés 10 minutes à 
95°C. La qPCR est réalisée via des amorces situées sur les ITR, ou le promoteur hAAT, selon la 
séquence du transgène à titrer. 

Les séquences des amorces utilisées sont : 

Amorce ITR (1) Fwd 5’ CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG 3’ 
Rev 5’ GTAGATAAGTAGCATGGC 3’ 

Amorce ITR (2) Fwd 5’ GGAACCCCTAGTGATGGAGTT 3’ 
Rev 5’ CGGCCTCAGTGAGCGA 3’ 

Amorce hAAT Fwd 5’ GGCGGGCGACTCAGATC 3’ 
Rev 5’ GGGAGGCTGCTGGTGAATATT 3’ 

 

B. Expériences in vivo 

1) Modèles animaux 

Modèle de GSD Ia : la souris L.G6pc-/- 

Les souris L.G6pc-/- ont été développées par délétion de l’exon 3 du gène G6pc1 spécifiquement dans 
le foie, comme déjà décrit92. Les mâles B6.G6pc1lox/lox.SACreERT2 âgés de 6 à 8 semaines ont reçu des 
injections de 0,2 mg de tamoxifen par jour, pendant 5 jours consécutifs. Des mâles C57Bl/6J (Charles 
Rivers Laboratories, L’Arbresle, France) du même âge ont également été injectés avec du tamoxifène, 
et sont appelés ci-après L.G6pc+/+. 
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Les souris ont été nourries avec un régime standard (3.1% de matières grasses, 16.1% de protéines, 
60% de carbohydrates, Safe) ou un régime high fat-high sucrose (36.1% de matières grasses, 35% de 
carbohydrates, 19.8% de protéines, INRAE) connu pour accélérer le développement d’AHC et CHC chez 
les souris L.G6pc-/-85. 

Les souris ont été hébergées par groupes de 4 à 6 animaux, dans un environnement enrichi à 21-23°C, 
avec un cycle de lumière/obscurité de 12h/12h, et un accès illimité à la nourriture et à l’eau, dans 
l’animalerie de l’Université Lyon I (ALECS). 

Les prélèvements de sang ont été réalisés par ponction de la veine submandibulaire, après un jeûne 
de 6 heures (avec un accès illimité à l’eau). 

Les souris ont été injectées avec une solution saline ou avec les vecteurs AAV en veine caudale environ 
6 semaines après le traitement au tamoxifène. Elles ont été mises à mort par dislocation cervicale 
après 6 heures de jeûne (avec un accès illimité à l’eau). Les tissus ont été congelés par freeze-clamp 
dans de l’azote liquide, puis conservés à -80°C. 

Toutes les conditions expérimentales et les expériences ont été approuvées par le comité éthique de 
l’Université Lyon I et par le Ministère de l’éducation nationale, des études supérieures et de la 
recherche (autorisation Apafis n°10003-2017052308255402) en accord avec les recommandations 
européennes pour la protection des animaux de laboratoire. 

Modèle de GSD III : la souris Agl-/- 

Les souris Agl-/- ont été développées par croisement entre le modèle murin GSD III commercial 
(International Mouse Phenotyping Consortium), qui a une faible survie, et des souris BALB/c, comme 
décrit précédemment112. 

Les souris ont été hébergées par groupes de 4 à 6 animaux, dans un environnement enrichi à 21-23°C, 
avec un cycle de lumière/obscurité de 12h/12h, et un accès illimité à la nourriture et à l’eau, dans 
l’animalerie du CERFE (Evry). 

Les prélèvements de sang ont été réalisés par ponction rétro-orbitale, après une anesthésie gazeuse. 

Les souris ont été injectées avec une solution saline ou avec les vecteurs AAV en veine caudale. Elles 
ont été mises à mort par dislocation cervicale. Les tissus ont été congelés par freeze-clamp dans de 
l’azote liquide, puis conservés à -80°C. 

Toutes les conditions expérimentales et les expériences ont été approuvées par le comité éthique de 
l’animalerie CERFE et par le Ministère de l’éducation nationale, de études supérieures et de la 
recherche (autorisation Apafis n°#23334-2018020516052045) en accord avec les recommandations 
européennes pour la protection des animaux de laboratoire.  

22) TTest du « wire hang » 

Le test du « wire hang » permet d’évaluer l’endurance des souris. Les souris sont placées sur un fil de 
4 mm d’épaisseur, et doivent se maintenir sur ce fil uniquement grâce à leurs pattes avant. Le nombre 
de chutes est comptabilisé pendant 3 min, ou jusqu’à ce que la souris tombe 20 fois. 
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33) Mesure du glucose sanguin 

Chez la souris L.G6pc-/- 

Le glucose sanguin a été mesuré après 6h de jeûne grâce au lecteur de glycémie Accu-Check Go 
glucometer (Roche Diagnostic, Meylan, France), grâce à une goutte de sang obtenue en coupant moins 
de 1mm de l’extrémité de la queue des souris. 

Chez la souris Agl-/- 

Lors des prélèvements sanguins, les souris (non mises à jeun) ont été anesthésiées par anesthésie 
gazeuse. La glycémie a été mesurée grâce au lecteur de glycémie Accu-Check Go glucometer (Roche 
Diagnostic, Meylan, France), en déposant la première goutte de sang prélevée sur les bandelettes 
extra-larges Accu-Chek® Performa. 

4) Mesure des paramètres plasmatiques ASAT, ALAT, AFP 

Les activités plasmatiques d’ASAT et d’ALAT et la concentration plasmatique d’alpha- fetoprotein (AFP) 
ont été déterminées par un test colorimétrique réalisé grâce à l’appareil FUJI DRI-CHEM NX500 
(FUJIFILM corp, Tokyo, Japan). 

5) Traitement à la rapamycine 

Les souris Agl-/- ont été traitées quotidiennement par de la rapamycine, injectée en intrapéritonéale à 
une dose de 1,5 mg/kg. La rapamycine a été re-suspendue dans du DMSO, à une concentration de 50 
mg/ml, et diluée dans du PBS pour les injections. Les souris contrôles, non traitées à la rapamycine, 
ont été injectées avec du PBS dans les mêmes conditions. 

C. Analyse des tissus 

1) Lyse des tissus et dosage des protéines 

Chez la souris L.G6pc-/- 

Les souris ont été mises à mort par dislocation cervicale. Le foie a été prélevé rapidement. Une partie 
du foie a été fixée dans du formol pour les analyses histologiques. Le reste du foie a été congelé dans 
de l’azote. Les tissus ont été lysés selon divers protocoles en fonction des dosages réalisés, les 
protocoles sont indiqués dans les paragraphes détaillant les dosages. 

Chez la souris Agl-/- 

Les souris ont été mises à mort par dislocation cervicale. Le foie, le cœur, les triceps et les quadriceps 
ont été congelés rapidement comme suit : 

- Le foie : une partie du foie a été fixée dans du formol pour les analyses histologiques. Le reste 
du foie a été congelé dans de l’azote. 

- Le cœur : l’apex du cœur a été coupé et congelé dans de l’isopentane refroidi. Le reste du cœur 
a été congelé dans de l’azote. 
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- Les muscles squelettiques : les muscles gauches ont été congelés dans de l’isopentane refroidi. 
Les muscles droits ont été congelés dans de l’azote. 

Un fragment de foie (100 mg) ou la totalité du tissu a été lysé grâce à un piston dans un tampon de 
lyse (RIPA, ThermoFisher) contenant des inhibiteurs de protéase (PIC, Sigma-Aldrich) (protocole avec 
traitement à la rapamycine) ou grâce au FastPrep®-24 (MPbio) dans de l’eau sans DNAse/RNAse. 

La quantification des protéines de l’homogénat tissulaire a été réalisée par la méthode BCA 
(bicinchoninic acid assay) ou la technique de Bradford (BioRad®), qui permettent de doser par 
colorimétrie une concentration en protéines en utilisant une gamme standard de sérum albumine 
bovine (BSA).  

22) Analyses histologiques et par microscopie électronique à transmission 

Le cœur, les triceps et les quadriceps ont été congelés dans de l’isopentane refroidi dans de l’azote 
liquide. Les coupes transversales, de 8 μm, ont été réalisées grâce au cryostat Leica CM3050S (Leica 
Biosystems, Nussloch, Allemagne), et colorées par de l’hématoxyline éosine (HE). Les coupes et les 
colorations ont été réalisées par la plateforme histologie du Genethon, Evry.  

Le foie a été fixé dans du formol, puis inclus en paraffine. Pour les tissus GSD Ia, les coupes et les 
colorations ont été réalisées par le Centre d'Imagerie Quantitative Lyon-Est (CiQle), Université Claude 
Bernard Lyon I, Lyon. Pour les tissus GSD III, les coupes et les colorations ont été réalisées par la 
plateforme histologie du Genethon, Evry. 

L'analyse au microscope électronique a été réalisée sur des foies de souris Agl+/+ et Agl-/-. Les 
échantillons ont été fixés avec du glutaraldéhyde (2,5%, pH 7,4), puis traités avec du tétroxyde 
d'osmium (2%), et enfin déshydratés et inclus dans une résine. Des sections ultra-fines ont été réalisées 
et colorées à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb. Les grilles ont été observées à l'aide d'un 
microscope électronique et photographiées. Les coupes et les colorations ont été réalisées par le 
Centre d'Imagerie Quantitative Lyon-Est (CiQle), Université Claude Bernard Lyon I, Lyon. 

3) Analyse par Western Blot 

Dans les tissus GSD Ia 

Après dénaturation des protéines dans le tampon de Laemmli, les protéines sont séparées par 
électrophorèse SDS-PAGE sur un gel à gradient de polyacrylamide 4-12%, dans un tampon de migration 
TRIS/Glycine/SDS 1%. Le transfert des protéines sur une membrane de PVDF a été réalisé par transfert 
semi-liquide (Trans-Blot® Biorad). Après le transfert, la membrane a été incubée dans un tampon de 
blocage TBS/Tween/BSA puis incubée avec les anticorps primaires (listés ci-dessous). Après lavage, la 
membrane a été incubée avec l’anticorps un anticorps secondaire adapté couplé à la peroxidase (HRP). 
Après ajout du réactif Luminata (Millipore), les protéines ont été visualisées grâce à l’appareil BioRad 
ChemiDoc TMTouch Imaging System. 

Dans les tissus GSD III 

Après dénaturation des protéines dans un tampon commercial contenant du LDS (lithium dodecyl 
sulfate) (NuPAGE™ LDS Sample Buffer, Thermofisher), les protéines sont séparées par électrophorèse 
SDS-PAGE sur un gel à gradient de polyacrylamide 4-12%, dans un tampon MOPS. Le transfert des 
protéines sur une membrane de nitrocellulose a été réalisé par transfert liquide, dans une solution de 
MOPS contenant 20% d’éthanol. Après le transfert, la membrane a été incubée dans un tampon de 
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blocage (tampon Odyssey buffer, Li-Cor Biosciences) puis incubée avec les anticorps primaires (listés 
ci-dessous). Après lavage, la membrane a été incubée avec un anticorps secondaire fluorescent adapté 
(Li-Cor Biosciences), et révélée grâce à l’appareil Odyssey imaging system (Li-Cor Biosciences). 

Anti-actine Anti-mouse, rabbit monoclonal, sc-8432, SantaCruz Biotechnology 1 : 5000 
Anti-GAA Anti-mouse, rabbit polyclonal, PA5-96756, ThermoFisher Scientific 1 : 1000 

Anti-GDE Anti-human, rabbit polyclonal AS09-454, Agrisera 1 : 1000 
Anti-human, rabbit polyclonal, 16582-1-AP, Proteintech 1 : 1000 

Anti-G6PC Anti-human, Anticorps polyclonal de lapin fait maison (139) 1 : 1000 
Anti-PYGL Anti-mouse, rabbit polyclonal, 15851-1-AP, Proteintech 1 : 1000 
Anti-vinculine Anti-mouse, mouse monoclonal, V9131, Sigma Aldrich 1 : 1000 

44) Quantification du glycogène 

Dans les tissus GSD Ia 

Un fragment de 100 mg de foie congelé a été ajouté à 8 volumes d’acide perchlorique 6% et lysé avec 
l’appareil FastPrep®-24 (MPbio). La quantité de glycogène a été déterminée indirectement dans le 
surnageant à un pH de 6,6-8,5. Le glycogène a été hydrolysé dans du NaOH 0,15M sous l’action de la 
chaleur, puis digéré par l’alpha-amyloglucosidase à 45°C pendant 1h. Le glucose libéré a été mesuré 
après l’ajout de 0,7 U d’hexokinase et de glucose-6-phosphate déshydrogénase en présence de 
NADPH. La production de NADH a été détectée après 30 min d’incubation à température ambiante, en 
mesurant l’absorbance à 340 nm. 

Dans les tissus GSD III 

Le glycogène a été mesuré indirectement dans les lysats tissulaires grâce à la mesure de la quantité de 
glucose libéré après une digestion complète par l’amyloglucosidase d’Aspergillus Niger (Sigma-
Aldrich). 

Les lysats de tissus ont été incubés 5 minutes à 95°C, puis refroidis à 4°C. Après ajout de 
l’amyloglucosidase, les homogénats tissulaires ont été incubés à 37°C pendant 90 minutes. Les 
réactions ont ensuite été stoppées par une incubation à 95°C pendant 5 min. Le glucose libéré a ensuite 
été dosé grâce au kit glucose GO assay kit (Sigma-Aldrich). Le glucose est oxydé en acide gluconique et 
peroxyde d’hydrogène par la glucose oxydase. Le peroxyde d’hydrogène réagit avec l’o-dianisidine, en 
présence de peroxydase, pour former un premier produit coloré après 30 minutes d’incubation à 37°C. 
L’o-dianisidine oxydée réagit avec l’acide sulfurique pour former un second produit coloré plus stable. 
L’absorbance de ce produit est déterminée à 540 nm (lecture par l’EnSpire Microplate Reader, Perkin-
Elmer). La quantité réelle de glucose libéré est calculée par différence avec les quantités de glucose 
des contrôles réalisés en absence de l’amyloglucosidase. 

5) Activité glucose-6-phosphatase 

Un fragment de 100 mg de foie a été lysé avec une solution HEPES 1%/sucrose 0,25% grâce au 
FastPrep®-24 (MPbio) and par sonication. L’activité G6Pase spécifique a été évaluée à la vitesse 
maximale (20 mmol/l de G6P) à 30°C dans les homogénats tissulaires. Les activités phosphatases non 
spécifiques ont été estimées grâce à l’hydrolyse du beta-glycerophosphate, et soustraites des mesures.  
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66) Quantification des lipides 

Les lipides hépatiques ont été extraits en suivant la procédure Folch, à partir des homogénats 
tissulaires obtenus en lisant 80 mg de foie dans un mélange chloroforme/méthanol (2/1) grâce au 
FastPrep®-24 (MPbio). Les triglycérides ont été mesurés grâce à un kit (DiaSys Diagnostic Systems 
GmbH, Holzheim, Germany). 

7) Evaluation de l’expression du facteur IX  

L’expression du facteur IX humain (hFIX) a été mesurée par un dosage ELISA-sandwich sur les plasmas 
des souris.  

Les plasmas, dilués au 1 : 1000, ont été incubés en présence d’un anticorps anti-hFIX (Goat anti-human 
factor IX, Affinity Biologicals), préalablement « coaté » sur des plaques 96 puits, pendant une nuit à 
4°C, parallèlement à une gamme étalon de protéine recombinante du FIX humain (human factor IX 
native protein, ThermoFisher). Après rinçages et incubation avec l’anticorps secondaire (Goat anti-
human factor IX-HRP, Affinity Biologicals), l’ajout du substrat de la péroxydase permet d’initier une 
réaction de chimioluminescence (OPD peroxidase substrate, Sigma Aldrich). La réaction est ensuite 
stoppée par de l’acide sulfurique. La mesure de l’absorbance a été réalisée à 450nm (lecture par 
l’EnSpire Microplate Reader, Perkin-Elmer). 

8) Quantification du nombre de copies de vecteur 

Après extraction de l’ADN génomique à partir de 20mg de tissus, le nombre de copies de génome a 
été déterminé par qPCR (LightCycler 480, Roche).  Les amorces utilisées sont les mêmes que pour la 
titration des AAV (amorces sur le promoteur hAAT, ou amorces sur les ITR). L’ADNc codant pour la 
titine a été utilisée comme contrôle interne et normalisateur. 

Amorce titine Fwd 5’ TTCAGTCATGCTGCTAGCGC 3’ 
Rev 5’ AAAACGAGCAGTGACGTGAGC 3’ 

9) Extraction d’ARN et quantification des ARNm 

Les ARN totaux ont été extraits à partir de 50mg de tissus, grâce au Trizol (Trizol reagent, Life 
technologies). 

Après une incubation avec une DNAse (1h à 37°C) (DNA-free kit, Ambion), les ARNm ont ensuite été 
rétrotranscrits en ADNc grâce au kit « RevertAID cDNA first strand synthesis » (ThermoFisher), puis 
quantifiés par qPCR (LightCycler 480, Roche) par la technique de « SYBR Green » (Maxima SYBR Green 
Mastermix, ThermoFisher). Les amorces utilisées pour quantifier les ARNm sont listées dans la Table 1 
en annexe. L’expression de chaque ARNm a été normalisée grâce à un gène de ménage, l’ARNm de 
Rpl19 (protéine ribosomale mL19). 

Les résultats ont été exprimés sous forme de ΔΔCt, et ont été représentés via une « heat map » en 
utilisant des couleurs représentant les n fois d’induction d’un gène chez les souris étudiées par rapport 
aux souris contrôles 
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110) Evaluation de la réponse immunitaire 

La réponse immunitaire a été évaluée par un dosage ELISA-sandwich sur les plasmas des souris.  

IgM et IgG anti-capside 

Les plasmas, dilués au 1 : 1000, ont été incubés en présence d’une capside AAV9, préalablement 
« coatée » sur des plaques 96 puits, pendant une nuit à 4°C, parallèlement à une gamme étalon d’IgM 
ou d’IgG (Sigma-Aldrich), selon le dosage. Après rinçages et incubation avec l’anticorps secondaire anti-
IgM-HRP ou anti-IgG-HRP (Life Technology), l’ajout du substrat de la péroxydase permet d’initier une 
réaction de chimioluminescence (OPD peroxidase substrate, Sigma Aldrich). La réaction est ensuite 
stoppée par de l’acide sulfurique. La mesure de l’absorbance a été réalisée à 450nm (lecture par 
l’EnSpire Microplate Reader, Perkin-Elmer). 

IgG anti-transgène 

Les plasmas ont été dilués au 1 : 10, puis incubés en présence de la protéine GDE recombinante 
(Origen), préalablement « coatée » sur des plaques 96 puits, pendant une nuit à 4°C, parallèlement à 
une gamme étalon d’IgG (Sigma-Aldrich). Après rinçages et incubation avec l’anticorps secondaire anti-
IgG-HRP (Life Technology), le TMB est ajouté afin d’initier une réaction de chimioluminescence (BD 
Biosciences). La réaction est ensuite stoppée par de l’acide sulfurique. La mesure de l’absorbance a été 
réalisée à 450nm (lecture par l’EnSpire Microplate Reader, Perkin-Elmer). 

D.CALCULS STATISTIQUES  

Les analyses statistiques ont été réalisées grâce au logiciel Prism-GraphPad. 

Les analyses ont été réalisées par un test de Student paramétrique ou non paramétrique (test de 
Mann-Whitney), ou un test ANOVA suivi d’un test Ad Hoc, selon le cas, comme indiqué dans chaque 
figure. Les barres d’erreurs représentent l’écart-type à la moyenne. 
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II. THERAPIE GENIQUE PAR LES VECTEURS AAV CIBLANT 

LE FOIE POUR LA GSD Ia ET LA GSD III 

A. Les défis de la thérapie génique pour la GSD Ia et la GSD III 

La thérapie génique et les vecteurs AAV recombinants ont un grand potentiel pour soigner les maladies 
hépatiques. De nombreux essais précliniques et cliniques ont démontré la stabilité de l’expression du 
transgène au niveau des hépatocytes. Cependant, ces résultats ont été obtenus dans des foies dont 
l’architecture n’est pas endommagée, comme dans l’hémophilie A et B. Dans des pathologies où le foie 
est endommagé, la transduction et la correction à long-terme des hépatocytes par un AAV sont plus 
difficiles et représentent un réel défi à ce jour. 

Les problématiques rencontrées pour traiter la GSD Ia et la GSD III par thérapie génique ont été décrites 
dans une revue que nous avons publiée en 2019140 (Jauze L, Monteillet L, et al., Challenges of Gene 
Therapy for the Treatment of Glycogen Storage Diseases Type I and Type III. Hum Gene Ther. 2019). 

Brièvement, plusieurs points rendent la thérapie génique plus difficile dans la GSD Ia et la GSD III que 
pour d’autres pathologies :

1) Transduire un foie prolifératif 

Dans la GSD Ia, en plus des hypoglycémies qui peuvent être fatales, l’atteinte hépatique est 
caractérisée par l’accumulation anormale de glycogène mais aussi par le développement d’une 
stéatose fortement liée au risque de tumorigenèse hépatique. En effet, l’accumulation de G6P dans 
les hépatocytes G6pc-/- induit un métabolisme très similaire à celui des cellules tumorales et une forte 
prolifération85,141. La stratégie thérapeutique développée pour la GSD Ia doit donc permettre de cibler 
efficacement et durablement le foie. 

