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Résumé : Le transfert d'un cargo, contenu dans une
vésicule, vers des cellules d'intérét reste un défi pour
les thérapies ciblées. Les glycoprotéines virales, se
liant a un récepteur cellulaire et induisant la fusion
membranaire, constituent des outils prometteurs
pour ce type d'approche. La glycoprotéine G du VSV
est la glycoprotéine virale la plus utilisée pour
pseudotyper des lentivirus en thérapie génique.
Néanmoins, il y a des limites a I'utilisation de G : les
récepteurs de G (membres de la famille du LDLR) sont
ubiquitaires et présents a la surface de cellules non
cibles.

Les travaux de I'équipe sur la structure du
complexe VSVG/LDLR avaient identifié des mutants
de G ne liant plus le LDLR mais conservant leur
activité  de découplage
reconnaissance du récepteur et fusion ouvrait la
possibilité  de  recibler  spécifiguement Ia
glycoprotéine vers des récepteurs d'intérét.
une glycoprotéine

fusion. Ce entre

Nous avons construit
chimérique en fusion avec un nanobody dirigé contre

la mCherry en position amino-terminale de G.

L'insertion de ce nanobody dans G est délétere.
Par évolution expérimentale, nous avons identifié
deux mutations dans G améliorant le repliement de
la chimere. Ces mutations favorisent le repliement
des G chimériques, quel que soit le nanobody
inséré en position amino-terminale. Les virus
pseudotypés (VSV et lentivirus) avec ces G
chimériques ont un titre 10 fois plus élevé lorsque
les mutations d'optimisations sont présentes.

Nous avons ensuite construit des glycoprotéines
chimériques avec plusieurs nanobodies ciblant le
récepteur HER2. Dans ces glycoprotéines, nous
avons introduit les mutations abolissant la
reconnaissance des récepteurs naturels de G. Les
virus  pseudotypés par glycoprotéines
n'infectent plus que des cellules exprimant le
récepteur HER2.

Nous avons donc identifié des mutations de G
permettant de conférer un nouveau tropisme a G
par insertion amino-terminale de nanobodies. Ceci
ouvre la thérapies

ces

voie a des ciblées

personnalisées.




Title : Vesicular stomatitis virus glycoprotein tropism modification: targeting receptors of interest
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Abstract : The transfer of vesicles containing cargos
toward cells of interest remains a challenge for
targeted therapy. Viral fusion glycoproteins having
the property of receptor recognition and fusion
activity constitute promising tools for this kind of
approach. VSV glycoprotein (G) is the most used viral
glycoprotein to pseudotype lentiviruses in gene
therapy. However, we encounter limits to the use of
G: G cellular receptors (from LDLR family) are
ubiquitous and expressed at the surface of non-
target cells.

The work of the team on VSVG/LDLR structure
enabled us to identify G mutants that no longer bind
the LDLR without affecting its fusion activity. This
uncoupling between the recognition of the receptor
and the fusion capacity opened up the possibility of
retargeting G towards receptors of interest.

A chimeric glycoprotein fused with a nanobody
directed against the mCherry protein, in N-terminal,
of G has been constructed.

The insertion of a nanobody in G is deleterious
for its activity. Using experimental evolution, we
identified two mutations on G enhancing the
chimera folding. Remarkably, these mutations
improve the folding of chimeric Gs, regardless of
the sequence of the nanobody inserted in amino-
terminal. Pseudotyped viruses (both VSV and
lentiviruses) with these chimeric Gs at their surface
show 10 times higher titers with these mutations of
optimisation.

We then constructed chimeric Gs with several
nanobodies targeting the receptor HER2. We
introduced the mutations abolishing LDLR
recognition in these Gs. Viruses pseudotyped with
these glycoproteins only infected cells expressing
HER?2.

We therefore identified G mutations conferring
a new tropism of G thanks to the N-terminal
insertion of a nanobody. All this work opens the
way to personalised targeted therapies.
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Partie 1 : Introduction

I. Apport de la biologie moléculaire dans le développement de

nouvelles thérapies

[.1. Généralités

[.1.1.Histoire de la pharmacologie

Depuis toujours, 'Homme n’a eu de cesse de chercher des traitements afin de
contrecarrer les différentes maladies auxquelles il pouvait faire face. Les premiers
traitements développés ont eu recours a la pharmacologie. La pharmacologie provient du
grec et signifie « étude des drogues ». Celle-ci regroupe I'utilisation de médicaments, de
substances endogenes, ainsi que de substances biologiquement actives. Les premiéres
évidences de 'utilisation de la pharmacologie remontent donc a I'antiquité ou des plantes
meédicinales étaient utilisées pour soigner. Ainsi, Hippocrate au Veme siéecle avant JC et
Théophraste au [Véme siecle avant JC ont contribué a la connaissance de ces plantes
meédicinales et, au premier siecle de notre ére, Dioscoride a rédigé « De Materia Medica »,

un texte décrivant des centaines de plantes médicinales, ainsi que leurs usages.

Plus tard, au moyen-age, des ouvrages de médecins, tel que le « Canon de médecine »
d’Avicenne ont permis de regrouper les connaissances médicales et pharmacologiques de

I’époque.

A compter de la fin du XIXeme siecle, les développements en chimie et en biologie,
combinés a I'avancement des techniques de recherche vont mener a l'essor de la
pharmacologie permettant des découvertes importantes, notamment celle de la
pénicilline en 1928 par Alexander Fleming, ou encore le développement des
chimiothérapies grace aux travaux de Paul Ehrlich qui, en 1909, met au point le premier

médicament de synthése a avoir une véritable efficacité dans le traitement de la syphilis.

Dans les années 1950-60, les avancées en pharmacologie menent au développement
de I'industrie pharmaceutique et a la production a grande échelle de médicaments. Ces

développements s’appuient beaucoup sur la chimie.
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[.1.2.L’avenement des protéines recombinantes

A partir des années 1970, le développement de la biologie moléculaire et la capacité de
production de protéines d’intérét va contribuer a I'’émergence de nouvelles approches
thérapeutiques. En 1975, des techniques de production d’anticorps monoclonaux ont pu
étre mises en place. Les anticorps monoclonaux sont des anticorps produits
naturellement par une méme lignée de lymphocytes B. Ils reconnaissent donc le méme
épitope d’'un antigéne (Kohler and Milstein, 1975). En 1986, un premier anticorps
monoclonal a obtenu une autorisation de mise sur le marché. Il s’agit du Muromonab, un
anticorps dirigé contre le récepteur CD3 présent a la surface des cellules T. Il servira a
réduire le rejet aigu chez les personnes ayant subi une transplantation d'organe (Starzl

and Fung, 1986; Fung, Demetris and Porter, 1987; Markus et al., 1987).

Les anticorps monoclonaux sont également utilisés dans des thérapies antivirales. En
1998, le palivizumab, une immunoglobuline G (IgG) humanisée, a été approuvé en tant
que traitement pour les patients infectés par le virus respiratoire syncytial (VRS)
(Subramanian et al., 1998). Actuellement, des anticorps monoclonaux sont utilisés pour
traiter diverses maladies telles que des cancers, des maladies infectieuses ou encore des

maladies auto-immunes.

Ces anticorps ciblant un antigéne tumoral sont parfois couplés a une drogue et utilisés

pour traiter des cancers, comme les leucémies myéloides multiples (Lancman et al,, 2023).

Au-dela des anticorps monoclonaux, le développement des systemes de productions
de protéines recombinantes ont permis de nombreuses avancées. On peut citer I'insuline,
utilisée dans le traitement du diabete de type I. Initialement, I'insuline était purifiée a
partir de pancréas bovins et porcins, et son injection provoquait des réactions allergiques
et une réponse immunitaire (Wiles et al., 1983). L'utilisation d’insuline recombinante
humaine produite en Escherichia coli a changé la donne, puisque celle-ci est identique a

I'insuline humaine.
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[.1.3.Changement de paradigme : les thérapies basées sur la modification du

génome

La seconde révolution, toujours en cours aujourd’hui, est 'émergence de nouvelles
thérapies, parmi lesquelles la thérapie génique qui s’appuie sur les nouvelles technologies

permettant la modification du génome.

Pour un certain nombre de maladies, elles permettent d’envisager un traitement
curatif tandis que la pharmacologie ne permettait qu’'un traitement des symptomes ou un
ralentissement de I'évolution de la maladie. Ces nouvelles thérapies ont donc conféré un

nouvel espoir de guérison pour des maladies considérées auparavant comme incurables.

Les premiers essais de correction de génes défectueux ont été réalisés chez des
modeles animaux. En 1989, des essais sur des souris atteintes de déficience immunitaire
combinée sévere (DICS), résultant d’'une mutation dans le géne de l'adénosine
désaminase, ont été menés en modifiant les cellules hématopoiétiques chez des souris

(Lim et al,, 1989).

Au départ, ce type de thérapie avait pour unique but de traiter les maladies
monogéniques, c’est-a-dire des maladies causées par la mutation d’un seul gene, telles que
la drépanocytose. A ce jour, elles ont pour ambition de traiter des cancers (Amara et al,
2016; Cesur-Ergiin and Demir-Dora, 2023), des maladies neurodégénératives (Tuszynski
et al, 2015; Katsouri et al.,, 2016; Griciuc et al,, 2020) et des maladies infectieuses
(Leibman and Riley, 2015; Scholler et al., 2015).

L’'un des plus grands enjeux de ces nouvelles thérapies est le développement de
thérapies personnalisées délivrées in situ (directement chez le patient) et ciblant
exclusivement les cellules qu'on souhaite éliminer ou dont on souhaite modifier le
génome. Parmi les différentes thérapies ciblées, on retrouve la thérapie génique, certaines
immunothérapies, mais aussi des thérapies anticancéreuses permettant la délivrance

ciblée de molécules antitumorales ainsi que I’'oncovirothérapie.

Dans le cadre de ces thérapies ciblées, on cherche a libérer un cargo (un gene, un acide
nucléique, un peptide, une petite molécule, etc.) spécifiquement dans la cellule d’'intérét.
Ce cargo peut étre véhiculé par des vecteurs viraux, des liposomes (vésicules artificielles)

ou encore des exosomes (vésicules naturelles) produits par des cellules modifiées.
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[.2. La thérapie génique
[.2.1.Généralités

La thérapie génique permet de traiter, voire de guérir, des maladies qui ne peuvent étre
traitées par des approches de pharmacologie traditionnelles. Cette approche
thérapeutique a été utilisée avec succes pour traiter diverses pathologies, telles que
certains cancers (Wirth, Parker and Yla-Herttuala, 2013), les maladies génétiques,
certaines maladies infectieuses, des maladies cardiovasculaires et des maladies
neurodégénératives (Sudhakar and Richardson, 2018). La thérapie génique consiste a
délivrer, modifier, inhiber ou supprimer des génes dans une cellule ou un tissu donné afin
de soigner les patients. A ce jour, les cancers sont les maladies les plus traitées par
thérapie génique (Wirth, Parker and Yla-Herttuala, 2013). Notamment, via les thérapies

par cellules CAR-T, qui seront présentées par la suite.

L’inhibition de I'expression d'un gene se fait par diverses approches utilisant des petits
ARN interférents (siRNA)(Yuetal, 2017; Sun et al., 2024; Yamamoto et al., 2024) et petits
ARN en épingle a cheveux (shRNA)(Lengrand et al., 2023).

La modification de génes a recours a des nucléases, telles que les nucléases a doigt de
zinc, ou encore des nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALEN).
Actuellement, la technologie la plus prometteuse est la technologie CRISPR-CAS9 dérivée
d’'un mécanisme de défense bactérien contre les bactériophages (Jinek et al, 2012).
Surnommé les ciseaux moléculaires, ce systéme permet de modifier les genes. Il implique
deux composants essentiels : un ARN guide correspondant a un gene cible et une
endonucléase (CAS9) qui coupe I'ADN double brin, permettant ainsi la modification du
génome. CAS9 reconnait une séquence spécifique de 3 a 5 nucléotides, appelée PAM (en
Anglais : protospacer adjacent motif), sur 'ADN double brin et située apres la séquence
cible de I'’ARN guide. Elle se lie a la séquence cible et clive ensuite ’ADN double brin au
niveau de cette séquence. La réparation du gene se fait par recombinaison homologue

grace a cet ARN guide servant de matrice de réparation (Figure 1).
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Figure 1: Systéme CRISPR-CAS9. ARN cr : ARN CRISPR. ARN tr : ARN transactivateur. L’ARN guide est
divisé en un ARN cr et un ARN tr. Il existe également des ARN guides uniques constitués d’une seule
séquence.

La délivrance de genes, peut se faire via des vecteurs viraux, a savoir des virus
pseudotypés (lentivirus ou rétrovirus), des adénovirus, des vecteurs viraux adéno-
associés (AAV), mais aussi via des plasmides ou des vésicules (Wirth, Parker and Yla-
Herttuala, 2013). Les différentes stratégies utilisées peuvent avoir recours a des
approches in vivo ou ex vivo. Les approches in vivo consistent a injecter directement le
vecteur viral dans I'organisme du patient. Dans le cas des thérapies ex vivo, on procéde au
prélevement de cellules du patient, qui seront modifiées, la plupart du temps en utilisant

un vecteur lentiviral, avant d’étre réinjectées chez le patient.