Dans la GSD III, les patients sont à risque de développer une fibrose hépatique, pouvant évoluer en 
cirrhose, et dans de rares cas en CHC 103,111,113 (Figure 29). Dans les modèles murins et canins de GSD 
III, le foie est atteint dans son architecture et sa morphologie, et une fibrose s’installe et 
progresse141,142. Dans un foie fibrotique, les échanges avec le sang sont diminués. Dans ce contexte, on 
peut émettre l’hypothèse que la transduction des hépatocytes par un AAV injecté dans la circulation 
serait moins efficace que dans le cas d’un foie sain. En parallèle au développement d’une fibrose, il a 
été montré que les hépatocytes  GSD III ont un taux de prolifération élevé141, conduisant à l’apparition 
de tumeurs. 
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Figure 29: évolution de la pathologie hépatique dans la GSD III, caractérisée par l’accumulation de glycogène anormal et par 
le développement d’une fibrose pouvant évoluer en cirrhose, voir en AHC ou CHC.

D’après Sentner et al., JIMD, 2016 (103).

Ainsi, la prolifération des hépatocytes dans les foies GSD Ia est probablement la principale raison de la 
perte d’expression du transgène observé dans les études de thérapie génique réalisées dans les 
modèles animaux de GSD Ia et décrites en Introduction (voire paragraphe III, A, 4), c., ii de 
l’Introduction) ; de la même manière, il est fort probable que l’on observe une perte du transgène liée 
à la prolifération des hépatocytes dans les foies GSD III. De plus, la faible efficacité de transduction des 
foies GSD III (voire paragraphe III, A, 5), c., ii de l’Introduction) pourrait s’expliquer par le fait que les 
foies GSD III soient fibrotiques.

Du fait de la réponse immunitaire, il est aujourd’hui indispensable de ne procéder qu’à une unique 
administration de vecteur AAV chez les patients. La perte d’expression du transgène dans des foies en 
prolifération ne peut donc pas être résolue par la re-administration d’un AAV.

Ainsi, dans la GSD Ia et la GSD III, la transduction stable des hépatocytes représente un véritable défi.

22) Pré-traiterr less foiess pourr améliorerr laa transductionn dess hépatocytess 

Afin d’améliorer la transduction des hépatocytes GSD Ia et GSD III par les vecteurs AAV, il est 
envisageable de réaliser un « pré-traitement » afin de « normaliser » le foie avant l’injection des 
vecteurs AAV. Le but de cette stratégie est de réduire l’atteinte hépatique et la prolifération des foies 
GSD Ia et GSD III, afin d’éviter la dilution du transgène par la suite.

Par exemple, Pursell et al. ont mis au point des ARN interférents (ARNi) contre l’enzyme glycogène 
synthase hépatique (GYS2). Cette approche a permis la prévention de la fibrose et de la prolifération 
des hépatocytes dans GSD III et la prévention de la stéatose dans la GSD Ia141.

Autre exemple, un traitement pharmacologique avec de la rapamycine a été évalué chez un modèle 
canin GSD III : pendant 8 à 16 mois, des doses de 0,5 ou 1 mg/kg/j ont été administrées aux animaux. 
Ce traitement a permis une réduction et une prévention de l’accumulation de glycogène dans le foie, 
une prévention de la progression de la fibrose hépatique, ainsi qu’une réduction de l’accumulation de 
glycogène dans les muscles squelettiques142. La rapamycine est une molécule approuvée par les 
agences du médicament européenne (EMA, agence européenne du médicament) et américaines (FDA, 
agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux) en tant qu’immunosuppresseur pour 
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prévenir le rejet de greffe. Elle inhibe la protéine mTOR1 (complexe 1 de la cible de la rapamycine chez 
les mammifères), permettant ainsi d’inhiber la prolifération des lymphocytes B qui sont les cellules 
responsables de la sécrétion des anticorps. Cependant, mTOR est au cœur de nombreuses autres voies 
de signalisation dont la progression dans le cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, et l’autophagie. 
En particulier, la rapamycine induit l’autophagie en inhibant mTOR 143.

De plus, dans le cadre de la thérapie génique, Hösel et al. ont monté l’importance de l’autophagie dans 
la transduction des hépatocytes. En effet, le blocage de l’autophagie conduit à une transduction 
moindre du foie, tandis que l’induction de l’autophagie conduit à une augmentation de l’expression 
du transgène dans le foie. Plus précisément, la co-injection de l’AAV et de la rapamycine (dose de 3 
mg/kg) chez le primate a permis de multiplier par quatre l’expression du transgène, par comparaison 
avec un primate injecté uniquement avec de l’AAV144. 

33) Ciblerr plusieurss tissuss 

La GSD Ia et la GSD III sont des pathologies dans lesquelles plusieurs organes sont atteints.

Dans la GSD Ia, le foie et les reins sont les principaux organes touchés. Dans la GSD III, le foie, le cœur 
et les muscles squelettiques sont touchés.  Cela représente une double contrainte dans le cadre de la
thérapie génique par l’utilisation d’AAV :

- Pour cibler ces tissus, qui contrairement au foie, sont difficiles à transduire avec les vecteurs 
AAV.

- Pour corriger le phénotype : l’expression du transgène doit être suffisante dans chacun de ces 
tissus et potentiellement dans chacune des cellules.

En ce qui concerne la transduction des reins par un AAV, l’accès aux reins par la circulation sanguine 
est restreint. La filtration sanguine est réalisée au niveau du glomérule. La filtration glomérulaire est 
possible grâce à la barrière glomérulaire (Figure 30) qui est composée :

- Des cellules endothéliales qui tapissent les capillaires glomérulaires,
- De la membrane basale glomérulaire,
- Des prolongements cytoplasmiques des podocytes qui reposent sur la membrane basale 

glomérulaire.

Figure 30: glomérule et barrière glomérulaire
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Ainsi, les molécules pouvant passer passivement la barrière de filtration glomérulaire doivent être 
d’une taille inférieure aux pores entre les cellules endothéliales et aux pores créés par les podocytes 
qui mesurent au maximum 25-40 nm de diamètre145,146. Seules les substances d’un poids moléculaire 
inférieur à 68 kDa, c’est-à-dire le poids moléculaire de l’albumine, peuvent passer cette barrière.  

Les AAVs mesurent 20-25 nm de diamètre. Leur capside est composée de 60 monomères de VP (1, 2 
ou 3), pour un poids moléculaire bien supérieur à 100 kDa. Ainsi, bien que quelques AAVs peuvent en 
théorie pénétrer dans les reins, seul un passage actif permettrait aux AAVs de pénétrer de façon 
importante dans les reins.   

Etant donné que les reins sont peu transduits par une administration systémique en voie 
intraveineuse147,148, il est possible d’envisager des administrations qui favoriseraient la transduction 
des reins, en particulier les cellules du tubules contourné proximal, site d’expression de la G6Pase139,149, 
telles que : 

L’injection dans l’artère rénale : elle permet de transduire les cellules du tubule contourné 
proximal et du tubule collecteur 150. 

L’injection rétrograde hydrodynamique dans la veine rénale : elle permet de transduire le 
cortex et la médulla, en ciblant le glomérule et le tubule contourné proximal148,151. 

L’injection rétrograde transurétrale dans le pelvis rénal : elle permet de transduire les cellules 
tubulaires, en limitant la fuite du virus dans la circulation générale. Cependant, des 
obstructions de l’uretère sont fréquemment observées152,153. 

L’injection transparenchymale dans le pelvis rénal : elle permet de transduire les cellules 
tubulaires (notamment du tube contourné proximal), et les cellules du tubule collecteur dans 
une zone autour du site d’injection. Une faible transduction extra-rénale est souvent observée 
(principalement dans le foie)154. 

Dans tous les cas, le geste chirurgical est technique et doit être parfaitement maîtrisé, en 
particulier chez la souris.  

L’AAV9 a un tropisme élargi par rapport à l’AAV8 et permet de mieux transduire les reins. Cependant, 
la transduction des reins reste encore difficile et requière une dose plus importante de vecteur. Enfin, 
il faudrait aussi envisager une injection systémique concomitante pour transduire le foie efficacement, 
sans restreindre l’injection aux reins. 

Dans la GSD III, afin de cibler les différents tissus et l’ensemble des muscles squelettiques, il est 
nécessaire d’administrer le vecteur AAV par voie systémique. Le corps humain compte plus de 600 
muscles, répartis sur toute sa surface. Une administration systémique est donc nécessaire, et les 
administrations locales intramusculaires ne peuvent être envisagées que dans des pathologies où un 
muscle en particulier est plus sévèrement atteint. 

L’AAV9 permet également de transduire le foie, le cœur, et les muscles squelettiques. Contrairement 
au foie, qui est très vascularisé et capte la plupart des agents exogènes en circulation, les muscles sont 
plus difficiles à transduire et nécessitent une augmentation de la dose d’AAV, avec toutes les 
problématiques que cela implique notamment sur le plan de la réponse immunitaire (voir paragraphe 
II, D, 1 de l’introduction). 

Ainsi, dans les études cliniques, les doses d’AAV injecté par voie systémique sont de l’ordre de 6 x 1013 
– 3 x 1014 vg/kg (essais cliniques NCT02122952 et NCT03306277 pour l’atrophie spinale musculaire de 
type 1, essai clinique NCT03199469 pour la myopathie myotubulaire liée à l’X, essai clinique 
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NCT04174105 pour la GSD II ou maladie de Pompe, essais cliniques NCT03362502, NCT03368742 et 
NCT03769116 pour la myopathie de Duchenne, essai clinique NCT03652259 pour une dystrophie des 
ceintures). Ces fortes doses représentent une limite en termes d’immunogénicité et donc d’efficacité, 
mais également en termes de production.  

 

Ces différentes difficultés rencontrées pour traiter ces maladies métaboliques par thérapie génique 
ont été discutées dans une revue publiée en 2019, dans Gene Therapy : 
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BB. Essais de thérapie génique par vecteur AAV pour la GSD Ia 

et efficacité sur la correction de la pathologie hépatique à 

long-terme 

Plusieurs essais de thérapie génique réalisés chez des souris ou des chiens atteints de GSD Ia ont mené 
au développement d’un essai clinique en phase I/II débuté aux USA en 2018 (NCT03517085). Les 
résultats de cet essai sont très encourageants et indiquent que la thérapie génique avec des vecteurs 
AAV est efficace sur la régulation de la glycémie en augmentant la durée entre deux repas et en 
diminuant les prises régulières de sucres lents comme la Maïzena ou le Glycosade®82,83. Néanmoins, 
comme cela a déjà été vu dans d’autres essai cliniques30, la présence d’une réponse cytotoxique contre 
la capside AAV semble limiter l’efficacité du traitement. Pour cette raison, le développement de 
nouveaux protocoles thérapeutiques incluant une approche de thérapie génique avec une meilleure 
efficacité, et un meilleur contrôle de la réponse immune155, semble être une option thérapeutique 
prometteuse en vue d’un traitement curatif pour GSD Ia. 

Transduire les foies GSD Ia durablement est encore un réel défi. Une possibilité afin d’améliorer 
l’efficacité de la thérapie génique est d’utiliser un promoteur hépatique fort permettant l’expression 
durable du transgène dans le foie. Une autre approche est l’utilisation de la codon optimisation, qui a 
aussi été proposée comme augmentant l’expression du transgène. 

Dans cette étude, nous avons voulu comparer l‘efficacité de différentes constructions d’AAV9 
exprimant l’ADNc G6PC1 humain, dans sa version sauvage ou codon-optimisée, et sous le contrôle de 
différents promoteurs. Les versions codon-optimisées du gène humain G6PC1 ont été obtenues grâce 
à l’algorithme IDT. Leur contenu en GC s’élève à 48,46%. De plus, nous avons choisi d’utiliser les 
vecteurs AAV de sérotype 9 afin de pouvoir éventuellement transduire les reins (étude non présentée).  

Les différents promoteurs ont été sélectionnés sur la base des connaissances de la littérature. Ainsi, 
l’efficacité des promoteurs des gènes codant pour la G6PC humaine (hGPE), utilisé comme « gold 
standard » pour des approches de thérapie génique pour GSD Ia dans la littérature, et pour la G6PC 
murine (mGPE) a été comparée à celle du promoteur hAAT classiquement utilisé pour cibler 
l’expression d’un transgène sélectivement dans le foie. L’utilisation des promoteurs G6PC1 endogènes 
pourrait permettre l’expression du gène G6PC dans le foie mais également dans les reins, dans le cas 
où ce tissu serait transduit efficacement.  

Le but de cette étude a été d’évaluer la persistance de l’expression du transgène dans le foie, et son 
efficacité sur la régulation de la glycémie ainsi que sur la prévention du développement tumoral 
hépatique chez les souris L.G6pc-/-.  

1) Etude de la perte d’expression du transgène au cours du temps chez les 
souris L.G6pc-/- 

Etant donné que plusieurs études ont rapporté une perte d’efficacité de la thérapie génique dans 
plusieurs modèles animaux de GSD Ia, nous avons évalué la perte possible de l’expression du transgène 
au cours du temps grâce au suivi de l’expression d’un gène « rapporteur », mesurée tous les 3 mois 
dans la circulation sanguine.  L’intérêt d’utiliser un gène rapporteur est de pouvoir étudier la dilution 
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du vecteur AAV en s’affranchissant de l’effet thérapeutique apporté par un transgène exprimant la 
G6PC. Pour cela, nous avons injecté un vecteur AAV8 exprimant le facteur IX (AAV8-hFIX), sous le 
contrôle du promoteur hAAT, chez des souris L.G6pc+/+ et L.G6pc-/- , à l’âge adulte, à une dose de 1,5 x 
1010 vg/souris (Figure 31). Le facteur IX est produit par le foie puis secrété dans la circulation sanguine.

Figure 31: protocole d’'évaluation de la transduction de foies de souris GSD Ia et de la persistance d'expression du transgène
suivie pendant 9 mois. 

Jusqu’à 6 mois post-injection, les taux plasmatiques de facteur IX humain des souris L.G6pc-/- étaient 
similaires à ceux des souris L.G6pc+/+. Cependant, 9 mois après l’injection, la concentration plasmatique 
de FIX chez les souris L.G6pc-/- était fortement diminuée par rapport à celle des souris L.G6pc+/+ (Figure 
32A). De plus, le nombre de copies du vecteur (VGCN) dans le foie des souris L.G6pc-/- était 
significativement inférieur à celui des souris L.G6pc+/+ (Figure 32B). Ces résultats mettent en évidence 
une perte du transgène chez les souris L.G6pc-/- entre 6 et 9 mois après le traitement par thérapie 
génique, alors que l’expression d’un transgène reste stable chez les souris L. .G6pc+/+. 

Figure 32: évaluation de la perte d’expression du transgène chez les souris L.G6pc -/-

A. Concentration plasmatique du hFIX, 1, 3, 6, et 9 mois après l’injection de l’AAV. B. Nombre de copies du vecteur par 
cellule diploïde dans le foie. Les significativités ont été déterminées par un test ANOVA (panneau A) ou un test de Student

(panneau B), ** p ≤ 0,005, *** p ≤ 0,0005, les barres d’erreur représentent l’écart-type.

22) Choixx dess vecteurss AAVV permettantt dee corrigerr l’activitéé glucose-66 
phosphatasee danss lee foiee dess souriss L.G6pc-/--   

Afin d’améliorer les taux d’expression de la G6PC au niveau hépatique, l’efficacité de différentes 
constructions AAV exprimant la G6PC a été comparée chez les souris L.G6pc-/- (Figure 33).
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Figure 33: schéma des différentes constructions évaluées chez le modèle murin GSD Ia .

L’efficacité de plusieurs promoteurs a été comparée : (i) le promoteur de l’alpha antitrypsine humaine 1 (hAAT), qui est un 
promoteur spécifique des hépatocytes, (ii) le promoteur endogène humain de G6PC1 (hGPE), comprenant les nucléotides -
2864 à +1 en 5’ du gène humain G6PC1, (iii) le promoteur endogène murin de G6pc1 (mGPE), comprenant les nucléotides -

1227 à +1 en 5’ du gène G6pc1 murin. L’ADNc de la hG6PC a été utilisé sous sa forme wild-type (hG6PC), ou codon-optimisé 
(hG6PC co). Ces séquences ont été associées à l’intron de la beta globine humaine (HBB2), ou l’intron du viru s simien 40 

(SV40) ; et à un signal de polyadénylation HBB2 ou de l’hormone de croissance bovine (bGH).

Les différentes constructions ont été injectées à une dose de 1 x 1011 vg/souris à des souris L.G6pc-/- à 
l’âge adulte et l’efficacité du transgène a été évaluée 15 jours après injection. En parallèle, des souris 
L.G6pc-/- et  L.G6pc+/+ ont été injectées avec du PBS comme contrôles.

Tous les vecteurs ont permis de corriger la glycémie mesurée après un jeûne de 6 heures, avec des 
valeurs comprises entre 100 et 160 mg/dL, bien supérieures au seuil hypoglycémique de 50 mg/dl
observé chez les souris L.G6pc-/- non traitées. En particulier, les vecteurs AAV9-hAAT-G6PC co, AAV9-
hGPE-G6PC, AAV9-hGPE-SV40-G6PC, et AAV9-mGPE-G6PC ont permis d’atteindre des niveaux de 
glucose sanguin similaires à ceux des souris L.G6pc+/+ (Figure 34A). Au niveau hépatique, les vecteurs 
AAV9-hAAT-G6PC, AAV9-hAAT-G6PC co et AAV9-mGPE-G6PCont permis de réduire l’accumulation de 
glycogène, en abaissant les niveaux de glycogène à des niveaux similaires à ceux observés chez les 
souris L.G6pc+/+. Au contraire, les vecteurs AAV9-hGPE-G6PC, AAV9-hGPE-SV40-G6PC et AAV9-hGPE-
SV40-G6PC co n’ont pas permis de corriger l’accumulation de glycogène (Figure 34B). En conséquence, 
l’hépatomégalie n’a été corrigée que par les vecteurs AAV9-hAAT-G6PC, AAV9-hAAT-G6PC co et AAV9-
mGPE-G6PC (Figure 34C). L’accumulation de triglycérides, mise en évidence chez les souris L.G6pc-/-, a 
été corrigée par tous les vecteurs excepté le vecteur AAV9-hGPE-SV40-G6PC co (Figure 34D). En accord 
avec ces résultats, les vecteurs AAV9-hAAT-G6PC, AAV9-hAAT-G6PC co et AAV9-mGPE-G6PC ont 
permis de corriger complètement l’activité G6Pase, alors qu’elle était significativement plus faible avec 
les vecteurs AAV9-hGPE-G6PC, AAV9-hGPE-SV40-G6PC et AAV9-hGPE-SV40-G6PC co, représentant 
environ 18% à 45% de l’activité wild-type. Il est important de souligner que les deux vecteurs hAAT
semblent les plus efficaces puisque leur transduction a permis d’obtenir des valeurs d’activité G6Pase 
hépatiques plus élevées que les souris L.G6pc+/+ (Figure 34E), alors que le nombre de copies de vecteur 
par hépatocytes était similaire pour tous les vecteurs (Figure 34F). L’efficacité des promoteurs hAAT
et mGPE a été confirmée par western blot. En effet, bien que tous les vecteurs aient permis 
l’expression de la protéine G6PC, les vecteurs AAV9-hAAT-G6PC, AAV9-hAAT-G6PC co et AAV9-mGPE-
G6PC ont permis d’exprimer des taux plus élevés de la protéine G6PC au niveau du foie, en accord avec 
les niveaux d’activité G6Pase (Figure 34G).

De façon intéressante, les vecteurs avec la version codon optimisé de hG6PC n’ont pas permis une 
meilleure correction du phénotype. 
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Figure 34: évaluation de l’efficacité, à court terme, des vecteurs AAV9 exprimant la G6PC humaine sous le contrôle de 
différents promoteurs chez les souris L.G6pc-/-

Les différents vecteurs ont été décrits sur la figure 34. Comme indiqué (co), certains vecteurs comportent une séqu ence 
codon optimisée. Des lots de souris L.G6pc-/- ont été injectés avec différents vecteurs à une dose de 1 x 1011 vg/souris, 6 

semaines après le traitement au tamoxifène. Les analyses ont été conduites 15 jours après les injections. Les souris L.G6pc+/+

ont été utilisées en contrôle ; les valeurs moyennes des souris L.G6pc+/+ sont repérées par une ligne en pointillés. A. Glycémie 
après un jeûne de 6 heures. B. Quantité de glycogène hépatique. C. Poids du foie exprimé en pourcentage du poids de la 

souris. D. Quantité de triglycérides hépatiques. E. Activité G6Pase dans le foie. F. VGCN par cellule diploïde dans le foie. G.
Expression de la G6PC1 dans le foie analysée par Western blot. Les significativités ont été déterminées par un test ANOVA, #
p ≤ 0,05, ## p ≤ 0,005, ### p ≤ 0,0005, #### p ≤ 0,0001 versus les souris L.G6pc+/+ ; , * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,005, *** p ≤ 0,0005, 
**** p ≤ 0,0001 versus les souris L.G6pc-/- PBS ; $ p ≤ 0,05, $$ p ≤ 0,005, $$$$ p ≤ 0,0001 versus les souris L.G6pc-/- hAAT ; £

p ≤ 0,05, ££ p ≤ 0,005 versus les souris L.G6pc-/- hAAT co ; les barres d’erreur représentent l’écart-type.

33) Etudee dee l’efficacitéé àà long-termee dess différentss vecteurss 

L’efficacité des vecteurs les plus prometteurs à court-terme, c’est-à-dire les vecteurs exprimant le gène 
G6PC1 humain wild-type sous le contrôle des promoteurs hAAT et mGPE a été comparée pendant 6 
mois, par rapport au promoteur hGPE, généralement utilisé dans les essais précliniques récents. Les 
vecteurs ont été injectés aux souris L.G6pc-/- à la dose de 2,5 x 1011 vg/souris, à l’âge adulte.  

Dès le premier mois après l’injection des vecteurs, la glycémie a été corrigée à des valeurs similaires
de celles des souris L.G6pc+/+, quel que soit le vecteur AAV injecté (Figure 35A, B). Cette correction se 
maintient jusqu’à 6 mois après l’injection, alors que les souris L.G6pc-/- développent une hypoglycémie 
après 6h de jeûne (Figure 35B). De même, les trois vecteurs ont permis une normalisation des taux de
glycogène dans le foie (Figure 35C) et une correction de l’hépatomégalie (Figure 35D). De façon 
surprenante, la quantité de triglycérides n’était pas augmentée de façon significative chez les souris 
L.G6pc-/- par rapport aux souris L.G6pc+/+, et aucune accumulation des triglycérides hépatiques n’a été 
observée chez les souris traitées (Figure 35E). En lien avec ces résultats, l’activité de la G6Pase a été 
corrigée par les trois vecteurs (Figure 35F). 
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Ces résultats indiquent que les trois vecteurs permettent d’exprimer des niveaux de G6Pase similaires 
à ceux des souris L.G6pc+/+, de corriger le phénotype hépatique des souris L.G6pc-/- et de maintenir une 
glycémie post-absorptive similaire à celle des souris saines, jusqu’à 6 mois après l’injection des 
vecteurs. Il est cependant important de noter que l’efficacité des vecteurs hAAT et mGPE semble être 
légèrement supérieure (Figure 35F), alors que la transduction du foie est similaire pour tous les 
vecteurs (Figure 35G). 
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B. 
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E. 
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Figure 35: suivi à long-terme des souris L.G6pc-/- injectées avec les vecteurs exprimant le gène G6PC1 sous le contrôle des 

promoteurs hAAT, hGPE ou mGPE. 

Des lots de souris L.G6pc-/- ont été injectés avec différents vecteurs  à 2,5 x 1011 vg/souris, 6 semaines après le traitement au 
tamoxifène. Les souris L.G6pc+/+ ont été utilisées en contrôle ; les valeurs moyennes des souris L.G6pc+/+ sont repérées par 

une ligne en pointillés.  Les analyses ont été conduites 6 mois après le traitement. A. Suivi de la glycémie tous les mois après 
un jeûne de 6 heures. B. Glycémie 6 mois après l’injection des vecteurs. La glycémie a été mesurée après un jeûne de 6 

heures. C. Quantité de glycogène hépatique.  D. Poids du foie exprimé en pourcentage du poids de la souris E. Quantité de 
triglycérides hépatiques. F. Activité G6Pase dans le foie. G. VGCN par cellule diploïde dans le foie. Les significativités ont été 

déterminées par un test ANOVA, ### p ≤ 0,0005, #### p ≤ 0,0001 versus les souris L.G6pc+/+ ; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,005, *** p ≤ 
0,0005, **** p ≤  0,0001 versus les souris L.G6pc-/- PBS; les barres d’erreur représentent l’écart-type. 

44) Etude de l’efficacité des différents vecteurs sur la prévention du 
développement de tumeurs hépatiques 

En plus du maintien de la glycémie post-prandiale au cours du temps, le but de la thérapie génique 
dans le cadre de la GSD Ia est aussi de prévenir l’atteinte hépatique et le développement de tumeurs 
hépatiques qui s’ensuit. L’efficacité des constructions a donc été évaluée dans un contexte de 
développement tumoral accéléré pendant 7 à 8 mois. Après l’injection des vecteurs à la dose de 2,5 x 
1011 vg/souris, les souris L.G6pc-/- ont été nourries avec une régime HF/HS (« high fat »/ « high 
sucrose ») connu pour accélérer le développement tumoral puisque 80-90% des souris L.G6pc-/- 
développent des AHC/CHC après 9 mois de régime85.  

L’injection des trois vecteurs a permis de corriger la glycémie mesurée après 6h de jeûne pendant les 
premiers mois de traitement. En revanche, à partir du 7ème mois, cette correction est seulement 
partielle (Figure 36A, B). De la même façon, les trois vecteurs ont permis une correction seulement 
partielle de l’accumulation du glycogène, sans normalisation des taux de glycogène au niveau des 
souris L.G6pc+/+. A noter, les taux de glycogène hépatique ont tendance à être plus faibles chez les 
souris traitées avec le vecteur hAAT (Figure 36C). En lien avec ces résultats, l’activité G6Pase des souris 
traitées avec le vecteur hAAT est similaire à celle des souris contrôles.  Les vecteurs hGPE et mGPE 
n’ont permis qu’une correction partielle de l’activité G6Pase hépatique, représentant 33% et 55% de 
l’activité des souris L.G6pc+/+ contrôles, respectivement (Figure 36D). En revanche les taux de 
transduction des trois vecteurs semblent similaires (Figure 36E).  
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Figure 36: suivi à long-terme des souris L.G6pc-/- injectées avec les vecteurs sous le contrôle des promoteurs hAAT, hGPE et 
mGPE, dans des conditions accélérant le développement tumoral 

Des  souris L.G6pc-/- ont été injectées avec différents vecteurs  à 2,5 x 1011 vg/souris, 6 semaines après le traitement au 
tamoxifène et ont été nourries par un régime HF/HS. Les analyses ont été conduites 7 à 8 mois après les injections. A. Suivi 

de la glycémie pendant 8 mois. La glycémie a été mesurée après un jeûne de 6 heures. B. Glycémie lors de la mise à mort. C. 
Quantité de glycogène hépatique.  D. Activité G6pase dans le foie. E. VGCN par cellule diploïde dans le foie. Les 

significativités ont été déterminées par un test ANOVA, ## p ≤ 0,005, #### p ≤ 0,0001 versus les souris L.G6pc+/+ ; ** p ≤ 
0,005, *** p ≤ 0,0005, **** p ≤  0,0001 versus les souris L.G6pc-/- PBS -, les barres d’erreur représentent l’écart-type. 
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Après 7 à 8 mois, 29% des souris L.G6pc-/- ont développé des tumeurs macroscopiques (taille 
supérieure à 0,5 x 0,5 cm), alors que 8% des souris L.G6pc+/+ ont développé des tumeurs. De façon 
intéressante, seuls 12% des souris injectées avec les vecteurs sous le contrôle du promoteur hAAT ont 
développé des tumeurs, démontrant un effet préventif des vecteurs sur l’apparition des tumeurs. Au 
contraire, le traitement par lesvecteurshGPE et mGPE ne semble pas prévenir l’apparition de tumeurs, 
puisque l’incidence tumorale est similaire à celle du groupe de souris L.G6pc-/- non traitées (Table 4). 

L. G6pc+/+ PBS L. G6pc-/- PBS hAAT hGPE mGPE
Nombre total de souris 24 17 17 18 16

Souris ayant développé des tumeurs (%) 2 (8%) 5 (29%) 2 (12%) 5 (28%) 4 (25%)
Nombre total de tumeurs 2 6 7 19 5

Table 4: développement tumoral chez les souris L.G6pc-/- après administration de vecteurs AAV.

Seuls les nodules macroscopiques, visible lors du prélèvement du foie et de taille supérieure à 0,2 cm ont été comptabilisés.

De façon surprenante, 19 tumeurs avaient un diamètre supérieur à 0,5 cm dans le groupe des souris 
traitées avec le vecteur hGPE, alors que seules 5 à 7 tumeurs avaient un diamètre supérieur à 0,5 cm
dans les foies des souris L.G6pc-/- non traitées ou traitées avec les vecteurs hAAT et mGPE. L’analyse 
histologique des tumeurs est en cours. Les colorations HPS montrent une amélioration du phénotype 
hépatique chez les souris L.G6pc-/- traitées avec le vecteur hAAT (Figure 37).

A.
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Figure 37: développement tumoral chez les souris L.G6pc-/- sous un régime HF/HS après injection d'AAV. 

A. Images représentatives des foies lors de la mise à mort. L’échelle représente 1cm sur l’image. B. Images représentatives
de colorations HPS (Hémalun, phloxine, safran) de foies tumoraux. L’échelle (30 μm) est indiquée sur les images.

Ces résultats confirment la perte d’expression des vecteurs AAV dans les hépatocytes GSD Ia au cours 
du temps puisque les glycémies post-prandiales des souris sont plus faibles après 8 mois de traitement 
comparées aux premiers mois de traitement. Cependant, le vecteur hAAT a permis une prévention du 
développement tumoral par rapport aux souris L.G6pc-/- non traitées ou les souris L.G6pc-/- traitées 
avec les vecteurs mGPE et hGPE.

En conclusion, cette étude a permis de corriger le phénotype hépatique jusqu’à 7-8 mois après 
l’injection et de prévenir la formation de tumeurs hépatiques grâce au vecteur hAAT. Nous avons 
également développé un vecteur d’expression de la G6PC sous le contrôle du promoteur G6PC murin, 
mGPE, qui s’est révélé efficace et qui a permis de corriger le phénotype hépatique de la GSD Ia, sans 
toutefois égaler le promoteur hAAT. De façon surprenante, le promoteur hGPE, utilisé dans les études 
pré-cliniques récentes37,79,80,102,156, est moins efficace que le vecteur sous le contrôle du promoteur 
hAAT et ne permet pas de prévenir le développement tumoral hépatique dans notre modèle murin.

Des analyses supplémentaires portant sur le développement tumoral suite à l’injection des vecteurs, 
notamment le vecteur hGPE, restent à réaliser. Notamment, il serait intéressant d’étudier le 
métabolisme et sa correction ou non par chaque vecteur, en évaluant l’expression des gènes et des 
protéines dont l’expression est la plus altérée dans les hépatocytes GSD Ia 85. De plus, des études 
d’intégration de l’AAV sont nécessaires, afin d’évaluer si le développement tumoral est lié ou non à 
l’insertion des vecteurs ou de fragments de vecteur dans le génome des hépatocytes transduits.
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CC. THERAPIE GENIQUE PAR AAV CIBLANT LE FOIE POUR LA 

GLYCOGENOSE DE TYPE III 

1) Caractérisation des dommages hépatiques et de la tumorigenèse dans la 
GSD III 

Le défaut enzymatique responsable de la GSD III conduit à un métabolisme altéré et entraîne des 
dommages hépatiques. Avant d’envisager un traitement, nous avons débuté la caractérisation de ces 
dommages et de leurs conséquences à la fois en termes de fonctionnalité de l’hépatocyte, mais aussi 
dans le cadre d’approches de thérapie génique. Dans cette étude, nous avons particulièrement étudié 
les conséquences des perturbations du métabolisme sur le développement tumoral chez des souris 
âgées de 14 mois.  

a. Altérations du métabolisme hépatique chez les souris Agl-/- 

Chez des souris Agl-/- âgées de 3 mois, le déficit en GDE a conduit à une accumulation de glycogène 
anormal, dit « dextrine limite » dans le foie112., Cette accumulation de glycogène a été retrouvée chez 
des souris Agl-/- âgées de 14 mois (Figure 38A), entrainant une hépatomégalie (Figure 38B). Elle est 
associée à une diminution des taux de glucose et de G6P hépatique disponibles (Figure 38C, D). En 
accord avec les faibles taux de substrat (G6P), l’activité G6Pase est diminuée (Figure 38E). En 
conséquence, les souris Agl-/- présentent une glycémie plus faible que les souris saines (104,5 mg/dL 
chez les souris Agl-/-, contre 139,4 mg/dL chez les souris Agl+/+), même à l’état nourri (Figure 38F). 

Cependant, il faut noter que l’expression de la glycogène phosphorylase hépatique (PYGL), impliquée 
dans la dégradation des chaînes non branchées du glycogène, semble augmentée (analyse statistique 
non réalisable). De même, l’expression de la GAA, impliquée dans la dégradation lysosomale du 
glycogène, semble augmentée (analyse statistique non réalisable). Les augmentations de PYGL et de 
GAA pourraient être un moyen pour la cellule hépatique de diminuer l’accumulation de glycogène, 
tout en lui permettant de produire une faible quantité de glucose nécessaire à son fonctionnement.  
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A. B. 

C. D.

E. 
F.

G.

Figure 38: altérations du métabolisme glucidique chez les souris Agl -/-âgées de 14 mois

A. Mesure du glucose produit après dégradation du glycogène dans le foie chez des souris Agl-/- (barres rouges) et de souris 
Agl+/+ de 14 mois (barres noires). B. Poids du foie exprimé en pourcent du poids de la souris. C. Concentration de glucose 

hépatique. D. Concentration de glucose-6-phosphate hépatique. E. Activité G6Pase dans le foie. F. Glycémie, à l’état nourri. 
G. Expression protéique de la glycogène phosphorylase hépatique (PYGL) et de l’alpha-glucosidase acide (GAA). L’expression 
des protéines est rapportée à celle de la vinculine. Les significativités ont été déterminées par un test de Student, * p ≤ 0,05, 

*** p ≤ 0,0005, **** p ≤ 0,0001, les barres d’erreur représentent l’écart-type.
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En plus de ce métabolisme glucidique modifié, le métabolisme lipidique est également altéré. En raison 
du faible taux de G6P (Figure 38D), les souris Agl-/- n’accumulent pas de triglycérides ni de cholestérol 
au niveau hépatique (Figure 39A, B), avec des concentrations inférieures à celles des souris saines. De 
même, la lipidémie (triglycérides, cholestérol, acides gras non estérifiés) est diminuée chez les souris 
Agl-/- par rapport aux souris wild-type (Figure 39C-E).  

A.  

 

B. 

 
C. D.  E.  

Figure 39 : altérations du métabolisme lipidique chez les souris Agl-/- âgées de 14 mois 

A. Quantité de triglycérides dans le foie chez des souris Agl-/- (barres rouges) et de souris Agl+/+ de 14 mois (barres noires). B. 
Quantité de cholestérol dans le foie. C. Triglycéridémie mesurée à l’état nourri. D. Cholestérolémie mesurée à l’état nourri. E. 
Taux sanguins d’acides gras non estérifiés (NEFA) mesurés à l’état nourri. Les significativités ont été déterminées par un test 

de Student, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,005, *** p ≤ 0,0005, les barres d’erreur représentent l’écart-type. 

L’altération des métabolismes glucidiques et lipidiques a été confirmée par l’étude de l’expression 
génique des enzymes impliquées dans ces voies. Au niveau transcriptomique, on observe une 
diminution de l’expression des enzymes impliquées dans la glycolyse, la lipogenèse de novo, et la 
synthèse du cholestérol ; mais également de l’expression des enzymes de la dégradation des acides 
gras et du cholestérol (Figure 40), ce qui explique l’absence de stéatose dans les foies des souris Agl-/-. 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 
 

Figure 40: analyse des profils d'expression des gènes impliqués dans le métabolisme glucidique et lipidique chez les souris 
Agl-/- 

A. Liste des gènes analysés. B. Fonctions et voies métaboliques des gènes étudiés : la glycolyse (glycolysis), la 
néoglucogenèse (GNG), la lipogenèse de novo (DNL), la β oxydation des acides gras (β oxidation). C. Heatmap indiquant les 

niveaux d’expression des gène, mesurés par RT-qPCR, chez des souris Agl-/- de 14 mois, normalisés par rapport à ceux des 
souris wild-type Agl+/+. L’échelle (en n fold) est indiquée en code couleur sous les graphiques.  

Ainsi, ces résultats montrent l’absence d’activation de la voie glycolytique et une diminution de la 
synthèse et de l’oxydation des lipides dans le foie des souris Agl-/- de 14 mois. Les faibles concentrations 
intracellulaires de glucose et de lipides suggèrent une déplétion énergétique dans ces cellules. Une 
autre voie pouvant fournir de l’énergie aux cellules est la synthèse des corps cétoniques. Cependant, 
des données préliminaires n’ont pas montré de différences entre les souris Agl+/+ et Agl-/- (non montré). 

En conclusion, les souris Agl-/- âgées de 14 mois accumulent, au niveau du foie, du glycogène sous 
forme de dextrine limite, avec une activation concomitante de la dégradation et de la synthèse du 
glycogène, responsable des faibles taux de G6P intracellulaires.  Par conséquent, les taux de glucose 
intracellulaire sont très faibles, conduisant à des glycémies plus faibles que les souris saines, même à 
l’état nourri. La lipogenèse de novo étant normalement activée dans les conditions d’excès de glucose,  
les souris Agl-/- ne développent pas de stéatose hépatique, contrairement aux souris atteintes de GSD 
Ia92. Les taux de lipides intrahépatiques étant faibles chez les souris Agl-/-, la voie d’oxydation des lipides 
est diminuée en l’absence de substrats.  Dans les conditions de cette étude, c’est à dire à l’état nourri, 
la néoglucogenèse n’est pas activée et le glucose ne peut être produit qu’à partir du glycogène 
synthétisé en masse, mais sans permettre de maintenir une glycémie normale.  

bb. Etude de la fibrose hépatique chez les souris Agl-/- 

Comme observés chez les patients ayant une GSD III, les taux transaminases plasmatiques ASAT sont 
élevés chez souris Agl-/- (Figure 41A). En revanche, les taux transaminases ALAT ne sont pas augmentés 
(Figure 41B). Ces résultats suggèrent une atteinte hépatique mais aussi musculaire. Le dosage de la 
créatine kinase plasmatique devrait permettre de confirmer l’atteinte musculaire.  
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Dans un premier temps, nous avons confirmé la présence d’une fibrose hépatique chez les souris Agl-
/-. L’analyse histologique a permis de mettre en évidence de grandes plages de tissu fibreux dans les 
foies des souris Agl-/- (Figure 41C). La microscopie électronique à transmission (MET) met en avant 
l’accumulation de collagène dans les foies GSD III (Figure 41D), contrairement aux foies des souris 
« wild-type ». 

La transformation du tissu hépatique en tissu fibreux est marquée par une forte expression de facteurs 
marqueurs d’une fibrose, en particulier du facteur profibrotique TGF-β1. Le TGF-β1 est une cytokine 
essentielle à la fibrogenèse hépatique. Produite par les cellules de Kupffer, elle augmente la synthèse 
des collagènes de type I, III, et IV, des protéoglycanes, et de glycoprotéines par les cellules stellaires 
hépatiques. Cette voie est activée suite à une inflammation du tissu hépatique, qui est caractérisée 
chez les souris Agl-/- par l’augmentation de l’expression des marqueurs de l’inflammation TNFα et Il6 
(Figure 41E). En parallèle, une augmentation de l’expression des gènes clés induits par le TGF-β1 et 
associés au développement d’une fibrose (PAI ou actine α) a été mise en évidence dans le foie des 
souris Agl-/- (Figure 41F). De plus, l’expression des facteurs impliqués dans le développement d’une 
transitio-épithéliomésenchymateuse, comme la vimentine (Vim) est fortement induite dans le foie des 
souris Agl-/-. In fine, la transformation des CSH en myofibroblastes conduit à une augmentation de la 
synthèse de collagène au niveau hépatique, qui se traduit par une augmentation de l’expression de 
l’ARNm du gène codant pour la chaîne 1 du collagène (Figure 41F). 

Ainsi, nos données suggèrent une forte inflammation et le développement d’une fibrose dans le foie 
des souris atteintes de GSD III. 
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A. B. 

C.

D.

E. F.

Figure 41: étude de la fibrose dans le foie des souris Agl-/-

A. Taux sanguin de transaminase  AST chez des souris Agl-/- (barres rouges) et de souris Agl+/+ de 14 mois (barres noires. B.
Taux sanguin de transaminase ALT. C. Coloration de foies au rouge sirius (les fibres de collagène sont colorées en rouge). D.
Microscopie électronique à transmission sur des foies. L’échelle est indiquée sur les images. Les flèches jaunes indiquent les 

fibres de collagène. E. Expression des ARNm de différents marqueurs de l’inflammation. F. Expression des ARNm de 
différents marqueurs de fibrose hépatique. Les significativités ont été déterminées par un test de Student, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 

0,005, *** p ≤ 0,0005, , **** p ≤ 0,0001, les barres d’erreur représentent l’écart-type.
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cc. Etude de la tumorigenèse hépatique chez les souris Agl-/- 

i. Caractérisation des tumeurs hépatiques chez les souris Agl-/- 

Dans la colonie de souris GSD III, environ 30% des souris Agl-/- âgées de 14 mois développent des 
tumeurs macroscopiques (diamètre > 2mm), avec une plus forte incidence chez les femelles (68%) 
(Table 5). Ce dimorphisme sexuel pourrait être dû aux différentes imprégnations hormonales chez les 
mâles et les femelles.  

Tumeurs macroscopiques (visibles à l’œil nu) Oui Non 
Nombre de souris (%) 

- Dont mâles 
- Dont femelles 

19 (30.6%) 
- 6 (32%) 
- 13 (68%) 

43 (69.4%) 
- 22 (51%) 
- 21 (49%) 

Nombre de tumeurs 
- Dont AHC 
- Dont nodules différenciésA 
- Dont CHC 

22 
- 7 (31.8%) 
- 5 (22.7%) 
- 10 (45.5%) 

 

Nombre médian de tumeurs par souris 1  

Table 5: fréquence des tumeurs chez les souris Agl-/- de 14 mois. 