Actuellement, la grande majorité des thérapies géniques sont des thérapies ex vivo. Le
principal avantage de ce type de thérapie par rapport a une thérapie in vivo est qu’elle
permet de contrdler les étapes du traitement, notamment d’éviter la dispersion des
vecteurs viraux dans des organes non cibles. L'un des défis dans ce domaine est de

développer des approches in vivo qui ciblent exclusivement les cellules a modifier.
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[.2.2.Les vecteurs viraux utilisés en thérapie génique

[.2.2.1. Les vecteurs rétroviraux

La famille des Retroviridae regroupe des virus enveloppés dont le génome est diploide,
constitué de deux ARN simple brin de polarité positive. Apres sa transcription inverse en
ADN, ce génome va s’intégrer dans le génome d’une cellule hote par I'intégrase virale. Les
virions ont une forme sphérique et mesurent entre 80 et 200nm de diameétre (Yeager et
al, 1998; Briggs et al, 2003; Qu et al, 2018). Au sein des Retroviridae, on distingue
différents genres parmi lesquels les gamma-rétrovirus, dont le prototype est le virus de
la leucémie murine de Moloney (MLV) et les lentivirus, dont le prototype est le virus de
I'immunodéficience humaine 1 (VIH-1), deux genres particulierement utilisés en thérapie
génique, en tant que vecteurs. L’avantage majeur de 'utilisation de vecteur rétroviraux
est leur capacité d’intégration, ce qui va permettre de modifier durablement le génome de

I'hote.

Les Retroviridae possédent trois génes communs a toutes les especes, appelés Gag, Pol
et Env, ainsi que deux régions de séquences terminales longues répétées (LTR; en
Anglais : Long terminal repeat) situées aux extrémités 5’ et 3’ du génome (Figure 2). La
séquence LTR en 5’ est composée d'une séquence R et d'une région U5. Elle est suivie d'un
site PBS (en Anglais : Primer binding site) et d’'une séquence d’encapsidation du génome
(v). La région 3’ LTR contient également une séquence R mais aussi une région U3. Le
gene Gag code pour la protéine de capside, la protéine de matrice et la nucléoprotéine. Pol
code pour la protéase, la transcriptase inverse et I'intégrase. Env quant a lui code pour la
glycoprotéine d’enveloppe, qui sera clivée en une protéine de surface (SU) (gp120 pour le

VIH) et une protéine transmembranaire (TM) (gp41 chez le VIH-1) (Willey et al., 1988).

(A) Génome MLV

(B) Génome VIH-1

. I 1
5LTR & GAG , , ﬁ
POL

Figure 2: Organisation génomique des Retroviridae. Exemples du MLV (A) et du VIH-1 (B). LTR:
répétition terminale longue. RRE : Elément de réponse a Rev.
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Le génome du VIH-1 possede d’autres cadres de lecture (Figure 2B)(Ratner et al., 1985;
Wain-Hobson et al., 1985) codant pour des protéines accessoires, nef, vif, vpu, vpr
(Sodroski et al., 1986; E A Cohen et al., 1988), et pour des protéines régulatrices Tat et Rev
(Arya et al., 1985; Sodroski et al.,, 1985). Tat et Rev sont impliquées respectivement dans
'activation de la transcription et dans la régulation de I'épissage et du transport de 'ARN
(Rosen, Sodroski and Haseltine, 1985; M H Malim 1 , ] Hauber, R Fenrick, 1988). Le
génome du VIH-1 posséde également un élément de réponse a Rev (RRE), permettant son

export nucléaire (Malim et al., 1989; Cochrane, Chen and Rosen, 1990).

La premiere étape du cycle viral des Retroviridae est la liaison de la protéine SU au
récepteur (Figure 3). La seconde protéine TM catalyse ensuite la fusion de la membrane
virale avec celle de la cellule. Ce qui permet le relargage de la capside dans le cytoplasme.
Il est suggéré que la transcription inverse de ’ARN viral en ADN double brin, via la
transcriptase inverse, est initiée dans la capside, alors que celle-ci est encore dans le
cytoplasme. La majeure partie de la transcription inverse a lieu, apres la translocation de
la capside, dans le noyau. Le complexe nucléoprotéique comprenant I’ADN double brin,
appelé complexe de pré-intégration, sera ensuite désenrobé pour permettre son
intégration dans le chromosome de I'héte, par I'intégrase (Bukrinsky et al., 1992; Burdick
etal,2020). La séquence virale ainsi intégrée dans le génome de la cellule hote est appelée
provirus. La transcription du provirus en génome viral et ARNm est effectuée par 'ARN
polymérase Il cellulaire avecI'aide des protéines régulatrices (Tat pour le VIH-1). Les ARN
épissés et non épissés sont ensuite exportés du noyau vers le cytoplasme ou les ARN non
épissés seront traduits en protéines virales. Les ARN viraux, compétents pour
I'encapsidation (possédant la séquence ) et pour leur dimérisation, favorisent
I'assemblage de la capside (Sarni et al, 2020). En effet, la protéine Gag se lie a ces ARN,
permettant la localisation des complexes Gag-ARN a la membrane plasmique ou les ARN
se dimériseront (Chen et al.,, 2016). Les particules virales bourgeonnent a la membrane et
sont ensuite libérées sous forme immature. Au sein de la particule virale, les différents
éléments de Gag et Pol sont ensuite clivés par la protéase virale. Ceci induit un
réarrangement structurel permettant la maturation des virions et donc la production de

virus infectieux (Katoh et al.,, 1985; Kohl et al., 1988).
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HIV-1

Core

Reverse transcription and
Cytoplasmic transport

Figure 3: Cycle viral du VIH-1. D'apres Science of hiv.org.

Les premiers vecteurs rétroviraux ont été développés, dans les années 1980, a partir
d’un y-rétrovirus, le MLV (Mann, Mulligan and Baltimore, 1983). Par la suite, ceux-ci ont
permis de délivrer le gene de l'adénosine désaminase dans des cellules souches
hématopoiétiques et d’induire son expression durable (Riviére, Brose and Mulligan,

1995).

Dans ces premiers systémes, le vecteur était séparé en deux plasmides codant pour
différentes protéines du virus de la leucémie murine : un plasmide de transduction
comprenant les séquences d’encapsidation du transgene (W) et d’'intégration (LTR), et un
plasmide auxiliaire d’encapsidation, comprenant les genes codant pour Gag, Pol et Env
(Figure 4A)(Naviaux et al., 1996; Blesch, 2004). Ainsi, ont été obtenus des virus incapables

de se répliquer et exprimant un gene d’intérét.

(A) 1°= génération

Plasmide vecteur de transfert Plasmide auxiliaire d’encapsidation
A Env
5'LTR W Promoteur Transgéne 3‘LTR 5°LTR Promoteur 3'LTR
GAG POL
(B) 2°™e génération
Plasmide vecteur de transfert Plasmide d’enveloppe
5‘LTR hd Promoteur Transgéne 3'LTR Promoteur Env/ VSV G 3'LTR
AW
i iliaire &’ idati 5‘LTR Promoteur 3'LTR
Plasmide auxiliaire d’encapsidation GAG POL

Figure 4: Schéma des différentes générations de vecteurs rétroviraux développés a partir du MLV. A.
Premieére génération de vecteurs rétroviraux. B. Deuxiéme génération de vecteurs rétroviraux. LTR :
répétition terminale longue. AY : région délétée de la séquence psi.

Ces vecteurs pouvaient se révéler dangereux en cas de recombinaison et relocalisation
de I'élément ¥, en menant a la formation de rétrovirus réplicatifs. Un second systeme de

10
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vecteurs rétroviraux a donc été développé, dans lequel le plasmide auxiliaire est divisé en
deux plasmides, ce qui permet de séparer les génes Gag et Pol du gene Env (Figure
4B)(Soneoka et al, 1995). Comme deux recombinaisons seraient nécessaires pour
regrouper les genes W, Gag, Pol et Env, ce systéeme réduit les risques de formation de

rétrovirus capables de se répliquer.

Il s’avere néanmoins que les systemes de vecteurs lentiviraux développés a partir du
MLV sont peu efficaces en termes de transfert de genes dans des cellules humaines (Miller,
Adam and Miller, 1990). Des systemes de vecteurs lentiviraux, dérivés du VIH-1 ont donc
été développés (Figures 2B, 5A). Ceux-ci présentent I'avantage de posséder deux génes
supplémentaires codant pour Tat et Rev, et d'infecter des cellules en division ou non
(Miller, Adam and Miller, 1990; Fouchier et al., 1997). (Arya et al., 1985; Sodroski et al.,
1985).

(A) 1° génération

Plasmide vecteur de transfert Plasmide d’enveloppe
= .
Plasmide auxiliaire d’encapsidation Promoteur GAG I—I |—| ml:l—
POL ] t O
® 2 géneraton
Plasmide vecteur de transfert Plasmide d’enveloppe

5LTR M RRE Promoteur Transgéne 3'LTR Promoteur Env/ VSV G -

Plasmide vecteur de transfert Plasmide d’enveloppe
Chimérique hd RRE Promoteur Transgéne 3°LTR Promoteur Env/VSV G -
AU3
Plasmide Rev Plasmide auxiliaire d’encapsidation

Promoteur REV - Promoteur GAG RRE _
POL

Figure 5: Schéma des différentes générations de vecteurs lentiviraux. A. Premiére génération de
vecteurs lentiviraux. B. Deuxiéme génération de vecteurs lentiviraux. C. Troisieme génération de
vecteurs lentiviraux. LTR : répétition terminale longue. RRE : Elément de réponse a Rev. AU3:
séquence LTR délétée de sa partie U3.

Un systéeme de premiere génération dérivé du VIH-1 et incluant cette fois-ci Tat et Rev,
ainsi que des genes accessoires a d’abord été mis au point en utilisant des plasmides

similaires a ceux utilisés dans le systeme dérivé du MLV (Figure 5A)(Naldini et al., 1996).

11
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Pour les mémes raisons de sécurité que pour le MLV, une seconde génération de vecteurs
lentiviraux a été développée excluant les protéines accessoires du HIV-1 mais conservant

Tat et Rev (Figure 5B)(Zufferey et al.,, 1997).

Le systeme de troisieme génération utilise quatre plasmides (Figure 5C)(Dull et al,
1998). Le plasmide contenant le transgene a été modifié par une LTR 5’ chimérique. Celle-
ci contient un promoteur chimérique, ce qui permet de se dispenser du gene Tat. Le géne
Rev est codé par un plasmide différent de celui codant Gag et Pol. De plus, la séquence U3
de larégion 3'LTR comporte une délétion inactivant I'activité du promoteur et empéchant

ainsi la production de nouvelles molécules d’ARN génomique.

Actuellement, le systéme de seconde génération est le plus utilisé en recherche. Bien
que moins utilisés que les vecteurs lentiviraux, les vecteurs dérivés du MLV sont utilisés
pour certaines applications de thérapie génique impliquant les cellules souches

hématopoiétiques (CSH) ou pour modifier des lymphocytes T.

Enfin, les vecteurs lentiviraux ont la possibilité d’étre pseudotypés par une protéine
d’enveloppe exogene, ce qui permet de modifier le tropisme du vecteur et/ou d’en

augmenter la stabilité.

[.2.2.2. Les vecteurs viraux adéno-associés

La famille des Parvoviridae regroupe des virus non enveloppés a ADN simple brin
classés dans deux sous-familles : Les Densovirinae et les Parvovirinae (ICTV Aot 2024).
Ceux-ci ont été découverts dans les années 1960. Parmi les différents genres de la sous-
famille des Parvovirinae, on retrouve le genre Dependovirus, auquel appartiennent les
virus adéno-associés (Pipe et al., 2019). A ce jour, 13 sérotypes d’AAV ont pu étre isolés :

AAV1 a AAV13. IlIs sont classés en fonction de leur antigene de surface.

Les AAV sont incapables de se répliquer sans I'aide d’'un adénovirus ou d'un herpes
virus (Carter, 2004) et sont non pathogenes pour 'homme. En absence de fonctions
auxiliaires provenant d’'un adénovirus ou herpes virus, les AAV vont s’intégrer dans le
génome de I'hote. Les AAV pourront se répliquer grace au simple ajout d’un virus
auxiliaire. Ils peuvent ainsi étre utilisés en tant que systéme inductible (Tratschin et al,

1984).
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A T'heure actuelle, trois types de thérapies géniques a base d'AAV ont été approuvés.
En 2012, un premier protocole, basé sur l'utilisation d'AAV et permettant de traiter des
déficiences en lipoprotéines lipases induisant une accumulation de triglycérides dans le
plasma, a été développé (Salmon, Grosios and Petry, 2014; Pupo et al., 2022). Le coiit élevé
de ce traitement a engendré un arrét de sa commercialisation. D’autres traitements
développés a partir d’AAV sont cependant toujours commercialisés. Ainsi, un médicament
(Luxturna) dérivé d'un vecteur AAV2 permet de traiter certains types de cécités, liée a la

mutation bi allélique du gene RPE65 (Russell et al., 2017; Ford et al., 2024).

Les AAV sont donc des vecteurs prometteurs pour la thérapie génique. Ils présentent
I'avantage de ne provoquer qu’une faible réponse du systeme immunitaire et d’engendrer

une expression durable des genes.
[.2.3.Exemples d’applications en thérapie génique

[.2.3.1. Lesrécepteurs antigéniques chimériques

La thérapie par cellules T a récepteur d’antigene chimérique (CAR-T) consiste en un
traitement utilisant des cellules allogéniques. Dans le cas des cellules CAR-T, il s’agit de
recibler des lymphocytes T prélevés chez des patients, vers des cellules cancéreuses
exprimant un antigene spécifique, afin de les éliminer. Cette stratégie en plein essor a
montré des réponses efficaces et durables chez des patients souffrant de leucémies aigues

lymphoblastique et de lymphomes diffus a grandes cellules B.

Anticorps monoclonal Récepteurde cellules T Récepteur d’antigéne chimérique

Figure 6: Structure des cellules CAR-T. Vi : chaine lourde. V,, : chaine légére. TM: domaine
transmembranaire. Costim. : domaine de co-stimulation. Adapté (Majzner and Mackall, 2019);
Debbie Maizels/Springer Nature

Actuellement, il existe cinq générations de cellules CAR-T. La structure des CAR de
premiere génération est constituée d’'un fragment variable a chaine unique d'un anticorps

monoclonal fusionné avec un domaine transmembranaire et un domaine de signalisation
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intracellulaire, celui du récepteur des cellules T CD3-( capable de déclencher une réponse
des lymphocytes T (Figure 6). Dans les générations suivantes, le domaine
transmembranaire est relié au récepteur CD3-¢ via une (seconde génération) ou deux
(troisieme génération) molécules de co-stimulation (Figure 7)(Pule et al., 2005; Kowolik
etal,2006; June et al.,, 2018). Les CAR de quatriéme génération quant a eux possedent un
domaine inductible permettant I’expression de chimiokines (notamment l'interleukine
12), ainsi qu'un domaine de co-stimulation. Ceux de cinquieme génération contiennent un
autre domaine de co-stimulation permettant l'activation de voies de signalisation
spécifiques, telles que celles des transducteurs de signal et activateurs de la transcription
(STATs)(Kagoya et al.,, 2018; Mehrabadi et al., 2022). Dans 'exemple donné, ce domaine
correspond a un domaine cytoplasmique de la chaine 8 du récepteur de l'interleukine
(IL)-2 (IL-2R B), qui associé a un motif Tyrosine-X-X-glutamine liant STAT3 (YXXQ)
permet I'activation de STATS3.

1ére génération 2¢éme génération 3¢me génération 4¢me génération 5¢me génération

................. AARAAAL_ ARAIIAA
Molécule Molécule Molécule Molécule

Co stimulatrice Co stimulatrice 1 Co stimulatrice 1 Co stimulatrice 1
(e.g., CD280ou (e.g., CD28) (e.g., CD28) (e.g., CD28)
4-1BB) Molécule Molécule Molécule
Co stimulatrice 2 Co stimulatrice 2 Co stimulatrice 2
(e.g., 4-1BB) (e.g., 4-1BB) (e.g., 4-1BB)

(coag] iL12]
(cosc]iL-2rg

--» Motif YXXQ

Figure 7: Les cinq générations de cellules CAR-T. Adapté de Majzner and Mackall, 2019, illustrations
Debbie Maizels.

La premiere étape de production de cellules CAR-T consiste a prélever des
lymphocytes T sur un patient par aphérese. Les lymphocytes T sont ensuite activés par
des anticorps, puis modifiés par exposition a un vecteur viral ou a un autre codant pour la
molécule CAR. Le gene ainsi introduit permettra de produire et d’exposer les CAR a la
surface des lymphocytes T. Les cellules CAR-T ainsi modifiées seront triées et multipliées

avant administration au patient.

Les thérapies par cellules CAR-T dirigées contre la molécule de surface CD19 des
lymphocytes B ont montré des résultats probants chez des patients atteints de leucémies

lymphocytaire chronique (LLC) et de leucémie lymphoblastique aigué a cellules B
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(LLA)(Porter et al, 2011; Lee et al, 2015). Ce traitement induit une aplasie des

lymphocytes B.

De facon générale, les thérapies géniques utilisant des cellules CAR-T sont complexes

a mettre en place et tres coliteuses.

Une maniere de simplifier le protocole serait d’utiliser une approche in vivo pour
produire directement les cellules CAR-T chez les patients. Ainsi, des lentivirus
pseudotypés avec la glycoprotéine (G) du Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV), portant
un transgene anti-CD19, ont été transfusés chez des souris. Les lymphocytes T ont donc
été transduits et modifiés in vivo pour produire des cellules CAR-T dirigés contre CD19 et
ainsi induire une aplasie de la population de lymphocytes B (Rive et al., 2022). Ceci a
permis une initiation de la transduction, une expansion et une activité antitumorale des
cellules CAR-T in vivo. 1l serait donc possible de réaliser une transduction directement
chez les patients dans le cadre de certaines thérapies anti-cancéreuses, tel que pour des

lymphomes non hodgkiniens.

L’utilisation de vecteurs pour des thérapies in vivo pose la question de leur dangerosité
pour les patients en cas de transduction de cellules non cibles. En effet, dans le cas de
thérapies in vivo 'environnement n’est pas contrélé et, a la différence des thérapies ex
vivo, il n’est pas possible de sélectionner les cellules qui ont été modifiées. Il serait utile
de modifier le tropisme des vecteurs lentiviraux pour cibler exclusivement les

lymphocytes T.
Les limites des thérapies par cellules CAR-T

Les thérapies par cellules CAR- T ont des limites, notamment concernant leur efficacité
dans le traitement de tumeurs solides. En effet, 'infiltration des cellules CAR-T au sein des
tumeurs solides est limitée par le micro-environnement tumoral immunosuppressif
(Sterner and Sterner, 2021). Cela pourrait étre contrecarré par une administration locale
des cellules CAR-T, comme le montre une étude pré-clinique sur I'efficacité d’injection de
cellules CAR-T ciblant le récepteur au facteur de croissance épidermique humain
(HER2)(Priceman et al, 2018). Par ailleurs, certains antigénes tumoraux ciblés par les
CAR-T sont également exprimés dans les tissus sains, ce qui peut induire la destruction de
cellules ou d’organes sains. Enfin, on recense aussi I'apparition de tumeurs résistantes

aux CAR-T, liées a l'échappement des antigénes, ainsi qu'une certaine toxicité du
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traitement chez certains patients qui ont une production accrue en cytokines (Teachey et

al., 2013; Frey and Porter, 2016).
Développement de thérapies utilisant d’autres cellules du systeme immunitaire

Suite aux résultats obtenus grace aux thérapies par cellules CAR-T, d’autres cellules
immunitaires, telles que les Natural killers (NK), les macrophages et les cellules

dendritiques ont également été modifiées pour traiter différentes maladies.

Récemment, il a été mentionné le développement d’'une approche utilisant des cellules
NK. Celles-ci ont été modifiées afin d’exposer un CAR, constitué d'un domaine
extracellulaire d’ACE2, d’'un domaine CD28 et d’'un domaine CD3(, a leur surface. Le
domaine ACE2 permet le ciblage de la spike (protéine de surface) du virus SARS-CoV2. Le
but était de donc de développer un traitement contre le SARS-CoV2. Des tests de liaison
ont montré que ce CAR exposé a la surface des cellules CAR-NK formait un complexe avec
une spike recombinante. Ces résultats ont également été confirmé en incubant les cellules
CAR-NK avec un VSV chimérique exprimant la spike. Par ailleurs, en se liant a des cellules
exprimant la spike du SARS-CoV-2, les cellules CAR-NK augmentent leur production du
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et d’interféron y (IFN-y). Ceci induit une

cytotoxicité envers les cellules exprimant la spike (Lu et al.,, 2022).

Enfin, des souris déplétées de leurs cellules immunitaires endogenes avant que des
cellules CAR-NK ne leurs soient administrées et infectées avec le SARS-CoV-2 ont survécu,

contrairement aux souris témoin dont le taux de mortalité était de 100%.

Dernierement, une thése sur le développement de cellules B a récepteur d’antigéne
chimérique (CAR-B) a été publiée. Cette thése avait pour but d'utiliser des cellules CAR-B
pour le traitement de cancers ovariens, mais aucun résultat ou article n’est actuellement
publié (Wan Zeqi, Developing of CAR-B cell immunoterapy to target mesothelin in ovarian

cancer, Université Johns Hopkins).

[.2.3.2. Thérapie génique ciblant les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules multipotentes et
indifférenciées a I'origine de toutes les cellules de la lignée hématopoiétique. Elles sont

localisées dans la moelle osseuse. Les cellules hématopoiétiques matures ayant une durée
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de vie courte, les CSH vont permettre le renouvellement de celles-ci au cours du temps

(Orkin and Zon, 2008; Monga, Kaur and Dhanda, 2022).

Différentes cellules sanguines peuvent étre a l'origine de maladies, telles que des
déficiences immunitaires primaires, des maladies métaboliques ou encore
d’hémoglobinopathies (Morgan et al., 2017). Toutefois, ces différentes maladies pourront
étre traitées en transplantant des CSH allogéniques modifiées. Les CSH sont soit prélevées
directement dans la moelle osseuse des patients, soit sous forme de cellules souches du
sang périphérique. Celles-ci seront ensuite modifiées génétiquement, la plupart du temps

en utilisant un vecteur lentiviral, pour étre ensuite réadministrées aux patients.

Les CSH ont pu étre utilisées en tant que traitement de déficit immunitaire combiné
sévere en adénosine désaminase (ADA-SCID), une hydrolase catalysant la désamination
de I'adénosine en inosine et désoxyadénosine en désoxyinosine (Cristalli et al., 2001). Des
cellules hématopoiétiques CD34+ ont été prélevées chez des patients atteints d’un déficit
immunitaire sévere, modifiées via un vecteur rétroviral (codant pour I'’ADNc de
I'adénosine désaminase), puis réinjectées chez les patients (Bordignon et al, 1995;
Cassani et al., 2009). Ceci a permis le développement du premier médicament de thérapie

génique ex vivo (Strimvelis)(Schimmer and Breazzano, 2016).

L’avantage de I'utilisation de CSH corrigées par thérapie génique est la persistance de

la correction génétique au sein des différentes cellules de la lignée hématopoiétique.
[.2.4.Délivrance de molécules thérapeutiques via des vésicules

[.2.4.1. Lesliposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques de taille variable, allant de 20 a plus de
1000nm. IIs sont composés d'une ou plusieurs bicouches de phospholipides
concentriques, emprisonnant entre elles des compartiments aqueux. IIs permettent de
délivrer des molécules hydrophobes, qui seront présentes au sein de la bicouche lipidique,
ou hydrophiles, qui dans ce cas seront localisées dans les compartiments aqueux. Les
liposomes sont classés selon leur taille et le nombre de bicouches de leur membrane. Ces
caractéristiques auront une importante quant a leur efficacité d’encapsulation et leur
temps de circulation (Akbarzadeh et al, 2013; Large et al, 2021) . On distingue les
vésicules multi-lamellaires (5 bicouches ou plus), les uni-lamellaires, et les vésicules

oligo-lamellaires (2 a 5 bicouches).
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Les composants moléculaires des liposomes dérivent de lipides, polysaccharides,
stérols et tensioactifs naturels ou synthétiques (Large et al., 2021). Différentes méthodes
peuvent étre utilisées pour leur préparation, telles que la méthode d’hydratation du film
lipidique (Bangham, Hill and Miller, 1974), 'évaporation en phase inverse (Szoka and
Papahadjopoulos, 1978), la méthode par injection (Has and Sunthar, 2020), I’élimination

des détergents, la déshydratation-réhydratation (Shew and Deamer, 1985), etc...

L’'idée d’utiliser les liposomes comme vecteurs pour la délivrance de molécules

thérapeutiques a été proposée dés les années 1970.

Aujourd’hui, combinés a des molécules thérapeutiques, ils sont actuellement utilisés
pour différents traitements, notamment anti-cancéreux mais aussi dans le cas maladies
parasitaires et infectieuses. Concernant le traitement de cancer, il est possible de faire
usage de liposomes sensibles au pH qui vont cibler des tumeurs et régions d’inflammation.
Leur sensibilité au pH permet de délivrer leur cargo, apres leur endocytose, dans
I'environnement acide de l'’endosome, puisque cet environnement va engendrer une
perturbation de la structure de la bicouche et in fine une rupture membranaire (Simoes et

al,, 2001).

Plusieurs formulations de liposomes ont déja été développées. L'irinotécan liposomal
pégylé a déja été approuvé pour le traitement des adénocarcinomes du pancréas et,
I’Aroplatin fait actuellement l'objet d’étude cliniques pour le traitement de cancers
colorectaux métastatiques. Enfin, différentes formulations de liposomes sont utilisées a
des fins vaccinales, notamment contre la grippe saisonniere, 'hépatite A (Large et al,

2021) ainsi que dans les vaccin a ARNm contre la Covid 19 (Baden et al., 2021).

Les liposomes possedent plusieurs avantages : leur biocompatibilité, leur capacité a
étre dégradés et leur non-immunogénicité. L’absence d'induction de I'immunité constitue
un atout dans le cas de combinaison des liposomes avec des virus oncolytiques

notamment.

Toutefois, les liposomes sont peu stables in vivo et la dégradation des phospholipides
par oxydation ou hydrolyse sont des inconvénients importants. Par ailleurs, leur
spécificité est limitée et le risque de fuite des molécules encapsulées demeure

problématique (Maja, Zeljko and Mateja, 2020).
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[.2.4.2. Les Vésicules extracellulaires

Parmi les différentes vésicules utilisées pour la délivrance de molécules, on retrouve
également les vésicules extracellulaires. On distingue trois classes principales de
vésicules extracellulaires : les exosomes, les microvésicules et les corps apoptotiques. Ces
vésicules sont dérivées de membranes de cellules et sont donc entourées d’'une bicouche
lipidique. Elles mesurent de 30 nm a 2um de diametre (El Andaloussi et al., 2013). Les
microvésicules sont générées par bourgeonnement de la membrane plasmique. La source
majeure des exosomes est quant a elle constituée par les vésicules intraluminales
contenues dans les endosomes multivésiculaires qui subissent une fusion exocytaire avec

la membrane plasmique.