Les tumeurs comptabilisées sont celles qui ont été observées lors du prélèvement des foies, en surface, et dont la taille est 
supérieure à 2 mm. A Les nodules différenciés font ici référence à des nodules en transition entre AHC et CHC.  

A 14 mois, près de 70% des nodules classés histologiquement sont des nodules différenciés, c’est-à-
dire en cours de transformation vers un CHC, et 30 % ont été identifiés comme un CHC (lecture réalisée 
par le Dr J. Calderaro, anatomopathologiste, Hôpital Henri Mondor, Créteil) (Table 5 et Figure 42A). La 
caractérisation histologique a également montré que ces tumeurs sont associées dans le foie péri-
tumoral à une fibrose de grade F1 à F3. 

De façon tout à fait intéressante, le marqueur de carcinome hépatique AFP (alpha-fœtoprotéine) 
permet de différencier les souris Agl-/- ayant développé des tumeurs hépatiques de celles qui n’ont pas 
développé de tumeurs puisque les taux d’AFP plasmatiques étaient significativement plus élevés chez 
les souris avec tumeurs (Figure 42B). De même, l’expression du suppresseur de tumeurs PTEN 
(phosphatase and TENsin homolog), un régulateur du cycle cellulaire, était diminuée chez les souris 
Agl-/- (Figure 42C).  
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A.

B. C.

Figure 42: caractérisation du développement de tumeurs hépatiques chez les souris Agl-/-

A. Images représentatives de coloration HPS de foies de souris Agl+/+, Agl-/-, de tumeurs de type AHC et CHC. L’échelle est 
indiquée sur les images. B. Niveaux d’AFP plasmatiques chez les souris Agl+/+wild-type (barres noires), et les souris Agl-/-

n’ayant pas (-) (barres rouges) ou ayant développé (+) (barres bleues) de tumeurs macroscopiques. C. Expression de l’ARNm 
du gène PTEN chez les souris Agl+/+wild-type (barres noires), et les souris Agl-/- KO (barres rouges). Les différences 

significatives ont été déterminées par un test ANOVA (panneau B) ou un test de Student (panneau C), * p ≤ 0,05, les barres 
d’erreur représentent l’écart-type. AHC : adénome hépatocellulaire. CHC : carcinome hépatocellulaire.

ii. Altérations des signalisations conduisant au développement tumoral chez les souris Agl-/-

Des analyses de MET ont montré une forte dilatation du réticulum endoplasmique (RE), qui pourrait 
rendre compte d’un fort stress du réticulum (Figure 43).
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Figure 43: observation de la dilatation du réticulum endoplasmique dans les foies Agl -/-

Images obtenues par microscopie électronique à transmission (MET). L’échelle est indiquée sur les images. Les flèches jaunes 
indiquent le réticulum endoplasmique dilaté.

Les données que nous avons obtenues montrent un stress du RE, qui peut mener par diverses 
signalisations à une adaptation de la cellule à ce stress ou bien à la mort cellulaire. Des études de 
caractérisation des différentes voies du stress du réticulum chez les souris Agl-/- sont en cours au 
laboratoire.  

22) Stratégiess dee thérapiee géniquee pourr laa GSDD IIII 

a. Etudee dee laa transductionn duu foiee parr unn vecteurr AAV chezz less souriss Agl-/- 

Comme décrit ci-dessus, les foies des souris Agl-/- sont endommagés en raison d’une fibrose, due à une 
inflammation hépatique, et au développement tumoral qui s’ensuit.

Dans ce contexte, nous pouvons émettre plusieurs hypothèses quant à la transduction des foies GSD 
III :

(i) En raison de la fibrose hépatique, l’efficacité de transduction des foies GSD III peut être 
réduite par rapport à celle de foies sains.

(ii) En raison de la prolifération liée à la tumorigenèse, il est possible qu’on observe une perte 
d’expression du transgène due à un effet de dilution, comme observé chez les souris 
nouveau-nés dont le foie est en croissance99 ou chez les souris GSD Ia (voire paragraphes 
III, A, 4), c, ii de l’Introduction ; II, A, 1) des Résultats ; et II, B, 1) des Résultats).

Afin d’élucider ces questions, nous avons étudié la transduction des foies GSD III en parallèle à celle de 
foies de souris wild-type. Pour cela, des souris Agl+/+ et Agl-/- de 6 mois ont été injectées avec un vecteur 
AAV exprimant le gène humain du facteur de coagulation IX (hFIX) sous le contrôle du promoteur hAAT
à 1,5 x 1010 vg/mouse (Figure 44).
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Figure 44: protocole d’'évaluation de la transduction de foies de souris GSD III et de la persistance d'expression du transgène

Un mois après l’injection, l’expression du transgène était similaire dans les souris Agl+/+ et Agl-/- (Figure 
45A). Cela démontre que la problématique d’expression hépatique du transgène dans GSD III n’est pas 
due à un blocage de la transduction causé par la fibrose comme dans d’autres pathologies157.

Cependant, avec le temps, l’expression du transgène a diminué (Figure 45B) : les taux de FIX 
plasmatiques ont été divisés par 5 chez les souris Agl-/- à 9 mois post-injection, par rapport à la première 
mesure, alors que les taux de FIX sont très similaires chez les souris saines de 1 à 9 mois après l’injection 
des vecteurs. De plus, le nombre de vecteurs par hépatocytes était fortement diminué chez les souris 
Agl-/-  par rapport aux souris saines (Figure 45C). Ces résultats démontrent une dilution des formes 
épisomales du vecteur dans un foie en prolifération141 chez les souris Agl-/-.

A. B.

C.

Figure 45: perte d'expression du transgène dans le foie des souris Agl-/- au cours du temps

A. Expression du facteur IX humain dans le plasma de souris Agl-/- 1 mois après l’injection d’AAV à une dose de 1,5 x 1010

vg/souris.. B. Perte d’expression du facteur IX humain dans le plasma de souris Agl-/- au cours du temps, par rapport à 1 mois 
post-injection. C. Nombre de copies du génome vectoriel dans le foie. Les significativités ont été déterminées par un test de 
Student (panneau A), par ANOVA (panneau B), ou par un test de Mann-Whitney (panneau C), # p ≤ 0,05, les barres d’erreur 

représentent l’écart-type.
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bb. Associationn thérapeutiquee rapamycine-AAVV pourr lee traitementt dee laa GSDD IIII 

Afin de transduire efficacement les hépatocytes, nous avons utilisé un promoteur tandem LiMP (liver 
and muscle promoter, promoteur foie et muscles) qui associe un enhancer hépatique (ApoE, enhancer
du gène humain de l’apolipoprotéine E), fusionné au promoteur hépatique hAAT, et à un promoteur 
musculaire synthétique (spC5.12). Son efficacité a déjà été démontrée dans un modèle murin de la 
maladie de Pompe34. De plus, nous avons évalué l’intérêt de pré-traiter les hépatocytes afin de réduire 
leur prolifération, ce qui permettrait une correction à long-terme du phénotype hépatique de la GSD 
III grâce au vecteur AAV codant la GDE (AAV9-LiMP-GDE overlapping, AAV9-LiMP-GDEov).

Dans ce contexte, nous avons évalué le potentiel de l’association d’un traitement à la rapamycine, 
connue pour activer l’autophagie dans le foie144, et de la thérapie génique dans notre modèle murin 
de GSD III. Pour cela, nous avons traité des souris Agl-/- de 6 mois quotidiennement avec de la 
rapamycine à 1,5mg/kg/j pendant un mois, puis administré 2 x 1012 vg/souris d’AAV9-LiMP-GDEov. 

Suite à cette injection, le traitement par rapamycine a été continué pendant 14 jours (Figure 46).

Figure 46:  protocole de la co-thérapie rapamycine et  vecteur AAV9-LiMP-GDE overlapping et interventions

Dans un premier temps, nous avons analysé l’effet du traitement pharmacologique par rapamycine 
seul, car l’injection intrapéritonéale fréquente de rapamycine (à une dose de 1,5 mg/kg, trois fois par 
semaine, une semaine sur deux158) est connue pour entraîner une perte de poids chez la souris158,159. 
Comme attendu, le traitement par la rapamycine à une dose de 1,5 mg/kg/j pendant 6 semaines a 
entraîné une légère perte de poids chez les souris Agl+/+, d’environ 13%, qui est retrouvée chez les 
souris Agl-/- injectées ou non avec le rAAV (19  et 11%, respectivement) (Figure 47A).

Après un mois de traitement, le traitement à la rapamycine n’a pas permis d’améliorer la glycémie 
(Figure 47B), ni la fonction musculaire (Figure 47C) des souris Agl-/- non traitées par thérapie génique. 
L’effet de la rapamycine sur l’induction de l’autophagie dans le foie et les muscles des souris Agl-/- est 
en cours d’analyse. 
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A. 

 
 

B. C. 

Figure 47: effet d’un traitement à la rapamycine pendant un mois dans un modèle murin GSD III  

A. Différence de poids après 6 semaines de traitement quotidien par la rapamycine, à une dose de 1,5 mg/kg, entre le début 
(J-28 avant l’injection de l’AAV)) et la fin (J+14 après l’injection de l’AAV) du traitement par la rapamycine. B. Glycémie après 

un mois de traitement par la rapamycine, à la dose de 1,5 mg/kg/j, en l’absence de jeûne. C. Test du wire hang après un 
mois de traitement par la rapamycine, à la dose de 1,5 mg/kg/j. Les significativités ont été déterminées par ANOVA, # p ≤ 

0,05, les barres d’erreur représentent l’écart-type. 

Au niveau hépatique, trois mois après l’injection des vecteurs, l’expression de la protéine GDE était 
similaire entre les souris Agl-/- qui ont reçu l’association thérapeutique par rapport aux souris Agl-/- qui 
n’ont reçu que l’AAV (Figure 48A). Néanmoins, l’expression a été suffisante pour diminuer 
l’accumulation de glycogène à des niveaux similaires à ceux des souris Agl+/+ dans les deux groupes de 
souris injectées avec l’AAV (Figure 48B), ainsi que pour corriger la glycémie (Figure 48C). Le traitement 
par la rapamycine n’a pas eu d’influence sur le nombre de copies du vecteur (Figure 48D). 

Ainsi, la transduction du foie des souris Agl-/- par les vecteurs AAV9-LiMP-GDEov a permis de corriger 
le glycémie et prévenu l’accumulation de glycogène hépatique sur une durée de 3 mois post-injection. 
En revanche, le prétraitement des souris Agl-/- par la rapamycine n’a pas permis d’améliorer le 
phénotype hépatique obtenu après thérapie génique.  
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A.

B. C.

D. 

Figure 48: effets de la co-thérapie AAV-rapamycine au niveau hépatique dans un modèle murin de GSD III

A. Expression et quantification de la protéine GDE détectée par western blot dans le foie des souris Agl-/- trois mois après 
l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine. B. Quantification du glycogène. C. Glycémie des souris 

mesurée à l’état nourri. D. VGCN dans le foie. Les significativités ont été déterminées par un test de Student, ou par ANOVA
selon le cas, # p ≤ 0,05, ## p ≤ 0,005, ### p ≤ 0,0005, #### p ≤ 0,0001 versus les souris Agl+/+ ; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,005, *** p 
≤ 0,0005, **** p ≤ 0,0001 versus les souris Agl-/- PBS, ££ p ≤ 0,005, £££ p ≤ 0,0005, ££££ p ≤ 0,0001 versus les souris Agl-

/- PBS traitées par la rapamycine, les barres d’erreur représentent l’écart-type.

Au niveau cardiaque, trois mois après l’injection des vecteurs, l’expression de la protéine GDE était 
similaire chez les souris Agl-/- traitées par AAV avec ou sans la rapamycine (Figure 49A). La thérapie
génique a permis de corriger partiellement l’accumulation du glycogène, sans impact du traitement à 
la rapamycine (Figure 49B). De plus, le traitement par la rapamycine n’a pas modifié le nombre de 
copies du vecteur dans le cœur (Figure 49C).
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A.

B. C.

Figure 49: effets de la co-thérapie AAV-rapamycine au niveau cardiaque dans un modèle murin de GSD III

A. Expression et quantification de la protéine GDE détectée par western blot dans le cœur des souris Agl -/-, trois mois après 
l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine. B. Quantification du glycogène. C. Glycémie des souris 

mesurée à l’état nourri. D. VGCN dans le cœur. Les significativités ont été déterminées par un test de Student, ou par ANOVA
selon le cas, # p ≤ 0,05,  #### p ≤ 0,0001 versus les souris Agl+/+ ; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,005, **** p ≤ 0,0001 versus les souris 

Agl-/- PBS, £££ p ≤ 0,0005, ££££ p ≤ 0,0001 versus les souris Agl-/- PBS traitées à la rapamycine, les barres d’erreur 
représentent l’écart-type.

Au niveau des muscles squelettiques, la thérapie génique a permis de détecter l’expression de la GDE 
au niveau des triceps et des quadriceps. De façon intéressante, l’expression de la GDE était augmentée 
chez les souris Agl-/- traitées avec l’AAV+rapamycine par rapport aux souris traitées uniquement avec 
l’AAV, dans le triceps et le quadriceps (Figure 50A). Cela s’est traduit par une diminution de 
l’accumulation du glycogène plus importante chez les souris Agl-/- traitées avec l’AAV+rapamycine 
qu’avec l’AAV seul (Figure 50B, C). Le nombre de copies du vecteur dans les muscles n’a pas été modifié 
par le prétraitement à la rapamycine. (Figure 50E,F). Ces données suggèrent que la rapamycine 
n’augmente pas l’efficacité d’entrée des AAV dans les cellules, en accord avec ce qui a déjà été 
décrit144.

De même, un mois et demi après l’arrêt du traitement à la rapamycine, la force musculaire a été 
significativement améliorée chez les souris traitées avec la combinaison thérapeutique, contrairement 
aux souris traitées uniquement avec l’AAV (Figure 50D).
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Figure 50: effets de la co-thérapie AAV-rapamycine au niveau des muscles squelettiques dans un modèle murin de GSD III

A. Expression et quantification de la protéine GDE détectée par western blot dans le triceps et le quadriceps des souris Agl-/-,
trois mois après l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine. B. Accumulation du glycogène dans le triceps 
des souris Agl, trois mois après l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine. C. Accumulation du glycogène 
dans le quadriceps des souris Agl, trois mois après l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine . D. Test du 

wire hang trois mois après l’injection d’AAV associé ou non à un traitement rapamycine. E. Vector genome copy number 
dans le triceps. G. Vector genome copy number dans le triceps. Les significativités ont été déterminées par un test de 

Student, ou par ANOVA selon le cas, # p ≤ 0,05, ## p ≤ 0,005, ### p ≤ 0,0005, #### p ≤ 0,0001 versus les souris Agl+/+ ; * p ≤ 
0,05, ** p ≤ 0,005, *** p ≤ 0,0005, **** p ≤ 0,0001 versus les souris Agl-/- PBS, ££ p ≤ 0,005, £££ p ≤ 0,0005, ££££ p ≤ 

0,0001 versus les souris Agl-/- PBS traitées à la rapamycine les barres d’erreur représentent l’écart-type.

Ainsi, la co-thérapie AAV-rapamycine a potentialisé l’effet de l’AAV au niveau des muscles 
squelettiques dans cette étude, sans apporter d’avantage sur le foie ou le cœur. 

Afin de déterminer les mécanismes derrière cet effet, nous avons dans un premier temps évalué la 
réponse immunitaire. En effet, la rapamycine a un effet immunosuppresseur, donc une forte réponse 
immunitaire dans le groupe injecté et non traité à la rapamycine pourrait expliquer ces différences.

Chez les souris Agl-/-, AAV, la concentration d’immunoglobulines M (IgM) anti-AAV9 était très faible 
(Figure 51A), alors que la concentration d’immunoglobulines G (IgG) anti-AAV9 était élevée, avec une 
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augmentation entre 14 et 28 jours puis une stabilisation jusqu’à 3 mois après l’injection (Figure 51B). 
Ce schéma de conversion des IgM anti-AAV9 en IgG anti-AAV9 est classique et connu. 

Chez les souris Agl-/-, AAV traitées à la rapamycine, la concentration d’IgM anti-AAV9 était d’abord 
élevée 14 jours après l’injection de l’AAV puis a diminué avec le temps (Figure 51A), alors que la 
concentration d’IgG anti-AAV9 était faible, et n’a augmenté qu’à partir de deux mois après l’injection 
avant de se stabiliser (Figure 51B). Le traitement à la rapamycine a donc retardé la conversion des IgM 
anti-capside en IgG anti-capside, ce qui explique « l’accumulation » d’IgM 14 jours après l’injection, et 
l’augmentation des IgG seulement à partir de deux mois après l’injection138. De façon intéressante, on 
peut noter que bien que des IgG anti-AAV9 apparaissent à deux mois après injection, leur 
concentration reste inférieure à celle des souris Agl-/- injectées avec l’AAV seul. 

Concernant la réponse immunitaire anti-transgène, le co-traitement avec la rapamycine n’a pas 
modifié les taux d’IgG anti-GDE qui sont apparus à partir d’un mois, à des niveaux faibles (Figure 51C). 

A. B.  C. 

 
Figure 51: réponse immunitaire dans un modèle murin de GSD III suite à une co-thérapie AAV-rapamycine 

A. Taux d’IgM anti-capside (AAV9) 14 jours, 28 jours, et 2 mois chez les souris Agl-/- après l’injection d’AAV, en combinaison 
ou non avec un traitement rapamycine. B. Taux d’IgG anti-capside (AAV9) 14 jours, 28 jours, 2 mois et 3 mois après 

l’injection d’AAV, en combinaison ou non avec un traitement rapamycine. C. Taux d’IgG anti-transgène GDE 14 jours, 28 
jours, 2 mois et 3 mois après l’injection d’AAV, en combinaison ou non avec un traitement rapamycine. Les significativités 

ont été déterminées par ANOVA, *** p ≤ 0,0005, **** p ≤ 0,0001, les barres d’erreur représentent l’écart-type. 

La faible réponse immunitaire anti-transgène dans le groupe non traité à la rapamycine démontre que 
la meilleure efficacité observée dans le groupe traité à la rapamycine n’est pas due à une réponse 
immunitaire mieux maîtrisée. 

Afin de confirmer que la réponse immunitaire n’est pas responsable des différences d’efficacité, il 
serait intéressant d’évaluer la présence de lymphocytes T CD8+ dans les muscles squelettiques. En 
effet, les lymphocytes T CD8+ sont responsables d’une réponse immunitaire cytotoxique. La présence 
d’infiltrats dans les muscles pourrait signifier qu’une réponse immunitaire conduit à l’élimination des 
cellules musculaires transduites par l’AAV, ce qui pourrait expliquer la baisse de l’accumulation de 
glycogène dans ces tissus. 

Enfin, les colorations hématoxyline éosine des triceps et des quadriceps de souris Agl-/- montrent un 
effet bénéfique de l’association AAV et rapamycine sur la correction du phénotype musculaire dans le 
triceps. On observe moins de clarifications cellulaires, et une architecture des fibres musculaires plus 
semblable à celle des souris Agl+/+  (Figure 52).  
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Figure 52: images représentatives de triceps et de quadriceps de souris Agl-/-, traitées ou non par thérapie génique associée 
au traitement par la rapamycine

Coloration HE (hématoxyline et éosine). Echelle 50 μm.
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III. THERAPIE GENIQUE PAR LES VECTEURS AAV CIBLANT 

LE FOIE POUR L’HYPOPHOSPHATEMIE LIEE AU 

CHROMOSOME X 

A. Contexte de la publication : utilisation du foie en tant que 

bio-usine 

L’XLH est une maladie affectant les tissus minéralisés, tels que les os et les dents, due à des mutations 
dans le gène PHEX. La protéine PHEX étant principalement exprimée dans les tissus minéralisés, une 
approche de thérapie génique par l’utilisation de vecteurs AAV semble peu envisageable car ces tissus 
ne seront pas ou très peu transduits. De plus, comme nous l’avons décrit plus haut (voir paragraphe, 
III, B, 4 de l’introduction), la seule réexpression de PHEX dans les os ne suffit pas à corriger le phénotype 
XLH, dans un modèle murin137. 

Le mécanisme physiopathologique tel que décrit à ce jour met en jeu le FGF-23, un facteur 
phosphorégulateur produit par les ostéoblastes qui est responsable de la fuite du phosphate dans les 
urines au niveau rénal, conduisant à un défaut de minéralisation. Ainsi, le seul paramètre connu et 
pouvant être régulé au niveau systémique est l’augmentation du FGF-23 dans la circulation. Empêcher 
l’action du FGF-23 semble efficace puisqu’un traitement récent est l’injection tous les 15 jours 
d’anticorps anti-FGF23.  

Dans cette étude, notre objectif était de faire produire par le foie une protéine sécrétée dans la 
circulation sanguine et pouvant bloquer l’action du FGF-23 endogène. Nous avons développé un 
vecteur exprimant un compétiteur du FGF-23 endogène (cFGF-23) qui devrait inhiber l’action du FGF-
23 endogène et permettre la réabsorption du phosphate dans la circulation sanguine (Figure 53). Les 
différents candidats pour neutraliser l’effet de FGF-23 ont été obtenus à partir du C-terminal FGF-23 
(acides aminés 180 à 251 du FGF-23 naturel). Nous avons évalué différentes cassettes d’expression du 
cFGF-23 afin d’augmenter son expression et sa stabilité. Ainsi, nous avons évalué l’intérêt de conserver 
la séquence du peptide signal naturel (nucléotides 1 à 72 de la séquence du FGF-23 naturel), ou de la 
remplacer par un peptide signal issu de la chymotrypsinogen B2 (sp7)1. Certains candidats ont été 
fusionné à l’albumine, via un signal de clivage provenant de la séquence du FIX (cFIX), ou directement. 