Les vésicules extracellulaires sont importantes pour la signalisation cellulaire,
notamment pour le transfert de protéines, de lipides et d’acides nucléiques (Lee, El
Andaloussi and Wood, 2012). En fonction du type cellulaire dont elles dérivent, elles
peuvent avoir un role dans la maintenance physiologique, comme la régénération des

tissus (El Andaloussi et al., 2013) ou encore la maintenance des cellules souches.

Celles-ci ont donc des réles biologiques variés mais peuvent étre a l'origine de
dissémination de pathogénes, tels que des virus (HIV-1). Elles sont également impliquées
dans la tumorigenése (Camussi et al., 2010), la dissémination des peptides 3-amyloides et
de I'a-synucléine (Emmanouilidou et al., 2010) dans les cas des maladies Alzheimer et de
Parkinson, respectivement, mais aussi dans la dissémination de la protéine prions PrPc

(Vellaetal., 2007).

Les vésicules extracellulaires naturelles présentent divers avantages a savoir, leur
biocompatibilité, leur capacité a franchir les barrieres cellulaires mais aussi leur non
immunogénicité. Ainsi, a linstar des liposomes, elles constituent des vecteurs

prometteurs pour la délivrance de molécules thérapeutiques.

De maniere générale, les vésicules extracellulaires utilisées dans le cadre de thérapies
sont conjuguées avec des peptides de ciblage ou des anticorps via une surexpression de
ceux-ci dans des cellules produisant des vésicules extracellulaires. Ceci permet un ciblage

précis pour la délivrance de médicaments ou d’autres molécules actives.
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[.3. Onco-virothérapie

A T'heure actuelle, les cancers constituent toujours une des causes majeures de
mortalité chez 'Homme. Leur grande diversité ainsi que leur caractére unique rendent
ces pathologies difficiles a traiter. Par ailleurs, le micro-environnement tumoral engendre
une faible accessibilité des traitements et une résistance des tumeurs aux cellules du
systéeme immunitaire. Une des stratégies envisagées pour faire face a ces défis

thérapeutiques est 'oncovirothérapie.

L’oncovirothérapie exploite la capacité oncolytique de certains virus. Les virus
oncolytiques (OV) infectent et se répliquent préférentiellement dans les cellules
cancéreuses, et grace a leur activité lytique, entrainent la destruction de ces cellules
cancéreuses. Les OV tirent profit du fait que les cellules tumorales ne répondent pas a
'interféron et n’en produisent pas. Cela altere les mécanismes de I'immunité innée et
entraine une défense antivirale amoindrie au sein de ces cellules. D’autres phénomenes
peuvent aussi expliquer la sensibilité accrue des cellules tumorales a I'infection : celles-ci
peuvent présenter une expression exacerbée de récepteurs viraux ou une altération de
leur métabolisme cellulaire favorisant ainsi linfection virale (Stojdl et al, 2000;

Ammayappan, Peng and Russell, 2013).

Les virus oncolytiques sont aussi capables de « réchauffer » la tumeur. En effet, la lyse
des cellules cancéreuses infectées induit le relargage d’antigénes tumoraux, entrainent
une réponse immunitaire anti-tumorale. Cela éduque le systeme immunitaire a
reconnaitre ces antigenes tumoraux, qui peut engendrer une activité anti-tumorale sur le
long terme (Fend et al, 2017; Lemos de Matos, Franco and McFadden, 2020). Cette

réponse immunitaire sera par ailleurs active contre d’éventuelles métastases.

Enfin, les virus oncolytiques peuvent étre modifiés par génie génétique. Par exemple,
il est possible de limiter leur pathogénicité ou de leur faire exprimer une cytokine afin de
stimuler la réponse immunitaire. Ces modifications font des virus oncolytiques des

candidats de choix pour une thérapie anti-cancéreuse.

La premiere description d'un virus oncolytique remonte a 1904, lorsqu’une patiente
atteinte d’'une leucémie est entrée en rémission suite a une infection par le virus Influenza
A (Dock, 1904). Depuis, de nombreux virus ont été décrits comme oncolytiques, tels que

le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le virus herpes simplex de type 1 (HSV-1)
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(Menotti et al., 2008; Zheng et al., 2019), 'adénovirus de type 5 (HAdV-5)(Sato-Dahlman
and Yamamoto, 2017; Shinoda et al., 2023), le virus Sindbis, le virus de la rougeole, le virus
influenza A ou encore le virus Zika (Garcia et al., 2023; Grunwald et al., 2023). Chacun de

ces virus ont fait I'objet d’études visant a développer des thérapies anticancéreuses.

Par exemple, un essai clinique a été réalisé chez des patientes atteintes d'un cancer de
'ovaire résistant aux chimiothérapies (Galanis et al,, 2015). Une souche vaccinale du virus
de la rougeole recombinant exprimant le symport sodium/iodure (MV-NIS). Le taux de
survie médian des patientes traitées par le MV-NIH était de 26,6 mois contre 12 mois dans

le cas d’un traitement classique avec des anticorps monoclonaux humanisés.

Un second essai clinique a été réalisé avec un virus de la rougeole modifié sur des
patients atteins de glioblastome (Galanis et al., 2024). De maniere générale, le pronostic
des patients est trés mauvais, avec une évolution rapide de la maladie ; un patient sur
quatre est encore en vie deux ans apres le diagnostic (Stupp et al, 2005; Ostrom et al,,
2017). Les traitement classiques, n’'impliquant pas de virus oncolytiques, permettent une
survie médiane comprise entre 14 et 18 mois a partir du diagnostic, et de 6 a 8 mois en
cas de rechute (Chinot et al., 2014). Dans I'étude de Galanis et al. (2024), bien que les
patients aient montré une bonne tolérance au traitement, le taux de survie a un an était

seulement de 45,5%, ce qui est inférieure a celui observé avec un traitement classique.

HSV-1 a également été génétiquement modifié (Talimogene Laherparepvec: T-VEC)
pour traiter des patients atteints d’'un mélanome avancé. Le virus a été atténué par
suppression de ses genes de neurovirulence (Andtbacka et al., 2015; Bommareddy et al,,
2017). Son immunogénicité a été renforcée par la suppression du gene ICP47 (Infected
cell protein 47), impliqué dans I'échappement a la réponse immunitaire médiée par les
lymphocytes T cytotoxiques. Ce traitement représente la premiere thérapie virale
oncolytique approuvée par la FDA (Food and Drug Administration) américaine

(Andtbacka et al., 2015).

Par la suite, un second HSV-1 modifié, le G47A a été approuvé au Japon pour le
traitement de glioblastomes. Un essai clinique de phase II chez 19 patients a montré un
taux de survie a 1 an de 84,2% et trois des patients étaient encore en vie 3 ans apres la

derniere injection de G47A (Todo et al,, 2022).
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Une thérapie virale oncolytique impliquant un adénovirus de sérotype 5 (Ad5), le
CGO0070, a également été approuvée récemment par la FDA pour le traitement de cancers
de la vessie non-musculo invasifs et résistants aux immunothérapies par Bacille de
Calmette-Guérin (BCG). L’essai clinique de phase II, combinant le CGO070 et le
pembrolizumab (un anticorps monoclonal humanisé) mené chez 35 patients a montré

une réponse complete apres 3 mois chez 29 patients (Li et al, 2024).

Néanmoins, les virothérapies oncolytiques présentent certaines limites. Tout d’abord,
I'administration de virus oncolytique peut entrainer une réponse immunitaire forte, ce
qui provoque la production d’anticorps neutralisant contre le virus utilisé. Pour
contourner ce probléme, I'approche envisagée consiste a avoir recours a I'encapsidation.
L’encapsidation des virus oncolytiques peut étre réalisée a I'aire de polymeres bioactifs,
des liposomes ou des nanohydrogels. Ces agents peu immunogenes servent de barrieres
protectrices, augmentant la furtivité du virus. Une seconde solution pour échapper aux
anticorps neutralisants est 'administration de virus oncolytique en intratumoral. Cette
méthode a été utilisée pour administrer le T-VEC lors des essais cliniques (Andtbacka et

al, 2015).

Une autre limitation en oncovirothérapie est le manque de spécificité des virus envers
les tumeurs. Les virus utilisés possedent leur propre tropisme et peuvent toujours
infecter des cellules non tumorales, bien qu'’ils s’y répliquent moins efficacement. Un des
grands défis, qui fait 'objet de cette these, est le reciblage de ces virus exclusivement vers
les cellules tumorales. Idéalement, on souhaiterait que ces virus reconnaissent des

récepteurs exclusivement présents a la surface des cellules tumorales.

[.4. Thérapies in vivo : 1a difficulté de cibler les cellules d'intérét

Actuellement, le principal défi en thérapie ciblée est l'identification d’antigenes

d’intérét et de ligands ciblant spécifiquement ces antigenes.

Le développement des vecteurs lentiviraux a ouvert de nouvelles perspectives,
notamment en ce qui concerne 1'évolution vers des thérapies in vivo. Nous I'avons vu, une
des limites majeures pour le développement de ces thérapies in vivo est le manque de
spécificité lors du ciblage de cellules ou tissus d'intérét, ce qui peut entrainer des effets

indésirables.
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Une maniere de contourner cette limite est l'utilisation de virus pseudotypés, qui
permettent de moduler le tropisme viral, améliorant ainsi la spécificité et I'efficacité des

thérapies.
Le pseudotypage

Le pseudotypage se définit comme une production de virus ou de vecteur viral,
naturellement défectueux, qui nécessitent donc d’utiliser une protéine exogene. A 'heure
actuelle, cela concerne principalement des virus enveloppés qui exposent a leur surface
une protéine d’enveloppe (glycoprotéine) d'un autre virus. Ces glycoprotéines
d’enveloppe ont deux fonctions essentielles dans I'entrée virale : elles permettent la
reconnaissance d’'un récepteur spécifique et catalysent la fusion de la membrane virale
avec une membrane cellulaire, conduisant a la libération du génome viral dans la cellule
infectée. L’utilisation d’'une glycoprotéine exogéne confére au virus un tropisme différent.
Par ailleurs, ces glycoprotéines exogenes sont souvent plus résistantes a la dénaturation
et vont conférer une meilleure stabilité au virus pseudotypé. Enfin, le génome des virus
pseudotypés ne code pas pour cette glycoprotéine, ce qui signifie que ces virus ne
permettent qu’'un seul cycle de réplication. Ceci constitue un avantage majeur dans le

cadre d’'une thérapie, car permet d’éviter la propagation dans d’autres cellules ou tissus.

Le pseudotypage a été décrit pour la premiere fois en 1964 chez le virus du sarcome
de Rous, un rétrovirus a l'origine de sarcomes chez le poulet. Ce virus possede un défaut
de réplication et nécessite un virus auxiliaire pour se répliquer (Hanafusa, Hanafusa and
Rubin, 1963). Deux virus auxiliaires, RAV1 et RAV2, permettant la réplication du virus du
sarcome de Rous, ont été isolés. Lors d'une co-infection par un virus auxiliaire et le virus
du sarcome de Rous, le virus ainsi produit expose a sa surface 'enveloppe du virus

auxiliaire.

Par la suite, le développement du pseudotypage s’est étendu a des virus infectant
I’homme et autres mammiferes. Ainsi, VSV est 'un des premiers virus pseudotypés, tout
d’abord avec la glycoprotéine de deux rétrovirus, celui de la leucémie murine et celui du
virus de la myéloblastose aviaire (Zavada, 1972). Le VSV pseudotypé avec I'une de ces
deux glycoprotéines est neutralisé par les anticorps se liant spécifiquement aux

enveloppes de ces rétrovirus, ce qui interfere avec I'entrée du rétrovirus correspondant.
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En 1990, les premiers pseudotypages de vecteur lentiviraux HIV-1 avec la glycoprotéine

du MLV ont également été décrits (Page, Landau and Littman, 1990).

Aujourd’hui, le pseudotypage est utilisé pour de nombreux lentivirus. Les
glycoprotéines utilisées pour pseudotyper les vecteurs lentiviraux peuvent étre celles du
VSV, du MLV, la glycoprotéine E2 du virus Sindbis (Ahani et al,, 2016), 1a glycoprotéine du
virus de la Rage (Hislop et al, 2014), dans le cas de ciblage de neurones, celles de
Paramyxovirus, tels que le virus Nipah et le virus Hendra (Khetawat and Broder, 2010),
ou encore les glycoprotéines E1, E2 et E3 du virus du chikungunya, afin de cibler des
cellules du systeme nerveux central (Eleftheriadou et al,, 2017). La glycoprotéine du VSV
est certainement la plus utilisée pour de nombreuses raisons qui seront détaillées par la

suite.
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[I. Les Rhabdoviridae

La famille des Rhabdoviridae appartient a I'ordre des Mononegavirales qui possédent
un génome d’ARN simple brin de polarité négative (ie. complémentaire des ARN

messagers).

Les différents membres de la famille des Rhabdoviridae sont classés selon la proximité
des séquences de leur ARN polymérase (L). On distingue ainsi 56 genres et 434 espeéces,
répartis-en 4 sous-familles : les Alpharhabdovirinae (32 genres), les Betarhabdovirinae (6
genres), les Deltarhabdovirinae et les Gammarhabdovirinae (Novirhabdovirus), ainsi
qu’'un autre genre non associé a une de ces sous-familles (Figure 5) (Base de données ICTV
Aolt 2024). De plus, il existe au moins 300 especes supplémentaires de Rhabdoviridae,
qui ne sont pas encore classés (i.e. qui n’appartiennent pas aux genres identifiés). Les
Rhabdoviridae ont été isolés chez un certain nombre de vertébrés, de plantes et
d’arthropodes (Dietzgen et al, 2017). Certains arthropodes sont des hétes uniques, tandis
que d’autres peuvent étre vecteurs de transmission vers les animaux et plantes. Parmi les
Alpharhabdovirinae, on distingue deux virus modele : le virus de la rage appartenant au
genre des Lyssavirus et le virus de la stomatite vésiculaire appartenant au genre des
Vesiculovirus (Dietzgen et al, 2017). Les virus du genre Lyssavirus infectent les
mammiferes et engendrent des encéphalites mortelles. Les virus du genre Vesiculovirus
sont généralement transmis aux vertébrés (mammiféres, oiseaux et reptiles) par des
arthropodes mais la contagion peut parfois se faire par contact directs entre vertébrés.
Les arthropodes impliqués sont majoritairement des insectes suceurs de sang, tels que les

Phlébotomes, les mouches noires ou encore des moucherons piqueurs.

[1.1. Le genre Vesiculovirus

Le genre Vesiculovirus regroupe 21 especes identifiées parmi lesquelles I'espece la plus
étudiée est le Virus de la stomatite Vésiculaire sérotype Indiana (VSIV), suivie du sérotype

New-Jersey (VSN]JV) et du virus Chandipura (Figure 8).
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[1.2. Pathologie

Une infection par VSV induit divers symptomes chez les animaux d’élevage tels que les
bovins, porcs, et les chevaux. Trois a cing jours apres l'infection, les animaux développent
une fievre ainsi que des lésions (vésicules, ulcéres) au niveau de la bouche, de la langue,
des sabots et des mamelles. Ces symptomes étant similaires de ceux associés a une
infection par le virus de la fievre aphteuse, celui-ci ne peut étre différencié qu’en réalisant

des tests en laboratoire (Hanson, 1952).

Chez 'Homme, la contamination par VSV est accidentelle et se manifeste la plupart du
temps par un syndrome pseudo-grippal. Néanmoins, des cas d’encéphalites ont été
rapportés en Amérique du sud. La circulation de VSV au sein des élevages est endémique
au nord de ’Amérique du sud, Amérique centrale et Mexique. On dénombre également de

nombreuses épidémies aux Etats-Unis (Pelzel-McCluskey, 2023).

[1.3. La stomatite vésiculaire

La maladie de la stomatite vésiculaire a été décrite pour la premiére fois aux Etats-Unis
en 1916. Cependant, il semblerait que celle-ci était déja présente auparavant et aurait été
importée aux Etats-Unis depuis I’Afrique. En effet, durant la guerre civile de 1862, plus de
4000 chevaux ont subi une maladie décrite comme violente et destructrice (Hanson,
1952). Ces animaux présentaient des symptomes de stomatite vésiculaire avec la
présence de lésions au niveau des sabots et de la langue. Une épidémie similaire avait été
aussi décrite en 1904 chez des bovins. Depuis lors, de nombreuses épidémies ont eu lieu
aux Etats-Unis, mais également en Europe et Afrique du Sud, touchant des chevaux
provenant des Etats-Unis. Outre les épidémies recensées, le virus de la stomatite
vésiculaire est désormais endémique en Amérique centrale, sud du Mexique et au Brésil

(Letchworth et al., 1999).

[1.4. Morphologie des Rhabdoviridae/Virus de la stomatite vésiculaire

Les Rhabdoviridae ont une forme caractéristique en balle de fusil ou bacilliforme, avec
une extrémité plate et une extrémité arrondie. Les virions mesurent entre 100 et 430 nm
de longueur (190 nm pour VSV) et entre 45 et 100 nm de diametre (85 nm pour VSV)
(Hummeler, Koprowski and Wiktor, 1967; Walker et al, 2022). Ils posseédent une
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nucléocapside hélicoidale, entourée d'une couche de protéines de matrice et d'une

enveloppe lipidique.

[1.5. Organisation génomique

La taille des génomes des différents Rhabdoviridae varie entre 10,8 et 16,1 kb (Walker
et al., 2015). Celui du VSV est de 11,2 kb. Leur génome posséde jusqu’a 12 genes dont 5
codant les protéines structurales, communs a presque tous les Rhabdoviridae. Leur
transcription en ARNm se fait de maniére séquentielle (Abraham and Banerjee, 1976;
Flamand and Delagneau, 1978). Les autres genes codent pour des protéines accessoires

mais celles-ci sont peu caractérisées.

Le génome du VSV encode donc les 5 protéines structurales présentes chez tous les
Rhabdoviridae : 1a nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de matrice (M),

la glycoprotéine (G) et ’ARN polymérase ARN dépendante (L) (Figure 9).

Il code en plus deux petites protéines, C et C’, exprimées a partir d'un cadre de lecture

alternatif dans le géne de P, dont le réle reste incertain (Peluso et al., 1996).

ARN génomique de polarité négative
3 ’ 5 )

Figure 9 : Organisation génomique du virus de la stomatite vésiculaire

N est étroitement associée en manchon autour de I’ARN viral pour former la
nucléocapside. Cette nucléocapside, associée a L et P, constitue la ribonucléoprotéine
(RNP). La RNP, en complexe avec '’ARNg, s’enroule en une structure en dome, puis
s’élargit progressivement pour former un tronc hélicoidal compact au sein du virion. Cette
structure est déterminante pour I'assemblage en forme de balle de fusil du VSV (Desfosses
etal,2013;]Jennietal, 2022). La RNP est reliée a la membrane via la protéine de matrice

M. G est quant a elle enchassée dans la membrane (Figure 10).
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Figure 10: Organisation de la particule virale du virus de la stomatite vésiculaire

[1.6. Le cycle viral du VSV

[1.6.1. Entrée virale du VSV

Le cycle viral du VSV est entiérement cytoplasmique. Le récepteur principal du VSV est

le récepteur aux lipoprotéines de basse densité (LDLR), qui sera décrit dans la troisiéme

partie de l'introduction. Aprés la reconnaissance et la liaison au récepteur par la

glycoprotéine, les virions sont endocytés, la plupart du temps, via une voie dépendant de

la clathrine (Cureton et al, 2009). L’environnement acide au sein de 'endosome induit un

changement conformationnel de G et mene a la fusion de 'enveloppe virale avec celle de

la vésicule. Cette étape de fusion permet la libération de la RNP dans le cytoplasme (Figure

11).

1- Liaison au récepteur

2- Endocytose

3- Acidification de 'endosome

{"
4- Fusion membranaire A %'z

P
12
-

Figure 11: Schéma de l'entrée du virus de la stomatite vésiculaire dans les cellules. Schéma réalisé a

l'aide de BioRender.
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L’endocytose du VSV dans la cellule est trés rapide, puisqu’elle se fait avec un temps
de demi-vie (t%2 ) de 2,5 a 3 minutes (Johannsdottir et al, 2009). Cette endocytose est
médiée par la clathrine et dépend d’autres protéines cellulaires, parmi lesquelles la

dynamine-2 et I'actine.

Contrairement a certains virus entrant via des puits préformés et recouverts de
clathrine, tels que le virus de la dengue (Acosta, Castilla and Damonte, 2008;
Suksanpaisan, Susantad and Smith, 2009), le VSV est endocyté par de nouveaux puits
formés a proximité des particules virales (Cureton et al.,, 2009). La dynamine-2 est alors
recrutée au niveau des puits recouverts de clathrine et va catalyser la scission entre ces
puits et la membrane plasmique (Johannsdottir et al., 2009). Le virion se retrouve ainsi

au sein d'un endosome (Damke et al., 1994).

Les virions ont une longueur (~90x200nm) plus grande que celle des vésicules
d’endocytose classiques. Par conséquent, les vésicules transportant les virus sont plus
allongées que les vésicules d’endocytose vides. En fait, la taille des particules virales
empéche la fermeture des vésicules par la clathrine, et VSV entre donc dans les cellules
via des vésicules recouvertes seulement partiellement de clathrine. Par conséquent, la
fermeture et I'internalisation des vésicules nécessite un assemblage de filaments d’actine
(Cureton et al., 2009). Cet assemblage est réellement la conséquence de la taille du VSV
puisque dans le cas de particules défectueuses interférentes (DI), plus courtes (75nm) que
le virus, la polymérisation de I'actine n’est pas nécessaire pour qu’elles soient endocytées
et les DIs entrent donc dans la cellule par une endocytose classique (Figure 12)(Cureton

etal, 2010).

Il a été montré que la fusion se produit rapidement apres 1'endocytose, dans un délai
de 1 a 2 minutes aprés l'internalisation (Johannsdottir et al, 2009). Etant donné la
rapidité du processus comparée a celle du trafic intracellulaire des vésicules, la fusion se

déroule tres probablement dans les endosomes précoces.

Ceci est en accord avec des expériences montrant qu'une forme dominante négative de
RAB 5, qui bloque la maturation des vésicules d’endocytose en endosomes précoces,
inhibe l'infection par le VSV alors qu'une forme dominante négative de RAB 7 (qui bloque

le trafic de I'endosome précoce vers lI'endosome tardif) ou de RAB 11 (qui bloque le
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transport des cargos endocytés vers les endosomes de recyclage) est sans effet sur

l'infection par le VSV (Sieczkarski and Whittaker, 2003; Mire, White and Whitt, 2010).

Il convient de souligner qu’un petit nombre d’autres études ont proposé que la fusion
du VSV et le relargage de la RNP dans le cytosol se fassent en deux étapes. Selon ce modele,
la fusion virale n’aurait plus lieu dans 'endosome précoce, mais plus tardivement au
niveau des corps multivésiculaires (MVBs). La membrane des particules virales
fusionnerait avec celle de vésicules intraluminales (ILV) au sein des MVBs, induisant le
relargage du génome dans celles-ci. La libération du génome dans le cytoplasme se ferait
ensuite par une étape dite de « back-fusion » entre la membrane des ILVs et la membrane

des MVBs (Figure 12).
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Figure 12: Voies d'endocytoses classique et alternative du VSV.

Corps multivésiculaire

En accord avec cette hypothese, I'inhibition de I'expression de plusieurs protéines
ALIX, HRS, Vps22, TSG101 et Vsp24 de la machinerie ESCRT, impliquée dans la formation
des ILVs, induit une diminution de l'infectiosité du VSV (Le Blanc et al.,, 2005; Pasqual et
al, 2011). De plus, un traitement au nocodazole, induisant la dépolymérisation des

microtubules, n’a pas d’effet sur la fusion, mais a un effet inhibiteur sur le relargage des
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RNP (Le Blanc et al, 2005). Enfin, l'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-acide
lysobisphosphatidique (LBPA) et anti-bis(monoacylglycérol) phosphate (BMP), des
phospholipides marqueurs des endosomes tardifs, engendre une inhibition de I'infection

par VSV (Le Blanc et al., 2005; ).

Il n’est cependant pas exclu que certaines des approches expérimentales utilisées dans
ces travaux aient un effet pléiotrope et agiraient indirectement sur l'entrée virale.
Néanmoins, il est possible que VSV puisse utiliser ces deux voies d’entrée en fonction du

type cellulaire infecté, voire de I’état physiologique de la cellule.

[1.6.2. La transcription virale

Une fois que la RNP a été libérée dans le cytoplasme, le génome qu’elle contient va
servir de matrice pour la transcription par le complexe L-P. Il n’existe qu’'un seul site
d’entrée pour la polymérase au niveau de la séquence leader en 3’ du génome (Abraham
and Banerjee, 1976; Emerson, 1982), et la transcription suit un modele dit « stop-

start »(Chanda, Kang and Banerjee, 1980).

La polymérase va donc d’abord synthétiser '’ARN leader non codant, qui n’est ni coiffé
ni polyadénylé (N Tordo et al,, 1986; Conzelmann, 1998). Elle va ensuite synthétiser les
ARNm correspondant au 5 genes viraux (Figure 13). Ces ARNm sont coiffés et

polyadénylés.

ARN génomique de polarité négative

3’ Leader \ ﬁ[—]JL ‘_{J_ Trailer 5’
Hoho 4 4

Figure 13: Schéma du génome viral montrant les signaux d’initiation et de terminaison de la
transcription.

ATextrémité 3’ de chaque géne se trouve une région codant pour un signal d’initiation
de la transcription. Une seconde région se trouve apres chacun des genes en 5’ et code
pour un signal de terminaison de la transcription et de polyadénylation (N. Tordo et al,
1986; Hinzman, Barr and Wertz, 2008)(Figure 13). La séquence permettant la
polyadénylation du transcrit est une séquence polyU, le signal U7, constituée de 7 uraciles,
sur laquelle la polymérase va bégayer (Barr, Whelan and Wertz, 1997; Hwang, Englund

and Pattnaik, 1998). Finalement, a I'extrémité 5’ du génome est encodée une seconde
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région régulatrice dite trailer. Les deux séquences leader et trailer sont partiellement

complémentaires. Les fonctions des ARN leader et trailer sont encore inconnues.

Lorsque la transcription s’arréte a la fin d'un gene, sa réinitiation n’est pas
systématique (Iverson and Rose, 1981; Finke, Cox and Conzelmann, 2000). Cela induit une
décroissance de la transcription et les ARNm ne sont pas synthétisés en quantités
équimolaires (Figure 14). Leur abondance décroit selon I'ordre des génes N>P>M>G>L
(Iverson and Rose, 1981). Ainsi, N et P sont les protéines synthétisées en plus grande

quantité.
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Figure 14: Schéma du cycle viral du VSV.