Nous avons donc développé une thérapie génique ciblant le foie grâce à un vecteur AAV8 exprimant 
notre compétiteur cFGF-23 sous le contrôle du promoteur fort hépatique (hAAT), in vivo chez la souris 
HypDuk, modèle animal reproduisant la pathologie. 
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Figure 53: stratégie de thérapie génique pour l'XLH

Le foie est la cible d’un AAV codant un compétiteur du FGF-23 (cFGF-23) modifié pour être sécrétable. Les hépatocytes 
transduits produisent et sécrètent le cFGF-23 dans la circulation sanguine. Le cFGF-23 atteint ainsi les reins, où par 

compétition avec le FGF-23 endogène, il permet la réabsorption du phosphate dans la circulation générale, permettant ainsi 
la minéralisation des tissus osseux.

De plus, il est important de noter que le traitement de la XLH doit être initié très tôt pour permettre la 
minéralisation des os lors de leur croissance.  Il convient donc, dans le cadre d’une thérapie génique 
qui consiste en une unique injection de vecteurs AAV, d’agir en amont ou au début de cette croissance 
osseuse. Cette période correspond aux cinq premières semaines de vie de la souris.

Dans cette étude, nous avons traité des souris HypDuk de 1 mois avec une dose de 1 x 1012 vg/souris. 
Dans les souris HypDuk, l’expression de cFGF-23 dans la circulation sanguine a permis de restaurer des 
niveaux d’ALP normaux et l’expression du transporteur du phosphate rénal, permettant ainsi une 
meilleure absorption du phosphate au niveau rénal. En conséquence, la minéralisation des os des 
souris traitées a été améliorée, et la micro- et macro-architecture des os était similaire à celle des 
souris wild-type. Ainsi, la croissance (gain de taille totale, gain de poids, gain de taille de la queue), 
mais aussi la force musculaire des souris HypDuk traitée, ont aussi été améliorées par la thérapie 
génique.

BB. Publicationn   
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Abstract

Adeno-associated virus (AAV) gene therapy reached clinical maturity and are now the vector 

of choice for in vivo gene transfer. Although AAV gene therapy approaches were developed to 

efficiently target multiple tissues, the liver still represents an ideal target for AAV vectors due 

to the high target efficacy, specificity and stability, the advantageous immunologica l

environment, and the extended clinical expertise available.

X-linked hypophosphatemia (XLH) is a rare disease due to increased fibroblast growth factor 

23 (FGF23) secretion from bones resulting in phosphate wasting in kidneys. Decreased 

circulating phosphate is the primary cause of severe skeletal deformities and short stature that 

greatly affect patients’ quality of life. Conventional treatment for XLH requires life-long 

repeated supplementation of phosphate and active vitamin D analogs and is associated with 

severe long-term side effects and poor compliance. Recently, the use of Burosumab (Crysvita®, 

Ultragenyx and Kyowa Kirin), a monoclonal antibody for FGF23, has been proposed as an 

alternative treatment. 

Based on the central role of overactive FGF23 pathway in the pathophysiology of XLH, here 

we devised a liver-targeted AAV gene therapy strategy to inhibit FGF23 signaling and rescue 

bone pathology with a single injection. Secretion of an FGF23 competing factor (cFGF23) by

the liver of a murine model of XLH led to restoration of impaired skeletal phenotype and 

reduction of osteomalacia in Hyp-Duk mice. 

Our data provide proof-of-concept to the use of AAV liver gene therapy for the treatment of 

XLH, a prototypical disease associated to overexpression of soluble factors in AAV-refractory 

tissues, thus expanding the reach of this therapeutic modality and providing novel options for 

the treatment of this disease category.



122 
 

Main

X-linked hypophosphatemia (XLH, OMIM # 307800, incidence: 3.9/100,000 births)1 is the 

most common form of genetic rickets associated to increased levels of fibroblast growth factor 

23 (FGF23). Inactivating mutations in the phosphate-regulating endopeptidase homolog X-

linked (PHEX) gene lead to increased FGF23 secretion from osteocytes and osteoblasts 

inducing renal phosphate-wasting, hypophosphatemia and impairing the endogenous 

production of active vitamin D (1,25(OH)2vitamin D) via the inhibition of 1α-hydroxylase and 

the activation of 24-hydroxylase2. Chronic hypophosphatemia and low or inappropriate ly 

normal levels of active vitamin D lead to mineralization failure that clinically manifests in 

children as osteomalacia, severe skeletal deformities and short stature and in adults as 

pseudofractures, precocious and progressive osteoarthritis and enthesopathies1,3-5 which 

reduced significantly the quality of life in the latter category of XLH patients6.

Standard treatment for XLH consists of multiple daily intakes of oral phosphate to compensate 

the renal wasting, and active vitamin D analogs to counteract the deficiency. Although 

commonly prescribed from infancy to the end of growth, the multiple daily doses are often 

associated to poor treatment compliance and to side effects at long term1,3,4,7.

Recently, reduced FGF23 signaling through its neutralization by a monoclonal antibody 

(burosumab, Crysvita®, Ultragenyx) was proposed7-14. In children with XLH, bi-weekly 

subcutaneous injection of Burosumab resulted in healing of rickets, improvement of impaired 

biochemical parameters and physical ability, and reduction in patient-reported pain and 

functional disability7,10,11. In adult patients, 6-12 months treatment with Burosumab had an 

impact on the main features of XLH in adult life by accelerating the healing of active fractures 

and pseudofractures, and reducing the stiffness and pain9,13,14. However, the high costs1,15,16 and 

the hurdles associated to the repeated administrations of the monoclonal antibody1 together with 

the possible insurgence of immunologic reactions17 may represent a limitation toward a broader 

application of the antibody treatment. The robust preclinical models18-20 and the extensive 

clinical data available together with the existing medical need, make of XLH a prototypical 

disease to develop innovative strategies to address bone diseases.

The use of adeno-associated virus (AAV) for in vivo gene replacement reached the maturity 

and a number of clinical trials supported the safety and efficacy of this strategy21-24. Among the 

different tissues targeted by AAV, the liver represents an ideal candidate due to its easy 

accessibility, its elevated capacity to secrete proteins and the immune tolerant environment25.
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Importantly, liver gene therapy with AAV has been used not only to replace missing enzyme 

activity in hepatocytes but also to secrete proteins, mainly lysosomal, and mediate cross-

correction of genetic diseases at a systemic level26-30. On the other hand, bone-targeted AAV 

gene therapy is at the very beginning mainly due to the poor accessibility of this tissue after 

systemic injection of the viral vector.

Here, we engineered a FGF23 neutralizing factor encoded by an AAV vector targeted to the 

liver. Our data, obtained in a classical mouse model of XLH, support the feasibility of the use 

of liver gene therapy to treat the skeletal manifestations of a prototypical disease associated to 

enhanced secretion of a soluble factor in bones, a tissue refractory to direct AAV gene transfer.

Design of AAV-cFGF23 vector and in vitro and in vivo efficacy evaluation.

The c-terminal fragment of FGF23 (amino acids 180-251 of the human FGF23, cFGF23) 

competes with the native FGF23 for the binding to the FGF23 receptor/Klotho complex31.

However, cFGF23 administered as recombinant protein, was rapidly eliminated from the 

circulation and required multiple administrations per week in preclinical models, despite the 

fusion with the stabilizing Fc region of IgG132. To develop a stable, highly secreted form of 

cFGF23, we fused the human cFGF23 with the signal peptide of chymotrypsinogen B2 (sp729)

and with human albumin as such or through a cleavable linker derived from human coagulation 

factor IX33 (cFIX, Fig.1A). The constructions were transfected in human hepatoma cells (Huh-

7) in parallel with native human FGF23 and wild-type and codon-optimized versions of cFGF23

coding DNA fused with the FGF23 native signal peptide or sp7. Western blot analysis indicated 

that native FGF23 was efficiently produced and secreted in the medium of transfected Huh-7

cells (Fig.1B, Supplementary Fig.1A). As expected, low levels of the cFGF23 fragment were 

detected despite codon optimization (co) or fusion with the sp7 signal peptide, possibly due to 

its poor stability in the extracellular medium (Fig.1C). The fusion of cFGF23co with sp7 and

albumin with or without the cFIX linker greatly improved the secretion in the extracellular 

medium possibly by stabilization of the resulting fusion protein (Fig.1B,C, Supplementary 

Fig.1A).

cFGF23co constructs fused with sp7 and albumin with or without the cFIX linker were then 

tested in vivo and compared to cFGF23 fused with sp7. AAV8 vectors expressing those

transgenes under the transcriptional control of the liver-specific apolipoprotein E enhancer, 
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human alpha-1-anti-trypsin promoter (hAAT) were injected in six week-old wild-type (WT)

C57BL/6J mice at the dose of 1 x 1012 vg/mouse (Fig.1D-F, Supplementary Fig.1B,C). One 

month after vector injection, mice were bled to measure the expression of the three cFGF23co

variants by Western blot. No bands with a size compatible with cFGF-23co were detectable in 

mice injected with the AAV expressing cFGF-23co fused with sp7 (Fig.1D, Supplementary 

Fig.1B). Bands corresponding to the molecular weight of cFGF23co-albumin chimeric proteins 

were revealed in mice injected with vectors expressing albumin fusion proteins (Fig.1D, 

Supplementary Fig.1B). Mice receiving the AAV vector expressing the cFGF23co-albumin 

fusion containing the cFIX cleavable linker showed significantly higher levels of circulating 

fusion protein and cleaved FGF23 when compared to its counterpart lacking cFIX (Fig.1D,E, 

Supplementary Fig.1B), despite similar transduction as demonstrated by vector genome copy 

number (VGCN) per diploid genome in liver (Supplementary Fig.1C). Importantly, only mice 

injected with the AAV vector expressing the cFGF23co-albumin fusion with the cFIX cleavable 

linker showed increased phosphate levels compared to control animals (Fig.1F). These data 

support the hypothesis that the truncated FGF23 is unstable when expressed both in vitro and 

in vivo. They also suggest that the fusion with albumin, together with the inclusion of a 

cleavable linker allow for the efficient secretion of an active cFGF23 in circulation after AAV-

mediated liver gene transfer.

In mice, a natural deletion of the murine Phex gene leads to increased circulating FGF23, 

decreased sodium/phosphate co-transporter (NaPi2a) expression in kidney and the consequent 

phosphate wasting underlying the bone disease in XLH2,19. To verify if liver mediated secretion 

of the cFGF23-albumin fusion was able to rescue phosphate wasting in Hyp-Duk mice, a 

murine  model of XLH19, an AAV8 vector expressing the cFGF23co-albumin fusion with the 

cFIX cleavable linker (AAV-cFGF23) was injected in 4-weeks-old Hyp-Duk mice at the dose 

of 1 x 1012 vg/mouse (Hyp-Duk, AAV). PBS-injected Hyp-Duk mice (Hyp-Duk, PBS) and WT

littermates (WT, PBS) were used as controls (Fig.1G). Under these experimental conditions, a

single injection of the liver-targeted AAV-cFGF23 (Supplementary Fig.1D), restored the 

expression of NaPi2a in the kidney of AAV injected animals, with levels of expression that 

were similar to those measured in WT littermates both at mRNA (Fig.1H) and protein level 

(Fig.1I). Surprisingly, despite the complete restoration of NaPi2a expression in kidney, we 

observed only a tendency to the increase in blood phosphate levels in Hyp-Duk mice treated 

with AAV-cFGF23 (Fig.1J) possibly due to the increased phosphate uptake in bones.
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Selective competition of the cFGF23 fragment with FGF23 for the FGF23 receptor/Klotho 

complex binding is associated with increased serum phosphate without impacting the synthesis 

of 1,25(OH)2vitamin D32 implicated in the formation of ectopic calcifications34. To verify the 

safety profile of our construction, we evaluated the levels of expression of 1 -hydroxylase, the 

principal enzyme in the synthesis of the active form of the vitamin D, 1,25(OH)2vitamin D. 

Three months after AAV-cFGF23 vector injection no difference were observed among groups 

in the levels of expression of 1 -hydroxylase in kidney, the primary site of active vitamin D 

production (Supplementary Fig.2A). Consistently, circulating levels of 1,25(OH)2vitamin D 

were unchanged among groups (Supplementary Fig.2B). Ectopic calcifications, i.e. calcium 

phosphate deposits in soft tissues other than bones, are a consequence of increased calcium and 

phosphate levels and low FGF23 signaling35. Calcium levels in blood measured at sacrifice 

were significantly decreased in untreated Hyp-Duk mice and were restored to levels similar to 

those measured in WT animals in Hyp-Duk mice treated with AAV-cFGF23, without further 

increase (Supplementary Fig.2C). No evidence of kidney calcification was shown by Von 

Kossa staining in the kidney of animals of the three groups (Supplementary Fig.2D).

Three months after vector injection, micro computed tomography (micro-CT) analysis showed 

complete restoration of the bone defective mineralization (Fig.2A). In particular, AAV

treatment in Hyp-Duk mice completely rescued three important parameters describing the 

trabecular structure, namely the bone volume–to–total volume ratio (Fig.2B), the number of 

trabecules per mm (Fig.2C) and the trabecular separation (Supplementary Fig.3A) to value 

similar to those measured in WT animals. Significant rescue of the trabecular thickness and

trabecular pattern factor was indicative of the improvement in bone microarchitecture

(Supplementary Fig.3B,C). AAV-cFGF23 treatment also improved the structure of the cortical 

bone (Fig.2D) such as the cortical thickness and the ratio cortical to total cross-sectional area 

(Fig.2E,F). Improved bones structure was further confirmed by histological analyses. Von 

Kossa staining of proximal tibia showed significant increase of the calcified bone in the

ossification zone in AAV-treated Hyp-Duk mice (Fig.2G). The poorly mineralized matrix, the

osteoid, largely present in untreated Hyp-Duk mice was substituted with calcified bone after 

treatment with AAV-cFGF23 with levels similar to those measured in WT animals (Fig.2G,H).

Consequently, AAV-treated Hyp-Duk mice showed fainter alkaline phosphatase (ALP)

staining, a marker of osteogenic cell differentiation, compared to untreated Hyp-Duk mice

displaying a strong ALP activity at the periphery of the accumulated osteoid. In addition, 

tartrate-resistant acid phosphtase (TRAP) staining, a marker of bone-resorbing cell, was 
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observable along mineralized trabecules in AAV-treated Hyp-Duk mice similar to WT mice 

(Supplementary Fig.3E,F). 

Consistently with the amelioration of the bones structure, we observed significant improvement 

of the growth plate structure, responsible for bone elongation as visualized by Safranin O 

staining (Fig.2I). In control Hyp-Duk mice, the columnar structure of chondrocytes in growth 

plates was severely disorganized, which resulted in the abnormal thickening of the growth plate 

structure. AAV-cFGF23 treatment restored the columnar structure of the chondrocytes and

decreased the total thickness of the growth plate (Fig.2I). Consistently, blood levels of total 

ALP, being a good marker of skeletal health, was significantly decreased in Hyp-Duk mice 

treated with AAV-cFGF23 when compared with PBS-treated Hyp-Duk (Fig.2J).

These results indicate that AAV-cFGF23 treatment in one month-old animals normalized bone 

mineralization and growth plate abnormalities. We next evaluated the effect of liver gene 

therapy on the restoration of long bones growth. AAV-cFGF23 injection promoted the 

elongation of femur and tibia in treated mice together with a general amelioration of the bones 

structure with a reduction of the distorted epiphysis and diaphysis typically observed in Hyp-

Duk bones (Fig.3A-D). Phenotypically, AAV-treated Hyp-Duk animals were larger (Fig.3E)

with significant improved weight overtime (Fig.3F). Consistently with the elongation observed 

in long bones (Fig.3A-D),we observed a partial rescue overtime of body and tail length in Hyp-

Duk mice after AAV-cFGF23 treatment, suggestive of a general positive effect on the 

longitudinal bones elongation (Fig.3G,H).

Osteoarticular rachitic manifestations are typical in XLH adult patients6 and were reported also 

in hypophosphatemic mice36. We then evaluated the effect of the treatment on sacroiliac 

arthritis. As expected, untreated Hyp-Duk mice showed multiple erosions and an irregular 

aspect of the cortical board at micro-CT scan with higher sacroiliac score compared to WT 

animals (Fig.3I,J and Supplementary Table 2). In AAV-treated Hyp-Duk mice the treatment 

rescued signs of sacroiliac arthritis both in terms of morphology and sacroiliac score (Fig.3I,J

and Supplementary Table 2). In addition total body micro-CT scan showed that AAV-treated 

Hyp-Duk presented similar skeleton features to WT mice with a restoration of vertebral body

hypertrophy (Supplementary Fig.4A,B). Consistently with an improved bone architecture, a

significant reduction in the number of falls in four limb hanging test was seen in AAV-treated 

Hyp-Duk mice three months after vector injection to levels similar to those measured in WT 

animals (Supplementary Fig.4C).
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Discussion

Clinical results define AAV as the vector of choice for in vivo gene therapy. Despite the wide 

application of AAV vectors to correct gene defects in multiple tissues, refractory tissues to 

AAV vectors represent an important barrier to a wider application of AAV gene therapy. XLH 

is a pathology due to a molecular defect in the production of FGF23 in bones that results in an 

overactive FGF23 pathway in the kidney and poor bone mineralization. XLH is an ideal model 

of cell non-autonomous diseases due to increased function of soluble factors produced in tissues 

hardly targeted by AAV gene therapy.  Here we propose an innovative strategy to interfere with 

the function of a soluble factor to target refractory tissues by using liver as a bio-factory to 

secrete a soluble factor interfering with the FGF23 signaling, overactivated in XLH. 

Through optimization of the delivery platform, we demonstrated that the inhibition of the 

FGF23 signaling in kidney through liver-targeted expression of cFGF23 resulted in increased 

expression of the NaPi2a transporter and complete rescue of bone mineralization and 

osteomalacia in a mouse model of XLH. In addition, differently from the monoclonal anti-

FGF23 antibody treatment8, AAV-cFGF23 did not increase blood levels of active vitamin D, 

expression of 1 -hydroxylase and calcium deposition in kidneys, thus providing a better safety 

profile.  On the other hand, the partial restoration of bone length that we reported, might result 

from the administration of the AAV vector to one-month-old animals. At this age, the growth 

plate, the developmental center for endochondral ossification involved in linear growth is 

almost completely mature in a mouse37. One potential limitation of our approach is the dose of 

AAV used to express cFGF23 in mouse liver. However, our construction is based on the human 

cFGF23 which is not conserved in mice (66% of identity) and is likely to have poor docking to 

the murine FGF23 receptor. Further investigation in species with higher percent of conservation 

i.e. non-human primates (95% of identity), will allow for a better definition of the target dose 

in humans. 

In conclusion, our results provide proof-of-concept of the use of the liver-targeted AAV gene 

therapy in XLH. It also supports the use of liver as a platform to secrete factors able to modulate 

pathways in tissues refractory to AAV gene therapy further pushing the boundaries of this 

technology, to expand the number of diseases potentially tackled and ultimately increase 

patients’ access to therapy.
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Methods 

Methods and any associated references are available in the online version of the manuscript 

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the online version 

of the manuscript.
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Figure 1.  Engineering of the cFGF23 transgene for liver expression results in decreased FGF23 

signalling in kidney in a mouse model of XLH. A. Description of the FGF23-derived transgene 

constructions. The native FGF23 signal peptide (sp) was replaced with a heterologous signal 
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peptide (sp7). Amino acids 180-251 of human FGF23 constitutes the truncated FGF23 

(cFGF23) that was codon optimized (co) and fused with amino acids 25-609 of human albumin 

with or without a cleavable linker derived from amino acids 182-200 of human coagulation 

factor IX (cFIX). B,C. Western-blot quantification of FGF23 isoforms (cFGF23, FGF23 and 

FGF23-Albumin fusion) expression in the medium of Huh-7 transfected cells. B.

Representative Western blot. C. Quantification of the FGF23 isoforms secreted in the medium 

of Huh-7 cells transfected with the indicated constructs. D-F. C57Bl6/J mice were injected with 

1 x 1012 vg/mouse of AAV8 vector expressing sp7-cFGF23co, sp7-cFGF23co-Alb or sp7-

cFGF23co-cFIX-Alb under the transcriptional control of the hAAT promoter. D.

Representative Western blot of the levels of FGF23 isoforms measured in blood one month 

after vector injection. E. Quantification of the expression of cFGF23-Alb fusion in blood. F.

Blood phosphate levels measured one month after vector injection. G-J. One-month-old Hyp-

Duk mice were injected with 1 x 1012 vg/mouse of AAV8 expressing sp7-cFGF23co-cFIX-Alb 

(AAV-cFGF23) and sacrificed three months after injection. PBS-injected WT and Hyp-Duk 

mice served as controls. G. Experimental design. H. Expression of the NaPi2a transporter

mRNA in kidney I. Expression of the NaPi2a transporter (arrows) in the kidneys, obtained by 

immunohistochemistry. Scale bar is indicated in the pictures. J. Blood phosphate levels 

expressed as % of levels measured in WT mice measured three months after treatment.