[1.6.3. La traduction des ARNm viraux

L’étape de traduction des ARNm, coiffés et polyadénylés, se fait en utilisant la
machinerie de traduction de la cellule hote. Ce détournement de la machinerie de
traduction induit donc une diminution de la traduction des ARNm de I'h6te. Ceux-ci sont
de toute fagcon moins abondants que dans une cellule non infectée, puisque le virus est

capable de bloquer I'export des ARNm cellulaires depuis le noyau vers le cytoplasme.

Une infection par VSV induit la déphosphorylation du répresseur de la traduction 4E-
BP1. 4E- BP1 séquestre ensuite elF4e, le facteur d'initiation de la traduction, ce qui induit
I'inhibition de la traduction des ARNm de 1'hdte (Connor and Lyles, 2002). La traduction

des protéines du VSV est quant a elle maintenue.
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La sous-unité ribosomale 60S rpL40, bien que non nécessaire pour la traduction des
ARNm cellulaires, est indispensable pour I'assemblage du ribosome 80S sur les ARNm du
VSV et pour leur traduction. Elle est également requise pour d’autres Mononegavirales,
notamment le virus de la rage etle virus de la rougeole (Lee, Burdeinick-Kerr and Whelan,

2013).

Le peptide signal en amont du gene de la glycoprotéine G contribue a sa translocation
co-traductionnelle dans le réticulum endoplasmique. G est ainsi synthétisée sur des

ribosomes liés a la membrane du réticulum endoplasmique.

[1.6.4. La réplication virale

Des lors qu'un nombre suffisant de nucléoprotéines a été synthétisé, permettant
I'encapsidation des antigénomes et des génomes, L bascule d’une activité transcriptase

vers une activité réplicase.

La L, associée a P, va d’abord synthétiser des ARN anti-génomiques de polarité positive
a partir du génome de polarité négative. Ces antigénomes vont ensuite servir de matrice

pour la synthése de nouveaux génomes.

Au fur et a mesure de leur synthese, les génomes et les antigénomes sont encapsidés
par N. Les génomes viraux seront soit incorporés dans de nouvelles particules virales, soit
utilisés en tant que matrice pour la transcription dite secondaire ou pour de nouveaux

cycles de réplication.

[1.6.5. Les usines virales

De manieére générale, les Mononegavirales effectuent la synthése de leurs ARN viraux
(messagers, antigénomiques et génomiques) au sein d’organites dépourvus de
membrane, appelés usines virales. Ainsi, dans le cas du VSV, 4 heures apres l'infection, on
observe la formation de condensats dans le cytoplasme. Ces structures concentrent les
protéines N, P et L (Heinrich et al, 2018). Comme pour le virus de la rage (Nikolic et al,
2017), il a été montré que ces usines virales ont des propriétés liquides et se forment

probablement par séparation de phase.

[1.6.6. Assemblage et bourgeonnement des virions

L’assemblage de la RNP se fait au sein des usines virales. Les RNP seront ensuite

transportées au niveau du site d’assemblage des virions et de bourgeonnement.
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G, quant a elle, sera exportée jusque la membrane cellulaire a travers I'appareil de Golgi

depuis le réticulum endoplasmique dans lequel elle a été synthétisée, (Sevier et al., 2000).

La membrane virale posséde une composition en lipide trés proche de celle de la
membrane de la cellule infectée. Elle est composée a 50% de protéines et 50% de lipides
avec un enrichissement en cholestérol. En effet, le site de bourgeonnement des virions est
situé au niveau des radeaux lipidiques (Brown and Lyles, 2003), qui sont eux-mémes

enrichis en cholestérol et en sphingolipides.

Les protéines de matrice M et les glycoprotéines G, présentes a la membrane, vont
permettre I'assemblage des nouveaux virions au niveau du site de bourgeonnement
(Brown and Lyles, 2003). L’étape finale du bourgeonnement est celle de la fission
membranaire. Elle menera au relargage des virions dans le milieu, qui pourront ainsi

infecter d’autres cellules.

De nombreux virus détournent la machinerie ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) pour cette étape de fission, c’est le cas pour VSV (Chen and Lamb,
2008). La machinerie ESCRT est requise pour la formation des corps multivésiculaires,
qui sont formés dans I'’endosome tardif et transportent des cargos qui seront dégradés
par les lysosomes. Elle est recrutée a la membrane de 1'endosome pour séquestrer des
protéines et conduire a la formation des vésicules intraluminales dans I'endosome. Le
bourgeonnement des vésicules intraluminales médié par la machinerie ESCRT est
topologiquement équivalent au bourgeonnement viral. Les virus vont donc repositionner

cette machinerie au niveau de leur site de bourgeonnement.
[1.7.R0le des protéines virales

[1.7.1. Les protéines de la RNP

Le complexe RNP comprend la nucléoprotéines N, I’ARN polymérase ARN dépendante
L, ainsi que la phosphoprotéine P. Ce complexe est impliqué dans les étapes de

transcription et de réplication du génome viral.

[1.7.1.1. Lanucléoprotéine N

La nucléoprotéine N est la protéine virale du VSV la plus abondamment synthétisée

dans la cellule infectée. Elle est constituée de 422 acides aminés (Figure 15).
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N est composée de deux lobes, 'un N-terminal (résidus 27 a 225) et I'autre C-terminal
(résidus 225 a 422), ainsi que d’'un bras N-terminal (résidus 4 a 19) et d’'une boucle

étendue en position C-terminale (résidus 342 a 357)(Jenni et al, 2022).

1 4 19 27 225 342 357 422
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Figure 15: Organisation de la Nucléoprotéine N.

N permet I'encapsidation du génome viral et donc de le protéger des éventuelles
dégradations dues aux nucléases cellulaires mais aussi d’empécher sa reconnaissance par

les senseurs de la réponse immunitaire innée.

Les deux lobes N et C-terminaux forment une structure en machoire dans laquelle
viennent s’insérer les ARN génomique et anti-génomique. Chaque nucléoprotéine
interagit avec 9 nucléotides (Albertini et al, 2006; Green et al., 2006). Au sein de la
nucléocapside, les nucléoprotéines, interagissent via leur lobes C-terminaux. Par ailleurs,
pour chaque sous-unité, le bras flexible N-terminal interagit avec le lobe C-terminal de la
sous-unité suivante (située en 5’ le long de ’ARN encapsidé), et 1a boucle étendue du lobe
C-terminal entre en contact avec le lobe C-terminal de la sous unité située en 3’, le long de
I’ARN encapsidé (Green et al., 2011). C’est 'ensemble de ces contacts qui permettent la
stabilisation de la nucléocapside. En dehors de la nucléocapside, N existe aussi sous une
forme soluble, appelée NO. N° correspond a N sans ARN. Sous cette forme, N est associée a
P qui occupe la place de 'ARN pour former le complexe NOP (Masters and Banerjee, 1988).
Ce complexe constitue une réserve de protéines N qui vont étre libérées pour venir

encapsider spécifiquement les anti-génomes et génomes naissant.

[1.7.1.2. L’ARN polymérase ARN-dépendante L

La protéine L (pour «large», en raison de sa taille), est une ARN-polymérase
dépendant de I'’ARN (RdRp) qui joue un réle essentiel dans la transcription et la

réplication du génome viral. Elle est constituée de 2109 acides aminés (240 kDa).

Sa séquence est tres conservée parmi les différentes especes de Rhabdoviridae mais aussi

au sein de I'ordre des Mononegavirales. Ainsi, six régions conservées (CRI a CRVI) ont été
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identifiées suite a 'analyse des séquences des protéines L. des membres de l'ordre des

Mononegavirales (Poch et al., 1990).

L est une enzyme multifonctionnelle impliquée dans les étapes de transcription et de
réplication du génome viral. Elle est constituée de trois domaines fonctionnels: le
domaine RdRp, le domaine de coiffage (Cap) et le domaine de méthylation (MT). A ceux-
ci viennent s’ajouter deux autres domaines structuraux : le domaine de connexion (CD) et
domaine C-terminal (CTD) (Figure 16) (Liang et al, 2015). L est organisée en une

structure annulaire de 10nm de diametre (Hodges et al,, 2013).

% GxxT % GxGxG
% GDN %*HR *D
35 | 866 |1334 1358 1557 1598 | 1892 2092
N RdRp Cap cDh MT CTD %-C
L 1 L 1 11 11 ) &g B - |
CRI CRII _CRII CRIV CRy  Unkerd lLinker2 ~2vi

Figure 16: Organisation de I'ARN polymérase ARN dépendante L. RdRp : domaine ARN polymérase
ARN dépendante. Cap: domaine de coiffage. CD: domaine connecteur. MT: domaine
méthyltransférase. CTD : domaine C terminal. CRI a CRVI : régions conservées de protéines L chez les
Mononegavirales. Les résidus des sites actifs sont indiqués par les astérisques. D’aprés (Liang et al.,
2015).

Le site catalytique lié a la synthése d’ARN est situé dans la région CRIIl. Pour une
synthese efficace, L doit étre associée a son cofacteur P (Ogino et al, 2018) et I’ARN

servant de matrice doit étre encapsidé par la nucléoprotéine N.

La liaison entre la L et la P se fait dans la région N-terminale de la phosphoprotéine

(Jenni et al., 2020) et dans la région C-terminale de la L (Gould et al.,, 2020).

Comme toutes les polymérases des virus a ARN, la L n’est pas tres fidele. Il n’y a ni
activité de relecture, ni activité de correction qui lui sont associées. Le taux d’erreur est
de I'ordre de un pour 103 a 104 nt synthétisés, soit environ une erreur introduite pour
chaque génome copié (Holland et al, 1989; Steinhauer, de la Torre and Holland, 1989;
Furié, Moya and Sanjuan, 2005). Ce taux de mutation important et la production d'un
grand nombre de virions en peu de temps conduit a I'apparition d'une quasi-espece virale,
c’est a dire d’'une population de variants en équilibre dynamique. Comme nous le verrons,
ceci permet d’utiliser ces polymérases pour faire de I’évolution expérimentale et générer

dans notre cas, des glycoprotéines ayant des propriétés d’intérét.

L possede également deux domaines ayant une activité de coiffage et de méthylation

des ARN messagers (Emerson and Yu, 1975; Hercyk, Horikami and Moyer, 1988; Li, Wang
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and Whelan, 2006). Les ARNm viraux ainsi synthétisés ont donc toutes les
caractéristiques des ARNm cellulaires, ce qui leur permet d’étre pris en charge par la

machinerie de traduction cellulaire.

[1.7.1.3. La phosphoprotéine P

La phosphoprotéine est constituée de 265 acides aminés et est la protéine possédant
la plus grande variabilité de séquence chez les Rhabdovirus. Elle est néanmoins un
composant essentiel de la machinerie de réplication, présent chez tous les virus a ARN
négatif non segmenté. En effet, elle agit comme co-facteur non catalytique de la L,
nécessaire a l'incorporation de la polymérase dans les virions mais aussi important pour

la régulation de la réplication et de la transcription (Emerson and Yu, 1975).

P est aussi une protéine modulaire. Elle est composée de deux domaines
intrinséquement désordonnés et de trois domaines structurés (Gerard et al, 2007). Elle
possede une région N-terminale potentiellement structurée en hélice alpha (résidus 6 a
34) suivie d’'une longue région intrinséquement désordonnée (RID NT) (35 a 107)
(Ribeiro etal., 2008; Leyrat et al., 2012). On trouve ensuite deux domaines structurés dont
un domaine central de dimérisation (résidus 109 a 170) et un domaine C-terminal
(résidus 193 a 265). Ces deux domaines sontséparés par une seconde région
intrinsequement désordonnée (RID CT), d’'une vingtaine acides aminés (Figure 17)

(Ribeiro et al., 2008).

RID NT RID CT
n__ - Domaine N- . Domainede - | Domaine de Domaine C-
terminal liaison alaL dimérisation terminal
1 6 34 49 105 109 170 193

Figure 17: Organisation de la phosphoprotéine P. Les domaines RID NT et RID CT correspondent
respectivement aux domaines intrinsequement désordonnés N-terminal et C-terminal

Le domaine N-terminal contient le site de liaison a No (Chen, Ogino and Banerjee, 2007).
Ce domaine va se lier a N? entre les deux lobes de N, c’est a dire a la place qu’occupe I’ARN.
Dans le complexe NO-P, I'extrémité N-terminale de P adopte une structure en hélice alpha.

Comme mentionné plus haut, cette interaction permet de garder un pool de N sans ARN
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qui seront disponibles pour venir encapsider spécifiquement les anti-génomes et

génomes naissants.

La liaison avec L implique la région RID NT de P (Jenni et al,, 2020). Cette interaction

permet la régulation positive de la synthese de I’ARN viral (Gould et al., 2020).

Dans cette région RID NT, P posséde des sites de phosphorylation. Lorsqu’elle est
phosphorylée, P est sous sa forme transcriptionnellement active (Y Gao and Lenard, 1995;

Yuan Gao and Lenard, 1995).

Le domaine C-terminal de P est quant a lui impliqué dans la liaison avec le complexe N-
ARN. Il se lie au niveau du domaine C-terminal d'un protomere de N. En liant le complexe
N-ARN lors de la réplication virale, P va ponter la L a la matrice N-ARN (Mavrakis et al.,

2004; Green et al.,, 2006).

La présence du RID CT, entre les domaines de dimérisation et C-terminal suggere que
deux domaines C-terminaux de P appartenant au méme oligomere peuvent bouger

indépendamment I'un de I'autre (Leyrat et al., 2012).