Statistical analyses were performed by ANOVA in C (**p<0.01 vs. intact FGF23; # p<0.05 and 

## p<0.01 vs. cFGF23 measured in cells transfected with native FGF23) and in F, H, J (*p < 

0.05; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns: non significant), and by Student’s t test in E (**p < 

0.01). All data are shown as mean ± SD (n=14-16 mice per group).
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Figure 2.  AAV-cFGF23 treatment rescues bone microarchitecture, mineralisation, and growth 

plate morphology. One-month-old Hyp-Duk mice were injected with AAV-cFGF23 at 1 x 1012

vg/mouse and sacrificed three months after the injection to evaluate the efficacy of AAV-

cFGF23 on bones microarchitecture. PBS-injected WT and Hyp-Duk mice served as controls .
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A. Micro-CT images of the trabecular bone from femur. B. Bone to total volume ratio in the 

trabecular bone, expressed in percent. C. Trabecular number, expressed as trabecules/mm. D.

Micro-CT images of the cortical bone from femur. E. Cortical area to total cross-section area 

ratio, expressed in percent. F. Thickness of the cortical bone wall, expressed in mm. G. Von 

Kossa staining performed on the proximal tibia, highlighting mineralisation (in dark). Red 

arrows indicate the enlarged areas of non-mineralized collagenous matrix (osteoid, in light 

blue), a characteristic feature of osteomalacia in untreated Hyp-Duk mice. H. Quantification of 

osteoid in histological series of Von Kossa stainings, expressed in percent of total bone area. I.

Safranin O staining of the proximal tibia, highlighting the structure of proximal metaphyseal 

growth plate (in red). Red arrows indicate the abnormal presence of hypertrophic chondrocytes 

in untreated Hyp-Duk mice compared to WT mice. J. Blood levels of alkaline phosphatase 

measured three months after the injection of the AAV-cFGF23 or PBS. Statistical analyses were

performed by ANOVA (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns: non 

significant). All data are shown as mean ± SD (n=4-6 mice per group in H, n=14-16 mice per 

group in B,C,E,F,J).
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Figure 3.  AAV-cFGF23 increases bone growth at whole body level and rescues sacroiliac joint 

structure. One-month-old Hyp-Duk mice were injected with AAV-cFGF23 at 1 x 1012

vg/mouse and sacrificed three months after the injection. Mice were monthly measured starting 

from day zero to evaluate the morphometric parameters. PBS-injected WT and Hyp-Duk mice 

served as controls. A. Micro-CT image of the femur acquired three months post-injection. B.

Femur length as measured on the micro-CT images. C. Micro-CT image of the tibia acquired 

three months post-injection. D. Tibia length as measured on the micro-CT images. E. Picture 

of PBS-treated WT and Hyp-Duk mice treated with PBS or AAV-cFGF23 taken three months 

after the injection. The dashed line represents the beginning of the tail. F-H. Morphometric 
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parameters measured before and 1, 2 and 3 months after AAV-cFGF23 or PBS treatment in 

WT and Hyp-Duk animals. F. Body weight. G. Body size. H. Tail length. I. Micro-CT images 

of sacroiliac joint three months after the injection. Multiple erosions and irregular cortical board 

are indicated with red arrows. J. Micro-CT evaluation of sacroiliac joint structure 3 months 

after AAV-cFGF23 or PBS injections. Statistical analyses were performed by ANOVA in B, D 

and J (**** p < 0.0001, ns: non significant), two-way ANOVA in F-H (# p < 0.05 versus WT,

PBS, * p < 0.05 versus Hyp-Duk, PBS). All data are shown as mean ± SD (n=10-16 mice per 

group).
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Supplementary Figure 1.  Selection of an AAV-cFGF23 candidate and in vivo assessment. 

Legend: A. FGF23 (native, or cFGF23) expression in the medium of the transfected cells, n=3.

B. cFGF23 expression in the blood of all the injected C57Bl6/J mice, and its ponceau dye. C. 

Vector genome copy number per diploid cell in liver, in the C57Bl6/J mice. D. Vector genome 

copy number per diploid cell in liver, in the Hyp-Duk mice. All data are shown as mean ± SD. 

Statistical analysis in C was performed by ANOVA (*p < 0.05).

Supplementary Figure 2. Therapeutic and adverse effect of the AAV-cFGF23 treatment

Legend: Hyp-Duk mice were injected with 1 x 1012 vg/mouse of the candidate and sacrificed 

three months after the injection, for in vivo assessment of the functionality of the cFGF23. PBS-

injected WT and Hyp-Duk mice served as controls. A. Expression of the Cyp27b1 gene (coding 

for 1-alpha-hydroxylase) in the kidneys, three months after AAV-cFGF23 or PBS injections.  

B. Blood levels of 1,25(OH)2vitaminD three months after AAV-cFGF23 or PBS injections. C.

Blood calcium levels three months after AAV-cFGF23 or PBS injections. D. Representatives 

images of Von Kossa staining of the kidneys. All data are shown as mean ± SD. Statistical 

analyses were performed by ANOVA (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns: non 

significant). AAV: adenovirus-associated vector; cFGF23: c-terminal tail of fibroblast growth 

factor 23; 1,25(OH)2vitaminD: 1,25-dyhydroxy-vitamin D. 

Supplementary Figure 3. Impact of the AAV-cFGF23 treatment on trabecular bone 

microarchitecture, markers of bone metabolism and growth plate structure

Legend: Hyp-Duk mice were injected with 1 x 1012 vg/mouse of the candidate and sacrificed 

three months after the injection, for in vivo assessment of the functionality of the cFGF23. PBS-

injected WT and Hyp-Duk mice served as controls. A. Trabecular separation, expressed in mm. 

B. Trabecular thickness, expressed in mm. C. Trabecular pattern factor, expressed as 1/mm.  

D. Representative images of Von Kossa staining performed on proximal tibia highlighting bone 

mineralized matrix (in dark). Untreated Hyp-Duk mice showed an accumulation of non 

mineralized collagenous matrix, osteoid (arrows). E. Representatives pictures of ALP enzyme 

histochemistry performed on proximal tibia. Untreated Hyp-Duk mice showed ALP activity 

surrounding the region of osteoid accumulation (arrows). Mineralized bone is indicated with 

stars. Hyp-Duk mice treated with AAV-cFGF23 showed ALP activity similar to WT mice.  F.

Representatives pictures of TRAP enzyme histochemistry performed on proximal tibia. TRAP 

staining (arrows) showed similar osteoclast activity in Hyp-Duk mice after AAV-cFGF23 

treatment, compared to WT mice G. Safranin O staining performed on proximal tibia 
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highlighting the growth plate structure (in red). Untreated Hyp-Duk mice showed a 

disorganized structure of growth plate with an accumulation of hypertrophic chondrocytes 

(arrows). These features decreased after the AAV-cFGF23 treatment leading to the restoration 

of structure and thickness of growth plate in Hyp-Duk AAV mice. All data are shown as mean 

± SD. Statistical analyses were performed by ANOVA (*p < 0.05; ** p < 0.01; ns: non 

significant). AAV: adenovirus-associated vector; cFGF23: c-terminal tail of fibroblast growth 

factor 23; ALP: alkaline phosphatase; TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase; WT: wild-

type 

Supplementary Figure 4. Additional impact of AAV-cFGF23 treatment on skeleton features 

and functional ability.

Legend: Hyp-Duk mice were injected with 1 x 1012 vg/mouse of the candidate and sacrificed 

three months after the injection, for in vivo assessment of the functionality of the cFGF23. PBS-

injected WT and Hyp-Duk mice served as controls. A. Representative images of mice total 

body assessed at Micro-CT scans. B. Representative images of micro-CT from spine. Untreated 

Hyp-Duk mice showed vertebra hypertrophy, and these features were improved in Hyp-Duk 

mice treated with AAV-cFGF23. C. Four limbs hanging test, three months after AAV-cFGF23 

or PBS injections. Results are expressed as the number of falls per minute and are shown as 

mean ± SD. Statistical analysis was performed by ANOVA (** p < 0.01; **** p < 0.0001; ns: 

non significant). AAV: adenovirus-associated vector; cFGF23: c-terminal tail of fibroblast 

growth factor 23. 
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Materials and methods

1. Clonings of FGF-23 variants 

The different FGF-23 constructs were cloned into an expression cassette optimized for liver 

expression, including an enhancer derived from apolipoprotein E gene (ApoE), the human 

alpha-antitrypsin promoter (hAAt), the human hemoglobin subunit beta (HBB2)-derived 

synthetic intron and the HBB2 polyadenylation signal.

Different variants of FGF-23 were generated, based on the coding sequence of human FGF-23. 

Full length native FGF-23 was expressed with its natural signal peptide (sp nat) (nucleotides 1-

72 from the FGF-23 native sequence). 

C-terminal FGF-23 (cFGF-23) constructs were generated based on the coding sequence of 

human C-terminal FGF-23, corresponding to amino acids 180-251 of the human FGF-23

protein. The codon-optimized version of cFGF-23 were generated using the IDT algorithm. The 

RRHTR motif, from the native FGF-23 sequence, was included in all the cFGF-23co variants. 

The cFGF-23co variants were expressed with the natural signal peptide, or with the 

chymotrypsinogen B2 signal peptide, sp7, (amino acids 1-18 of NP_001020371 7). Chimeric 

cFGF-23co proteins were generating by fusing cFGF-23co sp7 with human serum albumin 

without its signal peptide. A cleavable linker derived from human coagulation factor IX (cFIX) 

was included or not in the sequences, as mentioned. 

2. AAV vectors production

AAV vectors used in this study were produced using a slight modification of the adenovirus -

free transient transfection methods and purified as described earlier1,2. Briefly, adherent human 

embryonic kidney cells (HEK293) cells grown in roller bottles were transfected with the three 

plasmids containing the adenovirus helper proteins, the AAV Rep and Cap genes, and the ITR-

flanked transgene expression cassette. After 72 hours of transfection, cells were harvested, 

lysed by sonication, and treated with benzonase (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany). 

Vectors were then purified using two successive ultracentrifugation rounds in cesium chloride 

density gradients. Full capsids were collected, the final product was formulated in sterile 

phosphate buffered saline containing 0.001% of pluronic (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO), 

and stored at −80°C.

Titers of AAV vector stocks were determined by SDS-PAGE followed by SYPRO Ruby protein 

gel stain and band densitometry.
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3. In vitro study

Human hepatocellular carcinoma cells (Huh-7) were transfected by lipofectamine 2000 

(11668027, ThermoFisher) with 2μg of the constructs indicated in Fig 1. Two days after 

transfection, the medium was harvested and the levels of FGF-23 were analyzed by Western 

blot. The experiment was performed three times, in duplicates.

4. Western blot

Huh-7 medium after transfection and serum from mice injected with the different AAV vectors 

were loaded onto a 4-12% gradient polyacrylamide gel to perform SDS-PAGE. After transfer 

on nitrocellulose, the membrane was blocked and incubated with an anti FGF-23 antibody 

(MAB2629, R&D system, Minneapolis, MN). The membrane was incubated with the 

appropriate secondary antibody (Li-Cor Biosciences), and then visualized by Odyssey imaging 

system and the Image Studio Lite (v5.2) software (Li-Cor Biosciences).

5. In vivo study

Mice 

Mouse studies were performed according to the French and European legislation on animal care 

and experimentation (2010/63/EU) and approved by the local Institutional Ethical Board 

(protocol number 2019-004).

Six week-old C57BL6/J mice were purchased from Charles River Laboratory (Ecully, France), 

and administered with AAV vectors at 1 x 1012 vg/mouse intravenously via the tail vein. One 

month after vector injection, the levels of cFGF-23 in circulation were analyzed by Western 

blot.  The number of mice?

The general description of in-vivo study is depicted on the Figure 1. The HypDuk mouse model 

was obtained from the Jackson Laboratory. Genotype was determined by qPCR using primers 

for Phex gene, on exon 14: forward 5’-GATCAAATTTTCAGAATCGGACTAC-3’, reverse 

5’-CCAGAAGAAATCAGACTGTGC-3’. Wild-type (WT) and HypDuk−/0 littermate males 

were used for this study. 

All mice were housed in standard conditions of temperature (23 ± 2°C) in a light-controlled 

environment, with unlimited access to water and standard pelleted food. Among the mice used 

into the set of protocols, 10 wild-type, 9 control Hyp−/0, and 10 treated Hyp−/0 had gel food 

supplementation (DietGel Recovery, Clear H2O) from birth until 7 days post-injection. DietGel 

Recovery composition indicated by supplier is: purified water, corn syrup, vegetable oil, 

hydrocolloids, wheat protein, electrolyte mix, food acid, mineral mix. No phenotype differences 
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were observed between groups with and without the supplementation, however, the number of 

pups surviving among the litter was dramatically increased by adding the gel.

The in-vivo study was consisted of three independent experiments. Each experiment contained 

three groups of mice: WT, control HypDuk−/0 (HypDuk) and treated HypDuk−/0 (HypDuk

AAV). The final number of mice used in this study was the following: 16 WT, 14 control 

HypDuk and 15 treated HypDuk AAV.

The treatment consisted of intravenous injection of an AAV8-cFGF-23 at the dose of 1 x 10^12 

vg/mouse performed at 1 month of age. After 3 months (at age of 4 months) all mice were 

sacrificed. 

Growth parameters 

Growth parameters (body weight, total body and tail length) were measured before starting the 

treatment and thereafter, every 2 weeks till the sacrifice on mice anesthetized with isoflurane. 

Precision scales and a graduated ruler were used for weight and length measurements, 

respectively. Body length was considered from the muzzle to the beginning of the tail and tail 

length from the beginning of the tail to its end. 

Blood parameters 

Blood sample collection was performed from mice anesthetized with isoflurane before injection 

and at the end of experiment (after 3 months of treatment). At the latter time of follow-up the 

following blood parameters were measured: phosphate, calcitriol (1,25(OH)2D3), calcium 

(Ca2+), and alkaline phosphatase (ALP).

Phosphatemia, and ALP were measured in sera by a colorimetric reaction performed with the 

FUJI DRI-CHEM NX500 analyzer (FUJIFILM corp, Tokyo, Japan). 1,25(OH)2D3 blood levels 

were assessed on sera by RIA (radio–immuno assay), Immunodiagnostic Systems® (IDS ®), 

Boldon, UK.

Functional evaluation

Four limb hanging test was performed at the end of experiment (after 3 months of treatment) 

using a grid that was flipped over. The number of falls over a period of 3 minutes was recorded. 

The average number of falls per minute was reported for each animal.
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6. Ex vivo study

Transcriptomic expression evaluation (NaPi2a transporter, 1-alpha hydroxylase)

RNA was extracted from 50 to 100 mg of kidney tissue, using Trizol (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA) according to manufacturer’s instructions. cDNA was obtained by real-time 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) performed using RevertAid H minus First Strand cDNA 

Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) .

To quantify relative gene expression, RT-PCR was performed using Taqman gene expression 

assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) on a LightCycler® 480 Real-Time PCR 

System (Roche, Basel, Switzerland). The following Taqman gene expression assays were used: 

1-alpha-hydroxylase (Cyp27b1 gene, Mm01165918-g1); NaPi2a transporter (Slc34a1 gene, 

Mm00441450-m1); Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, Mm99999915- g1). 

Each sample was tested in duplicate, into 2 repeated measures. Ct values were averaged and the 

amount of mRNA relative to GAPDH was calculated using the ΔΔCt method according to the 

formula RQ = 2- Ct

VGCN

Vector genome copy numbers were measured by RT-qPCR. Total DNA was extracted from 

100 mg of liver tissue, using MagNA Pure 96 DNA according to manufacturer’s instructions.

The RT-qPCR was performed in LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Basel, 

Switzerland) using SYBR Green mix. Specific primers were as follows: forward 5′-

GGCGGGCGACTCAGATC-3′, reverse 5′-GGGAGGCTGCTGGTGAATATT-3′.

Micro-X-ray computed tomography analysis 

All the mice (WT, HypDuk and HypDuk AAV) were scanned after sacrifice using a high-

resolution X-ray micro-computed tomography (micro-CT) device (Quantum FX Caliper, Life 

Sciences, Perkin Elmer, Waltham, MA) hosted by the PIV (Plateforme Imageries du Vivant) 

Platform, EA2496, Montrouge, France. Standard acquisition settings were applied (90 kV, 160 

mA) and scans were performed with a field of view alternatively focused on the left hind paw 

(180s scan time, 20 μm3 voxel size), the sacroiliac joint (120s, 59 μm3 voxel size), the hip (180s, 

59 μm3 voxel size), the spine (120s scan time, 40 μm3 voxel size), and covering the full hip and 

tibia and the full body (26s, 236 μm3 voxel size). Micro-CT data sets were analyzed using the 

inbuilt multiplanar reconstruction tool of Osirix software 5.8 (Pixmeo, Switzerland) in order to 

achieve series of images aligned over time for each anatomical region of each animal. 

Sagittal images of femur and tibia were used to take the measures of femur and tibia length. 
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Images of full total body, of the dorsal spine and of the sacroiliac joints were reconstructed. 

Since the sacroiliac joint is one of the most frequent location of structural involvement in adults 

with XLH, the analysis was focused on this area in order to study the osteoarticular rachitic 

manifestation. Sacroiliac osteoarthritis was defined as the presence of demineralization of iliac 

bone, erosions and irregular board of sacroiliac joint. Erosion of the sacroiliac joints were 

assessed following Faraji-Bellée et al. protocol, which was developed by rheumatologists 

specialized in the field of rare bone diseases and bone inflammatory diseases. The reader was 

blind to the status of the mouse. A semi-quantitative score was established, ranging from 0 

(normal) to 3 (most severe feature assessed) for sacroiliac erosions (see supplementary Table 

1). 

Trabecular and cortical bone were analyzed at distal metaphysis and mid-diaphysis of femur, 

respectively (180s scan time, 10 μm voxel size). For Trabecular analysis: first, image stacks 

were oriented in the same direction using Dataviewer (Skyscan, release1.5.2.4; Kontich, 

Belgium) to determine the region of interest (ROI). Secondly, quantification of the distal 

metaphysis bone microarchitecture below the growth plate was performed using CT scan 

Analyser software (Skyscan, release 1.13.5.1). ROI was drawn in the transverse sections along 

the cortical zone. Batch processing was applied on our data including a median filter (with 

radius 1) for noise reduction, and adaptive thresholding was performed with a radius of 1. 

Following segmentation, batch processing calculated 3D parameters of the binary image: bone 

volume/total volume (BV/TV), trabecular number (TbN), trabecular separation (TbSp), 

trabecular thickness (TbTh), trabecular pattern factor (TbPf). For cortical bone analysis, image 

stacks were only oriented in the same direction and Batch processing was applied on our data 

including a median filter (with radius 1) for noise reduction, and adaptive thresholding was 

performed with a radius of 1. Following segmentation, batch processing calculated 3D 

parameters of the binary image: ratio cortical /total cross-sectional area (CtA/TtA), cortical 

thickness (CtTh)3.  Since the femur length of HypDuk mice is significantly shorter than in WT 

mice, the ROIs were adjusted according to the femur size3. The average femur length of WT 

mouse in our study was equal to 15.3 mm. Two hundred slices in each ROI (distal metaphysis 

of femur for trabecular bone and mid-diaphysis of femur for cortical bone) taken in analyses 

correspond to 2 mm which is equal to 13.1 % of total femur length (2mm / 15.3 mm x 100 = 

13.1%). Consequently, the ROIs for each femur were adjusted according this calculation in 

order to obtain the 13.1% of total femur length.  3D visualization was performed with software 

CTVol (Skyscan, release 2.2.3.0)
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Murine bone tissue preparation

After sacrifice bones were fixed overnight at 4°C in 70% ethanol solution and dehydrated in a

graded ethanol series. Undecalcified samples were embedded in methyl methacrylate (Merck, 

Rahway, NJ). Serial sections, 5 μm thick, were cut on a microtome (Polycut E microtome, 

Leica, Wetzlar, Germany). Series of consecutive sections were stained with von Kossa (5% 

silver nitrate solution, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and counterstained with toluidine blue 

(pH 3.8), stained with Safranin O Lillie’s Trichrome (Sigma-Aldrich).

Enzyme histochemistry

TRAP was used to evaluate osteoclasts by using 2.5 mM naphthol-ASTR-phosphate (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO), 0.36 M N–N-dimethyl-formamide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), and 

4 mM salt in pH 5.2 acetate buffer. Nonosteoclastic acid phosphatase activity was inhibited 

with 100 mM L(+)-tartaric acid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) added to the substrate solution. 

ALP was used to reveal the layer of osteogenic cells (pre-osteo/cementoblasts and 

osteo/cementoblasts) by incubating the sections with naphthol ASTR phosphate (Sigma -

Aldrich, St Louis, MO) and diazonium fast blue RR salt (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for 30 

min at 37°C (pH 9) in the presence of MgCl2.

Immunohistochemistry for NaPi2a transporter expression

Kidney sections embedded in paraffin were deparaffinised in toluene. After rehydration in a 

graded ethanol series to pure distilled water, the sections were incubated with antigen retrieval 

solution (sodium citrate buffer pH 6) for 10 min at 90°C. The sections were washed in 1% PBS, 

treated with glycine 1% for 30 min, incubated with blocking solution (1% bovine serum 

albumin, tween 0.05%, 10% goat serum) at room temperature for 1 hour and then incubated 

with the anti-NaPi2a primary antibody (NBP2-13328, Slc34A1 antibody, Novusbio, USA) 

diluted 1:10. The incubation with primary antibody continued overnight at 4°C in a humidif ied 

dark chamber. Sections were washed and then incubated with polyclonal anti-rabbit 

biotinylated secondary antibody (Vactastatin Elite ABC Kit PK-6101) diluted at 1:200 for 1,5 

hours at room temperature in a dark chamber. The sections were washed and treated with 3% 

H2O2 at 37°C for 30 min, then with avidine biotine solution for 60 min (Vactastatin Elite ABC 

Kit PK-6101), washed in 3% PBS and Tris HCL pH 7.6 and reacted with diaminobenzidine 

(DAB) substrate (Sigma-Aldrich). For nuclear counterstaining, the sections were stained with 

hematoxylin. Control incubations to assess nonspecific staining consisted of the same 

procedure except that the primary antibody was replaced by nonimmune serum.
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Histological quantification

For histological quantification, the images were processed using Fiji (Fiji Is Just ImageJ)

software 2.1.0/1.53c, version for Windows. 

Osteoid quantification was performed on the images of left tibia’s secondary spongiosa stained 

with Von Kossa. The ROI was focused on secondary spongiosa. All the ROIs were adjusted 

according the tibia size (described in the section of micro-CT analysis). Each ROI was split in 

square fields (from 7 to 12). The total bone area and the osteoid area were calculated in each 

square field and the results were summarized. Then, the percentage of osteoid was calculated 

dividing the osteoid area to total bone area. 

ALP and TRAP activity quantification was performed on the images of left tibia after enzyme 

histochemistry. The ROI was focused on the bone area below the growth plate starting from the 

end of hypertrophic chondrocytes layer and extending caudally for 0.6 mm. This area 

containing primary and the beginning of secondary spongiosa were divided in 4 square fields. 

In each square field ALP and TRAP activity quantification was performed and the results were 

then averaged. The color segmentation plugin was used for detecting ALP activity. For TRAP 

activity quantification, there were calculated the global length of bone surface and the length of 

active osteoclasts (attached to the bone surface). Therefore, TRAP activity was expressed as a 

ratio of the length of active osteoclasts to the bone surface length (%).

7. Statistical analysis

Statistical analysis and graphs were performed with GraphPad Prism for Windows, version 7.0. 

The results are expressed as Mean±SD for continuous variables. The comparison of continuous 

variables was performed using one-way or two-way analysis of variance (ANOVA), as 

appropriate. P values of less than 0.05 were considered significant.
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Supplementary Table 1: Scoring grid of erosions

Variables Score Description

Erosion of the sacroiliac joints

0 normal

1 doubtful

2 < 25% of the articular surface area affected

2.25 ≥ 25% to < 50% of the articular surface area affected

2.5 ≥ 50% to < 75% of the articular surface area affected

2.75 ≥ 75% to < 100% of the articular surface area affected

3 all the articular surface area affected

Supplementary Table 2: Sacroiliac joint score for erosion in treated HypDuk AAV mice

compared to untreated HypDuk and WT mice.

Mice # #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16

WT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0

HypDuk 2.75 2.25 2 2.25 2.75 2.25 2.5 2.5 2.5 2 2 2.25 2.25 2.25 - -

HypDuk AAV 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 -
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La thérapie génique ciblant le foie présente de nombreux intérêts pour le traitement  de 
différentes maladies génétiques, en permettant l’expression d’un transgène exprimé par le foie dans 
le but de corriger une pathologie hépatique ou de cibler un autre tissu, après sécrétion dans la 
circulation sanguine. Cependant, le développement d’une stratégie de thérapie génique ciblant le foie 
peut se heurter à plusieurs difficultés aujourd’hui sans réponse. En effet, la transduction d’un foie dont 
la structure et/ou la fonction sont endommagées ou avec un fort potentiel prolifératif est 
potentiellement moins efficace que la transduction d’un foie sain. De plus, dans certaines pathologies, 
il sera nécessaire de cibler le foie mais aussi un autre tissu, comme les muscles ou les reins, qui sont 
des tissus plus difficilement transduits par les AAV. 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé différentes stratégies de thérapie génique pour 
trois pathologies pour lesquelles ces problématiques se posent. En effet, la GSD Ia et la GSD III, sont 
deux maladies métaboliques qui conduisent respectivement à des foies stéatosiques ou fibrotiques, et 
qui nécessitent également la correction de la maladie dans les reins (GSD Ia) ou les muscles (GSD III).  
D’un autre côté, l’XLH est une maladie complexe et qui implique des organes, les os et les reins, qui 
sont peu accessibles aux vecteurs AAV.  

 A travers cette discussion, nous aborderons les différentes limites de la thérapie génique ciblant le 
foie et les solutions proposées pour améliorer son efficacité dans des pathologies complexes.  

 

1. Atteinte hépatique et altérations du métabolisme conduisant au développement tumoral 
dans GSD Ia et GSD III 

De façon intéressante, la caractérisation de la tumorigenèse chez les souris Agl-/- nous a permis 
de mettre en évidence que le développement de CHC dans la GSD III ne repose pas sur les mêmes 
bases moléculaires que dans la GSD Ia. 

Dans la GSD Ia, l’atteinte hépatique se caractérise par une accumulation de glycogène et de lipides, 
mais sans développement associé d’une fibrose. L’absence de G6Pase conduit à une accumulation de 
G6P, responsable de l’activation de la lipogenèse de novo et du développement d’une stéatose 
hépatique. Les voies de la glycolyse (effet « Warburg-like ») et des pentoses-phosphate sont aussi 
activées, ce qui conduit à une augmentation de la synthèse des biomembranes, des nucléotides et des 
squelettes carbonés, nécessaires à la prolifération cellulaire. Ce métabolisme altéré, similaire à celui 
des cellules tumorales, conduit à une hausse de la réplication et des divisions cellulaires, et in fine à 
l’apparition de tumeurs74. Il est intéressant de noter que plus de 75-80% des patients atteints de GSD 
I développent à l’âge adulte des tumeurs, généralement classées en AHC, mais avec un fort potentiel 
de transformation en CHC.  

Dans la GSD III, l’absence de GDE conduit à l’accumulation d’un glycogène de structure anormale, la 
limite dextrine, et à une déplétion en G6P. Les faibles taux de G6P hépatiques ne conduisent pas au 
développement d’une stéatose, mais à une déplétion en glucose. Ces modifications métaboliques sont 
à l’origine du stress du réticulum endoplasmique que nous avons observé dans le foie des souris de 14 
mois. Lors d’un stress du RE, la réponse aux protéines mal conformées (unfolded protein response, 
UPR) est activée afin de contrôler et diminuer ce stress. Si la cellule ne parvient pas à maîtriser le stress 
du RE, parce que les dommages sont trop importants, la réponse au stress du RE devient pathologique 
et l’activation chronique des voies de la réponse UPR peuvent conduire à une inflammation chronique, 
à l’apoptose des hépatocytes, et à l’activation des CSH conduisant à une fibrose160,161. 



157 
 

De façon intéressante, l’atteinte hépatique dans la GSD III se caractérise par une inflammation du foie 
et le développement d’une fibrose, dont les premiers signes ont été observés dès l’âge de 3 mois chez 
les souris Agl-/- (données non montrées). Nous avons caractérisé le développement de la fibrose 
hépatique à 14 mois, dû à l’activation de la voie TGF-β1 qui pourrait être induite en réponse à 
l’inflammation. En effet, lors d’un phénomène inflammatoire, les leucocytes et les macrophages 
libèrent des cytokines et des facteurs de croissance dont le TGF-β. Une inflammation chronique 
conduit à une activation continue de la voie TGF-β, elle-même entraînant l’activation des cellules 
stellaires et la synthèse des protéines de la matrice extracellulaire et à long-terme une fibrose3,8. 

De plus, de par leur rôle sur la balance entre survie et mort cellulaire, les voies de la réponse au stress 
du RE peuvent être impliquées dans la tumorigenèse. Les mutations de protéines impliquées dans la 
réponse au stress du RE ont été retrouvées dans de nombreux cancers162. En particulier, la 
translocation nucléaire du facteur de transcription activateur 6 (ATF6) a été décrite dans de nombreux 
cancers et notamment des CHC163. Au sein des cellules des CHC, ATF6 régule l’expression des gènes du 
cycle cellulaire et de la prolifération et favorise le développement tumoral. Près de 30% des souris Agl-
/- ont développé des tumeurs à 14 mois. Ces tumeurs ont été majoritairement classées comme CHC et 
associées à une fibrose. Ce fort taux de tumorigenèse n’est pas retrouvé chez les patients atteints de 
GSD III puisque seuls 10 patients  ayant développé un CHC ont été recensés dans le monde105. Neuf 
d’entre eux présentaient une fibrose ou une cirrhose, et deux présentaient des AHC. L’étude d’une 
cohorte de patients a établi que 2 à 5% des patients GSD III âgés de 30 ans développent des CHC113. La 
différence de fréquence d’apparition des tumeurs entre notre modèle de souris Agl-/- et les patients 
peut s’expliquer par la différence entre le modèle murin et la pathologie humaine, mais aussi par le 
fait que l’âge des patients ayant une GSD III (inférieur à 50 ans) est encore relativement jeune, en 
raison de la mise en place relativement récente (fin des années 80) de régimes alimentaires permettant 
d’éviter des hypoglycémies létales. La fréquence de tumeurs plus élevée dans le modèle murin de GSD 
III par rapport aux patients en fait un modèle intéressant pour étudier la tumorigenèse hépatique dans 
un foie fibrotique sans stéatose, pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la GSD 
III, et enfin pour évaluer les impacts d’approches de thérapie génique sur la tumorigenèse. En 
particulier, l’exploration des voies de la réponse UPR serait intéressante afin de décrire les 
signalisations de la tumorigenèse dans la GSD III, et pour envisager des traitements moléculaires.  

Ainsi, alors que la séquence de tumorigenèse hépatique est caractérisée dans la GSD Ia par le 
développement d’une stéatose pure, sans fibrose, qui conduit à l’apparition d’AHC à fort potentiel de 
transformation en CHC70,85,164, la tumorigenèse dans la GSD III est induite sur un foie fibrotique, voir 
cirrhotique, en l’absence de stéatose105,111,113,118.  La comparaison des mécanismes moléculaires dans 
ces deux pathologies devrait permettre de mieux comprendre le rôle respectif de la stéatose et de la 
fibrose dans la tumorigenèse hépatique.  

 

2. Efficacité de la thérapie génique ciblant le foie dans un contexte de p rolifération hépatique 
et de perte de l‘expression du transgène au cours du temps 

Les études précédentes de thérapie génique pour la GSD Ia ont mis en évidence une perte d’expression 
du transgène dans le foie avec le temps dans des modèles murins et canins d’invalidation totale du 
transgène77,79,95,97,98,156. En effet, dans ces modèles, la survie des animaux nécessite un traitement 
précoce, avec une injection de rAAV dès les premières semaines de vie. A cet âge, le foie n’a pas atteint 
sa taille adulte et les hépatocytes sont en prolifération ce qui peut expliquer la perte du transgène. 
Pour maintenir l’efficacité du traitement, la réinjection de vecteurs AAV de sérotypes différents à 
plusieurs reprises a été nécessaire afin de prévenir les hypoglycémies qui sont létales dans ces modèles 
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animaux de GSD Ia. Cependant, cette stratégie est difficilement envisageable chez l’homme en raison 
de réponses immunitaires croisées entre les sérotypes, et les coûts associés au développement des 
différents produits pour des maladies rares.  

En revanche, dans cette thèse, en utilisant le modèle de souris L.G6pc-/- qui est un modèle dont la 
délétion du gène G6pc est induite après activation de la recombinase CREERT2 par le tamoxifène, le 
traitement par thérapie génique a été réalisé à l’âge adulte. Le traitement de souris adultes est 
primordial pour modéliser les conditions d’un essai clinique de thérapie génique qui impliquerait, au 
moins dans une première phase, des patients adultes. Nous avons mis en évidence une perte 
d’expression d’un gène rapporteur entre 6 et 9 mois après l’injection du vecteur AAV à une dose de 
1,5 x 1010 vg/souris, ce qui montre une perte d’expression probablement liée à la prolifération du foie 
en lien avec le métabolisme et le développement tumoral dans la GSD Ia. De façon intéressante, 
l’introduction de la G6Pase par un AAV9 a permis une correction complète de la glycémie à jeun 
pendant les 6 premiers mois chez des souris L.G6pc-/- traitées à une dose de 2,5 x 1011 vg/souris, soit 
environ 8 x 1012 vg/kg c’est-à-dire une dose dans le même ordre de grandeur que celle utilisée en 
clinique. En effet, ce traitement a permis de prévenir les hypoglycémies post-absorptives 
caractéristiques des souris L.G6pc- /-, mais aussi l’accumulation de glycogène et l’hépatomégalie. De 
plus, en utilisant une cassette d’expression optimale pour l’expression hépatique32 permettant 
l’expression de niveaux physiologiques du transgène dans le foie, nous avons obtenu une correction à 
long-terme du phénotype hépatique dans des conditions accélérant les dommages hépatiques par un 
régime HF/HS, et la prévention de l’apparition de tumeurs. Nos résultats soulignent l’importance des 
études à long-terme pour la GSD Ia pour déterminer la stabilité ou non de l’efficacité du traitement au 
cours du temps. Une des clés de la thérapie génique ciblant le foie dans un contexte de prolifération 
comme celui de la GSD Ia semble être de corriger la maladie avec un rAAV, avant que l’atteinte et la 
prolifération hépatique ne soient trop sévères et qu’un vecteur AAV ne soit plus efficace. Il serait donc 
également intéressant d’évaluer notre approche chez des souris d’âges différents afin d’évaluer l’effet 
de la thérapie génique sur la guérison et/ou la prévention des manifestations de la pathologie. 

Dans le cas de la GSD III, l’atteinte hépatique pourrait impacter l’efficacité de transduction du 
foie. En effet, dans des conditions de fibrose hépatique, le flux sanguin au sein du foie et les échanges 
entre hépatocytes et circulation sanguine sont diminués, ce qui pourrait réduire la quantité d’AAV 
atteignant les hépatocytes. Dans notre étude, nous avons montré que l’efficacité de transduction à 
court terme du foie était similaire entre les souris Agl-/- et les souris Agl+/+ traitées par un vecteur AAV 
exprimant un gène rapporteur. Cependant, à long-terme, nous avons observé une perte d’expression 
du transgène dans les foies des souris Agl-/-. En effet, l’expression du transgène est divisée par cinq 9 
mois après l’injection du vecteur. La perte d’expression pourrait aussi être due à l’atteinte et à la 
prolifération hépatocytaire qui s’ensuit. 

Dans ce contexte, nous pouvons nous demander quel est l’impact de la perte du transgène sur 
la pathologie hépatique à long-terme pour la GSD Ia et la GSD III. L’évaluation de la stabilité de 
l’expression du transgène est primordiale pour la GSD Ia et la GSD III, et tout autre pathologie dans 
laquelle le foie est prolifératif, mais également pour d’autres pathologies où le foie n’est pas affecté. 
En effet, de nombreuses pathologies, y compris les glycogénoses et l’XLH, se manifestent dès l’enfance 
et requièrent un traitement précoce. Or, en raison de l’effet de dilution des rAAV dans les foies en 
croissance, l’administration d’un traitement de thérapie génique à des patients dont le foie est encore 
immature peut conduire à une perte d’expression du transgène. Chez ces patients pédiatriques, des 
alternatives thérapeutiques pourraient être envisagées jusqu’à ce qu’ils puissent bénéficier de la 
thérapie génique. Par exemple, des traitements pharmacologiques ou des traitements basés sur les 
ARNm165 ou des miRNA141 pourraient être associés au régime alimentaire suivi par ces patients, afin de 
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corriger la pathologie pendant les premières années de vie. Ce prétraitement permettrait aussi de 
freiner l’évolution du phénotype hépatique, afin que le foie soit plus « sain » et moins prolifératif avant 
d’injecter les vecteurs AAV, ce qui éviterait l’effet de dilution du transgène que nous avons mis en 
évidence dans les deux pathologies. 

 

3. Stratégies pour augmenter l’efficacité de la thérapie génique : choix du promoteur et 
association thérapeutique  

 Une des stratégies pour augmenter l’efficacité de la thérapie génique dans un tissu est de jouer 
sur la cassette d’expression ou la codon-optimisation. La codon optimisation a été présentée comme 
une stratégie permettant une traduction facilitée et plus efficace. Dans nos études, la codon 
optimisation n’a pas apporté d’avantages par rapport aux versions sauvages des gènes.   En revanche, 
notre étude montre clairement que l’efficacité de la thérapie génique est fortement liée au promoteur 
utilisé. Le choix du promoteur est basé sur sa spécificité d’activité tissulaire, auquel peuvent être 
ajoutées des séquences de régulation. 

Cas de la GSD Ia 

La comparaison de différents promoteurs pour le traitement des souris GSD Ia nous a permis 
de montrer une efficacité supérieure du promoteur hépato-spécifique hAAT. Cette approche nous a 
permis de corriger le phénotype hépatique jusqu’à 6 mois après l’injection du vecteur et a également 
permis de prévenir l’apparition de tumeurs hépatiques. En revanche, l’utilisation du promoteur 
endogène humain hGPE ne permet pas de restaurer une activité G6Pase optimale pour prévenir 
l’apparition de tumeurs. Chez la souris, le variant murin du promoteur endogène mGPE semble 
légèrement plus efficace que son équivalent humain, ce qui pourrait être lié à la variabilité des 
mécanismes d’expression entre les deux espèces. Cependant le vecteur sous le contrôle du promoteur 
mGPE n’est pas aussi efficace que le vecteur sous le contrôle du promoteur hAAT puisque les niveaux 
d’activité G6Pase étaient plus faibles et il n’a pas permis la prévention du développement tumoral. 

Ces approches sont très intéressantes car le vecteur sous le contrôle du promoteur hGPE qui a été 
utilisé dans les études précliniques récentes a certes permis une correction à long-terme du phénotype 
hépatique, mais n’a pas permis la prévention des tumeurs. Au contraire, dans notre étude, le nombre 
de tumeurs est augmentée chez les souris traitées avec ce vecteur par rapport aux souris traitées avec 
les vecteurs hAAT, et par rapport aux souris L.G6pc-/- non traitées. L’activité G6Pase requise pour 
prévenir l’apparition de tumeurs dans les hépatocytes GSD Ia est sujet à controverse. En effet, Kim et 
al. ont démontré qu’une activité G6Pase supérieure à 3% de l’activité G6Pase wild-type permettait de 
prévenir l’apparition de tumeurs hépatiques100. Dans notre étude, en moyenne, la correction d’au 
moins 30% de l’activité G6Pase de souris saines est suffisante pour corriger la glycémie, mais n’a pas 
permis de prévenir l’apparition de l’ensemble des tumeurs. De plus, dans une étude récente, une 
stratégie d’édition du génome permettant l’expression de la G6PC via un AAV n’a pas permis la 
prévention complète d’apparition des tumeurs166. Dans cette expérience, les cellules tumorales 
présentaient une activité G6Pase beaucoup plus faible et un nombre de copies du vecteur plus faible 
que dans le tissu hépatique adjacent. Ces données suggèrent qu’en-dessous d’un certain seuil 
d’activité G6Pase ou d’un pourcentage minimum d’hépatocytes transduits, les cellules non transduites 
par les rAAV gardent leur potentiel de transformation en cellules tumorales166. 

Certaines publications ont également établi des liens entre AAV et développement tumoral. 
En effet, plusieurs équipes ont décrit des événements d’intégration de l’AAV dans le génome des 
cellules hôtes dans un contexte de recherche préclinique. En 2015, Chandler et al. ont montré que 
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l’intégration de vecteurs AAV dans le génome des cellules hôtes, au niveau du locus Rian, conduit au 
développement de CHC entre 18 à 22 mois après l’injection des vecteurs à une dose comprise entre 7 
x 1012 et 1 x1014 vg/kg. Le développement de ces CHC suite à l’intégration de l’AAV varie selon le 
promoteur utilisé. En effet, l’utilisation de vecteurs sous le contrôle du promoteur CBA et du 
promoteur de la globuline liant la thyroxine (TBG) a été associée à un développement tumoral alors 
qu’aucune tumeur n’a été observée avec le promoteur hAAT 167. Dans une seconde étude réalisée dans 
le modèle murin de la maladie de Sandhoff, une large majorité de souris injectées avec un AAV 
contenant le promoteur CMV à une forte dose de 2,5 x 1014 vg/kg ont développé des tumeurs en moins 
d’un an. Les études d’intégration ont montré des insertions des rAAV dans le même locus Rian168. Enfin, 
Donsante et al. ont également décrit l’augmentation de la fréquence des CHC chez des souris injectées 
avec des AAV, avec des intégrations également dans le locus Rian169. A noter, toutes les souris avaient 
été injectées à quelques jours de vie167–169. Par ailleurs, Nguyen et al. ont récemment décrit l’insertion 
de vecteurs AAV dans le modèle canin de l’hémophilie A, dix ans après l’injection des vecteurs codant 
pour le facteur de coagulation VIII sous le contrôle du promoteur hAAT ou du promoteur TBG. 
Cependant, aucun chien n’a développé de tumeurs. Dans cette étude, les intégrations du transgène 
comportant le promoteur hAAT ont été identifiées au niveau de gènes impliqués dans des processus 
de transformation maligne170. 

De plus, une publication a rapporté l’insertion d’AAV2 sauvage dans 11 biopsies de CHC humain sur 
193 analysés. L’intégration du génome de l’AAV sauvage s’est produit au niveau de gènes impliqués 
dans le développement tumoral. Ces intégrations ont eu lieu dans des foies ne présentant pas de 
cirrhose (9 cas sur les 11) ni de facteur de risque (6 cas sur les 11)171. La quasi-absence de cirrhose 
suggère que l’insertion de l’AAV2 sauvage pourrait être la cause du développement de CHC chez ces 
patients172.  