Lors de la traduction des ARNm codant la phosphoprotéine, un mécanisme de « leaky-
scanning » est responsable de la synthése de deux protéines secondaires appelées C et C'.
Elles sont traduites dans un second cadre de lecture, différent de celui de la P. Leur role
est encore inconnu. In vitro, I'absence de ces protéines n’a aucun impact sur la réplication
du virus (Kretzschmar et al, 1996). Certaines expériences suggerent toutefois que la
protéine C’ serait impliquée dans I'augmentation de 'activité transcriptionnelle de la

polymérase (Peluso et al., 1996).
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[1.7.2. Les protéines d’enveloppe

[1.7.2.1. La protéine de Matrice M

La protéine de matrice M (229 aas) est une protéine structurale, associée a la
monocouche interne de la membrane virale. Elle est donc située a proximité de la

nucléocapside et de la glycoprotéine. On dénombre 1800 copies de M par virion.

M est composée d'un segment N-terminal (résidus 1 a 43), d’'un motif d”auto-
assemblage (résidus 44 a 52) et d’'un domaine globulaire C-terminal (résidus 58 a 229)
(Graham et al, 2008; Jenni et al, 2022). Elle posséde également divers motifs lui

permettant de recruter des partenaires cellulaires (Figure 18).

Poches d’interaction

.- -»Motif PSAP © 77 ;
I
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1 : 44 58 229
= - »Motif PPPY

Figure 18: Organisation de la protéine de matrice M.

Au sein de la particule virale, on distingue deux couches de protéines M. Dans la couche
la plus interne (couche M1), chaque M est associée a une protéine N et a une protéine M
de la couche la plus externe (couche M2) (Figure 19)(Jenni et al., 2022). La couche la plus
externe est au contact de la membrane virale. Les virions contiennent donc deux
structures hélicoidales imbriquées: l'une externe constituée des deux couches de

protéines M et une interne formée par la nucléocapside (Ge et al., 2010).

La région N-terminale de M est enrichie en lysines et chargée positivement est
impliquée dans 'interaction avec la face interne de la membrane (chargée négativement),
ainsi que dans l'interaction avec la nucléoprotéine (Lenard and Vanderoef, 1990; Dancho

etal, 2009).
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Protéine G

Figure 19: Diagramme longitudinal schématique du VSV. D’aprés (Jenni et al., 2022).

La capacité d’auto assemblage de M permet la compaction de la RNP (Gaudin et al,
1995, 1997; Desfosses et al., 2013). L'interaction avec la RNP est également nécessaire
pour 'assemblage des virions. En effet, la M, via son domaine N-terminal interagit avec le
domaine d’homologie a la pleckstrine de la dynamine. Cette interaction induit une
perturbation de I'endocytose médiée par la clathrine. Elle est également importante pour

la localisation de G et de la N lors de I'étape d’assemblage (Raux et al., 2010).

Aussi, 'interaction entre la M et la RNP est importante pour I'inhibition et le contrdle
de la transcription virale (Clinton et al, 1978). En effet, on observe que des mutants
thermosensibles du VSV contenant une mutation dans M voient leur transcription
augmenter de 2 a 5 fois a température non permissive. La protéine de matrice agit donc

en tant qu’inhibiteur direct de la transcription (Clinton et al., 1978).

M interagit avec divers partenaires cellulaires via des motifs présents dans sa séquence
en acides aminés. Elle contient en particulier des motifs L-domain (en Anglais: late
budding domain), permettant I'interaction avec des protéines cellulaires impliquées dans
la formation des MVB. On retrouve deux L-domain chez la M. Ils correspondent a des
motifs riches en proline. Le premier PPPY est situé en N-terminal de M. Ce motif PPPY
permet l'interaction avec un motif WW de I'E3 ubiquitine ligase Nedd4 (en Anglais:
Neuronal precursor cell-expressed developmentally downregulated 4)(Harty et al., 1999).

Le second motif PSAP, également situé en N-terminal de M, permet le recrutement d’'une
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seconde E3 ubiquitine ligase appelée Tsg101(en Anglais : Tumor susceptibility gene 101).
Les ubiquitines ligases sont des composants de la machinerie ESCRT. Ainsi VSV utilise
cette interaction pour détourner le systeme ESCRT pour son bourgeonnement a la

membrane (Harty et al, 2001; Irie et al,, 2012; Obiang et al., 2012) .

M est également responsable d’effet cytopathogenes (ECP) se traduisant par un
arrondissement des cellules infectées par VSV (Raux et al., 2010). M est en effet capable
d’inhiber des voies de signalisation de la cellule hote. Elle cible notamment le facteur
d’export de '’ARNm Rael en complexe avec la nucléoporine Nup98 (Rajani et al., 2012).
Ainsi, elle empéche I'export des ARNm de I'hote, ce qui se traduit par I'inhibition de
I'expression des genes de I'hote. Par ailleurs, M lie la tubuline (Melki et al. 1994) et

perturbe le cytosquelette.

D’autres partenaires de M ont été identifiés, comme la sous-unité catalytique LMP2 du
protéasome (Beilstein et al.,, 2015). La M interagit via son domaine globulaire avec LMP2,
ce qui pourrait interférer avec I'assemblage de I'immunoprotéasome, qui promeut la
synthese de peptides compatibles avec le complexe majeur d’histocompatibilité de classe
[ (CMH-1). Ainsi, cette interaction permettrait '’échappement de la détection et de

I’élimination des cellules infectées par le systéme immunitaire.

Enfin, il a été montré que le géne de M code également pour deux autres protéines dans
le méme cadre de lecture que celui de M. Il en résulte une protéine sans les 32 premiers
acides aminés et une seconde sans les 50 premiers. Ces deux protéines, dont le mécanisme
de synthese est mal connu, semblent jouer un réle important quant a I'induction de ECP

(Jayakar and Whitt, 2002).

[1.7.2.2. La glycoprotéine G

La glycoprotéine G est exposée sur toute la surface des virions. Elle joue un réle clé lors
de I'entrée. Tout d’abord, elle est capable de reconnaitre et de lier les récepteurs viraux.

Ensuite, elle va catalyser la fusion de la membrane virale avec celle de 'endosome

Cette glycoprotéine G sera plus amplement décrite dans la partie suivante, puis dans la
derniere partie dans laquelle nous présenterons le but de nos travaux, c’est-a-dire a son

reciblage.
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I1.8. Génétique inverse du VSV

[1.8.1. Développement de la génétique inverse des Mononegavirales

La génétique inverse des virus a ARN de polarité positive (ARN+) a été mise au point
au début des années 1980. En effet, elle nécessite uniquement 'utilisation d’'un plasmide
codant pour 'ADNc de ce virus. Apres transfection de cellules par ce plasmide, la
transcription de cet ADNc en ARNm initie directement un cycle infectieux. C’est ainsi que
le premier virus reconstitué par génétique inverse a été un poliovirus. (Racaniello and

Baltimore, 1981).

En revanche, la génétique inverse des Mononegavirales qui est plus complexe restait
un défi au début des années 1990. Le premier virus a ARN de polarité négative qui a été
reconstitué par génétique inverse a été le virus de la rage (Conzelmann and Schnell,
1994). Pour produire ce virus, des cellules ont été infectées avec un virus de la vaccine
recombinant, apportant I’ARN polymérase du bactériophage T7. Les cellules ont ensuite
été transfectées avec des plasmides codant pour les protéines P, N et L et un plasmide
contenant '’ADN complémentaire de I’ARN génomique du RABV (Figure 20). Chacun de
ces plasmides était sous le controle du promoteur de la polymérase T7, ce qui permettait
une transcription cytoplasmique des génes viraux et de 'antigénome, comme c’est le cas
lors d’'une infection par le virus de la rage et la plupart des Mononegavirales. Le plasmide
contenait également la séquence du ribozyme du virus de 'hépatite delta, permettant le
clivage correct de I'’ARN antigénomique. Le coiffage et la polyadénylation des ARNm de P,

N et L était permis par la machinerie du virus de la vaccine.

Le protocole original utilisé pour le virus de la rage a ensuite été utilisé avec quelques

variations pour les autres Mononegavirales et en particulier VSV (Lawson et al., 1995).

En particulier, des lignées stables de cellules exprimant la polymérase du
bactériophage T7 ont été générées. Elles ont permis de ne plus avoir recours au virus de
la vaccine. Ces cellules sont toujours transfectées par les différents plasmides codant P, N
et L, mais au début du gene d’intérét, il a été inséré une séquence correspondant un site
d’entrée interne du ribosome (IRES ; en Anglais : Internal ribosome entry site), permettant
la fixation des sous-unités ribosomales de I’hote et donc la traduction de ’ARNm (Wirblich

etal., 2008; Nikolic et al., 2017).
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[1.8.2. Développement de la génétique inverse du VSV

Le protocole permettant la reconstitution du VSV par génétique inverse est tres
semblable a celui développé pour le RABV. Il utilise le virus de la vaccine, les plasmides

codant pour N, P, L et '’ADNc du VSV (Lawson et al,, 1995) (Figure 20).
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Figure 20: Schéma expérimental de la reconstitution d'un VSV recombinant par génétique inverse.
+/- : transfection ou non du plasmide codant pour G. P : Plasmide codant pour P. N : plasmide codant
pour N. L: plasmide codant pour L. Génome VSV/RABV: plasmide codant pour I'’ADN

complémentaire a 'ARN génomique de VSV ou RABV. PO, P1 et Pn : nombre de passages dans les
cellules.

Cette méthode permet également de produire des virus recombinants muté dans un
gene viral (dont on va caractériser le phénotype) (Raux et al,, 2010), ou exprimant des

genes étrangers (tels que des genes rapporteurs ou codant pour une cytokine dans le cas
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de thérapie oncolytique)(Matsuura et al., 2001; Stojdl et al, 2003), ou codant une G

modifiée (fusionnée a un scFv) (Gao, 2023).

Par ailleurs, I'obtention d’un virus recombinant codant pour une glycoprotéine mutée
ou chimérique peut étre assistée par la transfection d'un plasmide helper codant pour la

glycoprotéine sauvage qui va permettre la réalisation d’'un premier cycle viral.

Dans l'article (cf. Partie 2.I1.), nous aborderons la reconstitution d'un VSV recombinant,
par cette méthode, exprimant une G chimérique. Les virus recombinants produits peuvent
étre passés dans des cellules afin d’augmenter le titre viral de ce virus par sélection de
mutations compensatoires dans le cas ou la modification est délétére pour ce virus (Ferlin

et al,, 2014; Beilstein et al., 2020).
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III. La glycoprotéine G

[1I.1. Généralités

La glycoprotéine G est une protéine transmembranaire de type 1. Suite au clivage de
son peptide signal amino-terminal constitué de 16 acides aminés, on obtient une protéine
mature de 495 acides aminés qui forme des trimeres a la surface de la particule virale
(Dubovi and Wagner, 1977; Kreis and Lodish, 1986; Doms et al., 1987; Lyles, Varela and
Parce, 1990) . On compte environ 400 trimeres de G exposées a la surface d'un virion (Sun

etal, 2010).

G est ancrée dans la membrane par une hélice a transmembranaire. L’ectodomaine
amino-terminal de G (résidus 1-446) est localisé a 'extérieur de la membrane virale et
représente la majeure partie de la glycoprotéine. Cet ectodomaine posséde deux sites de
N-glycosylation sur les asparagines 163 et 320 (Figure 20), qui sont importants pour le
repliement correct de G (Hammond and Helenius, 1994; Mathieu et al., 1996; Gaudin,
1997). Un site de palmytoylation est localisé apres le domaine transmembranaire (Rose,
Adams and Gallione, 1984), ce qui est également le cas du virus de la rage (Gaudin et al.,

1991).
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Figure 21: Organisation génomique de la glycoprotéine du VSV.

G est impliquée dans les premiéres étapes du cycle viral du VSV. Dans un premier
temps, G permet la reconnaissance du récepteur. Aprés endocytose des virions,
I'environnement acide de I'’endosome induit un important changement conformationnel
de G. Durant cette transition structurale, G va exposer des boucles hydrophobes (boucles
de fusion) qui vont lui permettre d’'interagir avec la membrane cible et de la déstabiliser,
ce qui permet a G de catalyser la fusion de la membrane virale avec celle de '’endosome

(Roche et al,, 2006, 2007; Baquero et al., 2015).
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[I1.2. Structure dela G

G possede deux état conformationnels majeurs: un état pré-fusion a pH 7,5 (dans
lequel G reconnait les récepteurs viraux) et un état post-fusion, majoritairement présent
ala surface des particules virales en dessous de pH 6 (Figure 21)(Roche et al., 2006, 2007).
Le passage de I'état pré-fusion a celui post-fusion est déclenché par I'abaissement du pH.
Ce changement conformationnel est réversible et il existe un équilibre dépendant du pH
entre les diverses conformations de G (Lyles, Varela and Parce, 1990; Albertini et al., 2012;
Baquero et al, 2017). Cette propriété n’est pas spécifique a VSV G mais est partagée par
I'ensemble des glycoprotéines G des Rhabdovirus (Roche and Gaudin, 2002; Libersou et

al., 2010; Baquero et al., 2013).

pH 7.5

Membrane
Protomeére Trimére Trimére Protomére

Conformations pré-fusion Conformations post-fusion

Figure 22: Structure des conformations pré et post-fusion des protomeéres et triméres de G. PDB : 5i2s,
5i2m. D’apres (Roche et al., 2006, 2007)

La détermination de la structure cristallographique de G a montré que G avait le méme
repliement que la glycoprotéine gB des Herpesvirus (Backovic, Longnecker and Jardetzky,
2009; Burke and Heldwein, 2015; Chandramouli et al, 2015) et gp64 du Baculovirus
(Kadlec et al., 2008). Ce repliement est propre a la famille des glycoprotéines de fusion de
classe III dont G est le prototype (Roche et al., 2006, 2007). Au sein du trimere, chaque
protomere de G est constitué d’'un domaine de fusion (FD), situé dans une boucle d'un
domaine d’homologie a la pleckstrine (PHD), lui-méme situé dans une boucle d'un
domaine de trimérisation (TrD) (Figure 20 et 21). Le domaine de fusion est constitué
d’'une structure en feuillet béta. A son extrémité se situent deux boucles de fusion

hydrophobes; celles-ci constituent le motif qui va permettre linteraction de
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I'ectodomaine de G avec la membrane cible au début du processus de fusion (Roche et al.,

2006, 2007; Baquero et al.,, 2015).