Enfin, en décembre 2020, uniQure a annoncé qu’un patient inclus dans un essai clinique pour 
l’hémophilie B a développé une tumeur hépatique, un CHC, un an après l’injection du vecteur AAV. Le 
patient présentait de multiples facteurs de risques associés au développement de CHC, y compris une 
hépatite C depuis 25 ans (infection au virus de l’hépatite C), une infection au virus de l’hépatite B, une 
stéatose hépatique non alcoolique et un âge avancé. Des investigations sont en cours afin de 
déterminer le rôle de l’AAV dans l’apparition du CHC.  

Ainsi, l’intégration des rAAV semble associée au développement tumoral uniquement chez des souris 
injectées à quelques jours de vie. A cet âge, les hépatocytes prolifèrent car le foie est en pleine 
croissance, ce qui pourrait expliquer les événements d’intégration.  

Or, comme nous l’avons décrit dans cette thèse, les foies GSD Ia et GSD III se caractérisent par 
un contexte métabolique favorisant la prolifération des hépatocytes85. Ainsi, l’intégration des rAAV 
pourrait être favorisée dans ce contexte et pourrait expliquer le développement tumoral plus 
important avec certains vecteurs, notamment avec le vecteur AAV9-hGPE-hG6PC, utilisé pour traiter 
les souris L.G6pc-/-, et dont l’efficacité de correction de la pathologie était inférieure. Il est donc 
essentiel d’analyser les éventuelles intégrations des vecteurs dans le génome de l’hôte, à la fois en 
caractérisant le locus d’intégration mais aussi la séquence intégrée (complète ou partielle), dans les 
échantillons de tumeurs GSD I traitées avec les rAAV. Ainsi, nous pourrons établir si le vecteur hGPE a 
un locus d’intégration préférentiel lié au développement tumoral, avec ou sans expansion clonale des 
cellules éditées, qui pourrait expliquer l’augmentation du nombre de tumeurs. Ces analyses sont 
nécessaires afin d’estimer le risque génotoxique du vecteur hGPE, dans un contexte de foie GSD Ia 
endommagé et en prolifération. Sur le même sujet, Dalwadi et al. ont récemment démontré chez la 
souris que la transduction par un AAV d’un foie adulte atteint de stéatohépatite non alcoolique ou 
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dans des conditions de forte prolifération entraîne l’apparition de CHC chez 50% des souris, contre 
aucune tumeurs dans les foies sains173.  

Ainsi, ces résultats mettent en avant l’importance du choix du promoteur pour le développement de 
vecteurs AAV d’une manière générale, et en particulier dans le cadre de pathologies où le foie est 
endommagé et/ou prolifératif.  

Finalement, notre stratégie utilisant le promoteur hAAT est très prometteuse pour le traitement du 
phénotype hépatique de la GSD Ia, mais elle ne permet pas de cibler efficacement les reins (données 
non montrées). La pathologie rénale dans la GSD Ia est également sévère, et cet aspect de la maladie 
ne doit pas être négligé. Des stratégies pour cibler les reins sont nécessaires afin de traiter tous les 
aspects cliniques de la pathologie. Par exemple, il serait intéressant de modifier la capside des AAV 
pour augmenter le tropisme rénal. Les promoteurs endogènes hGPE et mGPE ont un intérêt dans ce 
contexte. En effet, en plus de pouvoir permettre en théorie le maintien d’une régulation dans le foie 
de la production de glucose par les hormones comme l’insuline et le glucagon, selon la prise 
alimentaire, ils pourraient être efficaces dans les reins.  En attendant d’obtenir ces vecteurs, il est 
préférable d’un point de vue clinique de cibler le foie efficacement et durablement pour éviter le 
développement tumoral. Nous proposons donc d’évaluer l’efficacité de notre approche avec un 
vecteur AAV8, car ce sérotype est considéré à l’heure actuelle comme le plus efficient pour cibler le 
foie. De plus, Zhang et al. ont récemment montré qu’une version mutée de la G6PC permet d’obtenir 
une meilleure activité G6Pase que la version sauvage du gène81. Ces approches sont intéressantes à 
évaluer afin d’augmenter encore l’efficacité de notre vecteur AAV candidat dans le foie, en vue d’un 
développement clinique. 

Cas de la GSD III 

Dans le cadre de la GSD III, plusieurs tissus sont affectés. Dans ce contexte, nous avons utilisé 
un promoteur tandem hépatique et musculaire, le promoteur LiMP34, afin d’obtenir une transduction 
du foie, du cœur et des muscles squelettiques. Nous avons évalué le potentiel de ce promoteur dans 
notre modèle murin de la GSD III en association avec un traitement à la rapamycine, une molécule 
approuvée par les instances sanitaires de régulation. La rapamycine est intéressante pour le traitement 
de la GSD III. Tout d’abord, administrée quotidiennement à une dose de 1mg/kg chez le modèle canin 
de la GSD III (de 2 à 16 mois), elle a permis de corriger l’accumulation de glycogène dans le foie et la 
fibrose hépatique122. De plus,  la rapamycine active l’autophagie, ce qui est favorable dans le contexte 
de thérapie génique puisqu’il a été montré que l’induction de l’autophagie augmente la transduction 
hépatique des vecteurs AAV chez la souris et chez le primate144. Enfin, la rapamycine est un 
immunosuppresseur et son administration permet donc de diminuer la réponse immunitaire liée à 
l’injection d’un vecteur AAV. 

De façon surprenante, le prétraitement à la rapamycine n’a pas apporté d’avantage dans le foie des 
souris Agl-/-, contrairement à ce avait été décrit chez le primate144. Cette différence pourrait s’expliquer 
par les différences dans les protocoles expérimentaux. En effet, Hösel et al. ont injecté des primates 
non malades, avec une dose unique de rapamycine concomitante à celle de l’AAV. De plus, notre 
vecteur AAV seul a permis de corriger le foie et le cœur à des niveaux similaires à ceux des souris saines 
non traitées. Il est donc probable que l’ajout de la rapamycine en co-traitement n’est peut-être tout 
simplement pas visible car l’AAV seul permet une normalisation des paramètres étudiés. Une 
possibilité afin d’étudier l’effet du co-traitement rapamycine sur le foie serait de réaliser le même 
protocole avec une dose d’AAV plus faible, afin de pouvoir mettre en évidence un effet de la 
rapamycine dans le foie et le cœur. De façon intéressante, cette stratégie a permis d’augmenter 
l’efficacité de la thérapie génique dans les muscles squelettiques, grâce à un effet synergique de la 
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rapamycine et de l’AAV dans notre modèle de GSD III. En effet, l’association thérapeutique AAV-
rapamycine a permis de corriger l’accumulation de glycogène dans le triceps et le quadriceps à des 
niveaux similaires à ceux des souris Agl+/+, alors que le traitement par les vecteurs rAAV seuls était 
moins efficace. Ce co-traitement est prometteur pour le traitement de la GSD III, car il permet 
d’augmenter l’efficacité de la thérapie génique sans augmenter la dose d’AAV. 

Finalement, l’analyse de la réponse immunitaire n’a pas permis de conclure que la meilleure efficacité 
dans les muscles était due à une inhibition de la réponse immunitaire. Il est possible que l’effet de la 
rapamycine soit lié au métabolisme, et que cet effet ne soit visible que dans les muscles squelettiques 
car ils sont moins bien transduits par les rAAV que le foie et le cœur. Cet aspect est à explorer dans 
notre modèle. 

Cette association thérapeutique incluant un pré-traitement à la rapamycine serait donc intéressante 
pour la GSD III. En plus de son action immunosuppressive qui permettrait de réduire les éventuelles 
réponses cytotoxiques contre la capside du vecteur, elle présente l’intérêt de pouvoir réduire les doses 
d’AAV nécessaires pour traiter les muscles, ce qui est un grand avantage pour le développement 
clinique d’un traitement de thérapie génique pour GSD III.  

 

4. Utilisation du foie comme bio-usine pour le traitement de l’hypophosphatémie liée au 
chromosome X 

 Contrairement aux stratégies développées pour traiter la GSD Ia et la GSD III, notre approche 
de traitement de l’XLH ne vise pas à réintroduire la protéine déficiente PHEX, mais à contrer les effets 
nocifs du FGF-23 qui est surexprimé par les os et produit dans la circulation générale. Cette approche 
est tout à fait innovante et originale. Ainsi, nous avons pu établir une preuve de concept pour le 
traitement de l’XLH par thérapie génique grâce à l’expression par le foie d’une protéine agissant 
comme un compétiteur du FGF-23. 

Cette approche a permis de corriger la principale manifestation de l’XLH : l’ostéomalacie, c’est-à-dire 
le défaut minéralisation des tissus osseux. Le cFGF-23 agit par compétition avec le FGF-23 endogène 
pour la fixation sur son récepteur au niveau rénal, contrant ainsi les effets du FGF-23 c’est-à-dire la 
fuite du phosphate dans les urines et une hypophosphatémie. L’augmentation de la phosphatémie 
permet de corriger le défaut de minéralisation. En corrigeant l’ostéomalacie osseuse dans notre 
modèle d’XLH, nous avons obtenu une correction partielle de la taille et du poids des souris, et une 
correction de leur croissance. Cette stratégie est donc efficace pour le traitement de l’XLH. En vue de 
son développement clinique, un des paramètres importants à définir est l’âge d’administration du 
traitement. En effet, comme nous l’avons déjà décrit, l’administration des vecteurs AAV dans un foie 
en prolifération importante risque de réduire l’efficacité du traitement99. D’un point de vue clinique, 
une possibilité pourrait être de traiter les enfants par l’anticorps Burosumab (Crysvita®) jusqu’à un âge 
où ils pourraient être traités par une injection d’AAV-cFGF-23. Nous n’avons pas conduit d’études de 
comparaison entre le Burosumab et notre vecteur AAV, mais la thérapie génique présente l’avantage 
de ne nécessiter qu’une unique injection, au lieu d’injections répétées tous les 15 jours pour 
l’anticorps. 

Suite à l’établissement de cette preuve de concept pour traiter l’XLH, il reste cependant des défis à 
relever pour évaluer l’efficacité de cette approche à long-terme, et pour utiliser des doses adaptées 
aux essais cliniques. En effet, cette étude a été réalisée avec une dose de 1 x 1012 vg/souris, ce qui 
représente une dose de 1 x 1014 vg/kg, dose qui est élevée dans le cadre d’un développement clinique. 
Cependant, la séquence du cFGF-23 utilisé dans notre étude est la forme humaine alors qu’elle est peu 
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conservée entre l’homme et la souris (66% d’identité de séquence). Ceci peut expliquer une diminution 
probable de la liaison du cFGF-23 humain au récepteur murin du FGF-23. Afin de définir une dose 
minimale efficace, des études sont nécessaires chez des espèces avec un pourcentage d’homologie 
plus élevé, comme le primate (95% d’identité). Une autre notion intéressante est le traitement de 
patients adultes. Nous avons vu que la fenêtre thérapeutique est importante dans l’XLH, mais tous les 
patients affectés ne sont plus dans les limites de cette fenêtre. Aussi, il serait intéressant d’étudier 
l’effet de notre vecteur chez des souris plus âgées avec pour objectif la prévention des complications 
à long-terme. En effet, chez les patients adultes, il ne sera plus possible de corriger la croissance et la 
stature, mais les complications telles que les fractures à répétition et les douleurs osseuses et 
musculaires pourraient être prévenues ou réduites, ce qui présenterait un gain considérable en termes 
de qualité de vie. 

 

 

 En conclusion, nous avons tiré parti des avantages de la thérapie génique ciblant le foie dans 
le cadre de pathologies non hépatiques ou non restreintes au foie. Nous avons développé trois 
approches de thérapie génique pour trois pathologies génétiques rares, en adaptant nos stratégies 
pour répondre au contexte physiopathologique et aux spécificités de chaque pathologie. Dans la GSD 
Ia, l’utilisation d’un promoteur hépatique nous a permis d’obtenir une correction à long-terme du 
phénotype hépatique et la réduction de la fréquence des tumeurs. Dans la GSD III, nous avons obtenu 
une correction du phénotype hépatique et du cœur en utilisant un promoteur hybride foie-muscles.  
De plus, l’association de cette approche avec un traitement par la rapamycine a permis une meilleure 
efficacité de l’AAV dans les muscles squelettiques pour la GSD III. Dans une perspective clinique, il 
serait intéressant d’évaluer l’association de la rapamycine avec un unique vecteur AAV permettant 
l’expression de GDE. Enfin, notre stratégie pour l’XLH est la première à notre connaissance à agir sur 
la surexpression d’un facteur circulant pour traiter une maladie osseuse. En ciblant le foie, nous avons 
pu agir au niveau rénal et corriger le défaut de minéralisation des os. Cette technologie ouvre ainsi la 
voie au traitement d’autres pathologies osseuses caractérisées par une surexpression d’un facteur 
circulant. 

En somme, les avantages de cibler le foie avec AAV sont tels que la thérapie génique ciblant le foie ne 
peut pas se restreindre à des pathologies uniquement hépatiques, mais pourrait être exploitée pour 
des pathologies extra-hépatiques.   
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Table 1 : liste et séquences des ARNm étudiés 

Gène murin Séquences 

Accα Fwd 5’ TGGCAGACCACTATGTTCCA 3’ 
Rev 5’ GAGCAGTTCTGGGAGTTTCG 3’ 

Acta2 Fwd 5’ GTCCCAGACATCAGGGAGTAA 3’ 
Rev 5’ TCGGATACTTCAGCGTCAGGA 3’ 

Acox1 Fwd 5’ CTTGGATGGTAGTCCGGAGA 3’ 
Rev 5’ TGCCAAATTCCCTCATCTTC 3’ 

AktT2 Fwd 5’ ATGAACGACGTAGCCATTGTG 3’ 
Rev 5’ TTGTAGCCAATAAAGGTGCCAT 3’ 

Atf4 Fwd 5’ TGACCTGGAAACCATGCCAG 3’ 
Rev 5’ AATGATCTGGAGTGGAGGAC 3’ 

Atg7 Fwd 5’ TGCCTATGATGATCTGTGTC 3’ 
Rev 5’ CACCAACTGTTATCTTTGTCC 3’ 

Axin2 Fwd 5’ GATTCCCCTTTGACCAGGTGG 3’ 
Rev 5’ CCATTACAAGCAAACCAGAAGT 3’ 

β catenin Fwd 5’ GTGCAATTCCTGAGCTGACA 3’ 
Rev 5’ CTTAAAGATGGCCAGCAAGC 3’ 

Catalase Fwd 5’ AACGCTGGATGGATTCTCCC 3’ 
Rev 5’ GCCCTAACCTTTCATTTCCCTTCAG 3’ 

Chrebp Fwd 5’ ATGACCCCTCACTCAGGGAATA 3’ 
Rev 5’ GATCCAAGGGTCCAGAGCAG 3’ 

Col Ia Fwd 5’ GCTCCTCTTAGGGGCCACT 3’ 
Rev 5’ CCACGTCTCACCATTGGGG 3’ 

Col IIIa Fwd 5’ CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA 3’ 
Rev 5’ CCATAGCTGAACTGAAAACCACC 3’ 

Cpt1 Fwd 5’ AGCAGAGGCTCAAGCTGTTCA 3’ 
Rev 5’ ACCTCCATGGCTCAGACAG 3’ 

Cyp2E1 Fwd 5’ CCACCAGCACAACTCTGAGATA 3’ 
Rev 5’ CCCAATAACCCTGTCAATTTCTT 3’ 

Cyp4A10 Fwd 5’ TCCAGCAGTTCCCATCACCT 3’ 
Rev 5’ TTGCTTCCCCAGAACCATCT 3’ 

Cyp4A14 Fwd 5’ TCAGTCTATTTCTGCTGTTC 3’ 
Rev 5’ GAGCTCCTTGTCCTTCAGATGGT 3’ 

Elovl6 Fwd 5’ ACACGTAGCGACTCCGAAGAT 3’ 
Rev 5’ AGCGCAGAAAACAGGAGGAAAGACT 3’ 

Fabp1 Fwd 5’ GTCTCCAGTTCGCACTCCTC 3’ 
Rev 5’ GCAGAGCCAGGAGAACTTTG 3’ 

Fasn Fwd 5’ TTCCAAGACGAAAATGATGC 3’ 
Rev 5’ AATTGTGGGATCAGGAGAGC 3’ 

Fgf-21 Fwd 5’ CTGGGGGTCTACCAAGCATA 3’ 
Rev 5’ CACCCAGGATTTGAATGACC 3’ 

Foxo1 Fwd 5’ CTTCAAGGATAAGGGCGACA 3’ 
Rev 5’ GACAGATTGTGGCGAATTGA 3’ 

G6pc1 Fwd 5’ TTACCAAGACTCCCAGGACTG 3’ 
Rev 5’ GAGCTGTTGCTGTAGTAGTCG 3’ 

Gck Fwd 5’ CCCTGAGGGCTTACAGTTC 3’ 
Rev 5’ ACGGATGTGAGTGTTGAAGC 3’ 

Glu1 Fwd 5’ CTCGCTCTCCTGACCTGTTC 3’ 
Rev 5’ TTCAAGTGGGAACTTGCTGA 3’ 

Glut1 Fwd 5’ GCTGTGCTTATGGGCTTCTC 3’ 
Rev 5’ CACATACATGGGCACAAAGC 3’ 

Gpc3 Fwd 5’ CATTGGAAGCTCTGGTGACG 3’ 
Rev 5’ GGGAACAAGCAGCATGGAAA 3’ 
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Hgf Fwd 5’ TTGGGATTCGCAGTACCCTCACAA 3’ 
Rev 5’ TAGCCAACTCGGATGTTTGGGTCA 3’ 

HmgS Fwd 5’ CCGTATGGGCTTCTGTTCAG 3’ 
Rev 5’ AGCTTTGTGCGTTCCATCAG 3’ 

HmgR Fwd 5’ AGCTTGCCCGAATTGTATGTG 3’ 
Rev 5’ TCTGTTGTGAACCATGTGACTTC 3’ 

Hnf1α Fwd 5’ TCACAGACACCAACCTCAGC 3’ 
Rev 5’ GAGGACACTGTGGGACTGGT 3’ 

Lect2 Fwd 5’ CCCACAACAATCCTCATTTCA 3’ 
Rev 5’ GTTAGCCCATGGTCCTGCTA 3’ 

Lgr5 Fwd 5’ TGAGCGGGACCTTGAAGATT 3’ 
Rev 5’ AATAGGTGCTCACAGGGCTT 3’ 

Nrf2 Fwd 5’ CCGGCTGAATTGGGAGGAAT 3’ 
Rev 5’ GAACTAACCCGTGTGGACCAT 3’ 

Pai-1 Fwd 5’ TTCAGCCCTTGCTTGCCTC 3’ 
Rev 5’ ACACTTTTACTCCGAAGTCGGT 3’ 

Pepck Fwd 5’ AGCCTTTGGTCAACAACTGG 3’ 
Rev 5’ TGCCTTCGGGGTTAGTTATG 3’ 

Pkli Fwd 5’ CTTGCTCTACCGTGAGCCTC 3’ 
Rev 5’ ACCACAATCACCAGATCACC 3’ 

Pkm2 Fwd 5’ TCGCATGCAGCACCTGATT 3’ 
Rev 5’ CCTCGAATAGCTGCAAGTGGTA 3’ 

Pp2A Fwd 5’ ATGGACGAGAAGTTGTTCACC 3’ 
Rev 5’ CAGTGACTGGACATCGAACCT 3’ 

Pparα Fwd 5’ CCCTGTTTGTGGCTGCTATAA 3’ 
Rev 5’ GGGAAGAGGAAGGTGTCATCTG 3’ 

Pparγ Fwd 5’ AGTCTGCTGATCTGCGAGCC 3’ 
Rev 5’ CTTTCCTGTCAAGATCGCCC 3’ 

Pten Fwd 5’ TGGGTTGGGAATGGAGGGAATGCT 3’ 
Rev 5’ GGACAGCAGCCAATCTCTCGGA 3’ 

Rpl19 Fwd 5’ GGTGACCTGGATGAGAAGGA 3’ 
Rev 5’ TTCAGCTTGTGGATGTGCTC 3’ 

Ror Fwd 5’ GCGCAGGCAGAGCTATGC 3’ 
Rev 5’ CACGTAATGACACCATAATGGATTC 3’ 

Scd1 Fwd 5’ TGGGTTGGCTGCTTGTG 3’ 
Rev 5’ GCGTGGGCAGGATGAAG 3’ 

Sp5 Fwd 5’ AGGACAGGAAACTGGGTCGT 3’ 
Rev 5’ GATGGCTCGGACTTTGGA 3’ 

Srebp 1c Fwd 5’ GGCACTAAGTGCCCTCAACCT 3’ 
Rev 5’ GCCACATAGATCTCTGCCAGTGT 3’ 

Srebp 2 Fwd 5’ GCAGCAACGGGACCATTCT 3’ 
Rev 5’ CCCCATGACTAAGTCCTTCAACT 3’ 

Tgf-β1 Fwd 5’ CAACAATTCCTGGCGTTACCTTGG 3’ 
Rev 5’ GAAAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT 3’ 

Vim Fwd 5’ CGGCTGCGAGAGAAATTGC 3’ 
Rev 5’ CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG 3’ 
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