Chacun des domaines de l'ectodomaine est connecté a un autre domaine par une
régions charniere (R1 a R4). Les régions R1 et R4 permettent de connecter le domaine de
fusion et le domaine de trimérisation. Le PHD et le FD sont connectés via les régions R2 et
R3. Une derniére région, R5, permet de connecter le TrD au domaine transmembranaire

(Baquero et al,, 2015).

Ces trois domaines (FD, PHD, TrD) conservent leur structure tertiaire lors de leur
transition structurale et subissent un réarrangement de leur orientation relative qui est
di a un changement de conformation des régions charniéres entre les domaines. En
particulier, le réarrangement des régions R1 et R4 entre le TrD et le PHD induit un

allongement de I'hélice centrale du TrD (Baquero et al, 2013) .

La détermination de la structure de conformations intermédiaires de la glycoprotéine
du virus Chandipura (un autre vésiculovirus) a permis de proposer un chemin pour la

transition structurale (Baquero et al,, 2015).
II1.3. Les récepteurs du VSV

[11.3.1. Les facteurs d’attachement

Comme pour le virus de la rage, un grand nombre de molécules ont été proposées pour
jouer le role de récepteur du VSV. Ainsi, les premieres investigations concernant le site de
liaison du VSV, ont identifié la phosphatidylsérine (PS) comme potentiel récepteur
(Schlegel et al., 1983). Cette molécule a été décrite comme se liant directement a VSV et
comme étant capable d’induire l'inhibition de 'attachement et de I'infectiosité du VSV.
Toutefois, bien que la PS soit un lipide membranaire ubiquitaire, son exposition a la
surface membranaire externe est limitée. En effet, 'exposition de la PS a la surface de la
cellule est une signature de I’entrée en apoptose de celle-ci et va permettre 1’élimination
des corps apoptotiques par les macrophages (Williamson and Schlegel, 2002). Ceci faisait
donc de la PS un tres mauvais récepteur. Un examen plus précis de 'interaction entre VSV
et la PS a finalement montré que la PS n’était pas un récepteur du VSV (Coil and Miller,

2004). D’autres travaux ont également proposé que d’autres composants membranaires,
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tels que le phosphatidylinositol ou encore le ganglioside GM3 eux aussi chargés

négativement, pouvaient jouer un réle dans 'entrée virale (Mastromarino et al., 1987).

Les données actuelles suggerent que ces molécules chargées négativement et
présentes a la surface de nombreuses cellules, sont au mieux des facteurs d’attachement
capables de concentrer les virions a la surface de la cellule, mais ne constituent pas des
récepteurs qui eux ont un role actif dans I’entrée du virus en déclenchant I'endocytose de

la particule virale.
[11.3.2. Le LDLR

Plus récemment, il a été montré que les récepteurs du VSV appartiennent a la famille
des récepteurs aux lipoprotéines de basses densités (LDLR pour Low density lipoprotein
receptor), dont le LDLR qui est son récepteur principal (Finkelshtein et al, 2013). La
découverte de ces récepteurs de VSV, présents a la surface de nombreux types cellulaires
permet d’expliquer le large tropisme du VSV. Cette famille regroupe 7 récepteurs chez
I'Homme : le LDLR, le récepteur aux lipoprotéines de tres basses densités (VLDLR pour
Very low density lipoprotein receptor), le récepteur de I'apolipoprotéine E (ApoER2 ou
LRP8), le LRP4 (low density lipoprotein receptor-related protein 4), LRP1 (LDLR-related
protein 1), LRP1b (LDLR-related protein 1b) et la mégaline aussi appelée LRP2. D’autres
récepteurs plus distants sont considérés comme faisant partie de la famille des LDLR. Il
s’agit de LRP5, LRP6 et SORLA (sortilin-related receptor with A-type repeats)(Dieckmann,
Dietrich and Herz, 2010). Ces récepteurs ont des structures apparentées et sont impliqués
dans différentes fonctions biologiques, telles que '’homéostasie du cholestérol (Brown

and Goldstein, 1986).
[11.3.2.1. Role du LDLR

Le LDLR a été découvert lors de I'étude de la maladie génétique
d’hypercholestérolémie. Chez les patients, cette maladie se caractérise par une
concentration élevée en lipoprotéine de basse densité (LDL, en anglais low density
lipoprotein) et en cholestérol. Le LDLR a donc été identifié comme étant le récepteur de
ces LDL (Brown and Goldstein, 1986). Les LDL permettent le transport du cholestérol, qui
est un composant essentiel des membranes cellulaires. Il sert aussi de précurseur des
hormones stéroidiennes, des acides biliaires et des vitamines lipophiles. Il joue également

un réle dans le maintien des fonctions physiologiques du cerveau (Gliozzi et al., 2021).
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Le LDLR a donc un roéle important dans I’homéostasie du cholestérol. Les LDLs
circulants interagissent avec le LDLR exposé a la surface des cellules. Cette interaction va
engendrer 'endocytose, médiée par la clathrine, du récepteur et de son ligand. Dans
I'endosome, I'environnement acide engendre un changement de conformation du LDLR
qui passe dans une conformation dite fermée permettant la libération des lipoprotéines.
Le récepteur est ensuite recyclé a la surface de la cellule ou il retrouve sa conformation
ouverte. Le LDL est lui dirigé vers le lysosome ou il sera dégradé en cholestérol et acides

aminés (Figure 22) (Rudenko et al., 2002; Beglova and Blacklow, 2005).
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Figure 23: Cycle du LDLR.

[11.3.2.2. Structure du LDLR

Le LDLR est une protéine transmembranaire de type I, qui est composée d’'un signal
peptide, d'un ectodomaine, d'un domaine transmembranaire et d'un domaine
cytoplasmique. L’ectodomaine est constitué de 7 domaines riches en cystéine, de 3
répétitions de domaines d'homologie du précurseur du facteur de croissance

épidermique (EGF) entre lesquelles on retrouve un domaine [(-propeller, suivi d'un
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domaine C-terminal contenant des oligosaccharides O-glycosylés (Figure 23)(Russell et
al., 1984; Yamamoto et al., 1984; Rudenko et al., 2002). Les domaines riches en cystéine
sont nommés CR1 a CR7 et constituent son domaine de liaison. Chaque domaine CR est
composé d’environ 40 acides aminés, dont 6 résidus cystéine formant 3 ponts disulfures
stabilisant sa structure (Rudenko et al., 2002). Les domaines EGF sont des domaines
protéiques conservés, de 30 a 40 acides aminés, ayant été décrits pour la premiere fois
chez le récepteur au facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor

Receptor, EGFR).

Les domaines [-propeller sont constitués d’une structure tertiaire composée d’un
arrangement de 4 a 8 feuillets § en forme de lame (6 chezle LDLR). Le LDLR possede deux
conformations pH dépendantes : une forme extracellulaire a pH neutre, permettant la
liaison a un ligand et une forme endosomale, en conformation fermée, a pH acide
(Rudenko et al, 2002). La région cytoplasmique contient des signaux permettant

I'internalisation des récepteurs (Figure 23).
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Figure 24: Structure du LDLR. A. Schéma de structure la forme extracellulaire et endosomale du
LDLR. B. Structure cristallisée de la forme endosomale du LDLR. 3-prop : -propeller. PDB : IN7D.

[11.3.2.3. Interaction avec les récepteurs LDLR

La découverte des récepteurs du VSV a initié I'étude des résidus impliqués dans
'interaction entre VSV et ces récepteurs. Dans un premier temps, I'étude ayant décrit
I'interaction entre VSV et les récepteurs de la famille des LDLR, a montré que I'utilisation
d’un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine CR3, inhibait en majeure partie I'effet

cytopathique du VSV dans des cellules amniotiques (Finkelshtein et al.,, 2013).
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Figure 25: Interaction en G et les domaines CRZ2 et CR3. A. Structures cristallographiques de
I'interaction entre G et CR2 représentées en ruban. Les domaines de la G sont représentés en couleur
et le domaines CR en gris. B. Vue rapprochée de l'interaction entre G et CR2. Les résidus acides
impliqués dans la liaison de l'ion Ca2+ sont indiqués par I, 11, 1l et IV. C. Vue rapprochée de
I'interaction entre G et CR2 montrant l'interaction hydrophobe avec le résidu aromatique W66 du
CR2. D. Structures cristallographiques de l'interaction entre G et CR3. Les domaines de la G sont
représentés en couleur et le domaines CR en gris. E. Vue rapprochée de l'interaction entre G et CR3.
F. Vue rapprochée de l'interaction entre G et CR3 montrant l'interaction hydrophobe avec le résidu
aromatique F105 du CR3. D’apres (Nikolic et al., 2018).

Par la suite, I'interaction entre G et les sept domaines CR du LDLR a été testée. Ainsi,
les résultats ont montré que l'interaction entre G et le LDLR se fait via les domaines CR2
et CR3 (Nikolic et al.,, 2018). L’analyse de la structure cristallographique des complexes G-
CR2 et G-CR3 a permis de caractériser la zone d’interaction et de montrer que ces deux
domaines se liaient au méme endroit sur G. Ceci a aussi permis d’identifier quatre résidus
dans G impliqués dans l'interaction avec ces deux domaines CR : I'histidine 8 (située au
niveau du TrD), la lysine 47 (située au niveau du PHD), la tyrosine 209 (située au niveau
du PHD), et I'arginine 354 (située au niveau du TrD) (Figure 24). Les résidus H8 et K47,
deux résidus basiques, pointent vers deux résidus acides, faisant partie de la cage de
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calcium des domaines CR, c’est-a-dire vers les résidus aspartates 69 et 73 du domaine CR2
et aspartates 108 et 112 du domaine CR3. Egalement, la chaine latérale du résidu K47
établit une liaison hydrogeéne avec le groupe amide de la glutamine 71 du domaine CR2 et
un pont salin avec le groupe acide du glutamate 100 du domaine CR3 (Figure 24 B et D).
Le résidus Y209 établit une liaison hydrogene avec le groupe carboxyle du résidu D69 du
CR2 etavec ceux des résidus D108 et D100 du CR3 (Figure 24 C et F). Le résidu 354 établit
des contacts avec la chaine principale des domaines CR2 et CR3. Deux résidus
aromatiques, le tryptophane 66 chez CR2 et la phénylalanine 105 chez CR3 permettent la
stabilisation de 'interaction via la formation d’une liaison hydrophobe avec les résidus

K47 et A51 de G.

Afin de déterminer l'importance de ces résidus de G dans linteraction avec les
domaines CR2 et CR3, ceux-ci ont été mutés soit en alanine soit en glutamine. La
fonctionnalité des G mutantes a été caractérisée (Figure 25). Tout d’abord, il a été montré
que les G pour lesquelles les résidus K47 et R354 étaient mutés ne sont plus capables
d’interagir avec les domaines CR2 et CR3 et donc avec leur récepteur (Nikolic et al., 2018).
(Figure 25 A). Ces glycoprotéines mutées restent toutefois capables d’induire la fusion
entre cellules (Figure 25 B). Finalement, des expériences de pseudotypages du VSV avec
les G mutées ont été menées. Ceci a permis de montrer une diminution de l'infectiosité
des virus pseudotypés avec les G mutées en K47 et R354 dans différents types cellulaires

(HEK293T, BSR, CHO et S2) (Figure 25 C).

En définitive, ces G mutées au niveau des résidus K47 et R354 ne sont plus capable de
reconnaitre leur récepteur mais conservent leur capacité de fusion. Ces résultats
démontrent qu'’il est possible de découpler I'activité de fusion de G de sa capacité a

interagir avec le LDLR.

Ces travaux suggéraient qu'il était possible de recibler la G, a fagon, vers des récepteurs
d’intérét. La derniere partie de cette introduction se focalisera donc sur le reciblage de la

G et sur le récepteur d’intérét choisi.
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Figure 26: Caractérisation des G mutées en H8, K47, Y209 et R354. A. Analyse par cytométrie en flux
de l'expression des glycoprotéines WT et mutantes a la surface des cellules HEK293T et de la liaison
avec la GST-CR2 (en haut) et la GST-CR3 (en bas) fluorescentes. B. Tests de fusion cellule-cellule des
glycoprotéines WT et mutantes. D. Tests d’infectiosité du VSVAG-GFP pseudotypé avec des
glycoprotéines WT et mutantes dans des cellules HEK293T, BSR, CHO et S2 (Nikolic et al., 2018).
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[11.3.3. Autre récepteur proposé

En 2017, il a été montré que le récepteur LGR4 (en Anglais: Leucine-rich repeat-
containing G-protein coupled receptor 4) interagissait aussi avec VSV G, facilitant I'entrée
du VSV dans des cellules exprimant ce récepteur (Zhang et al., 2017). En effet, une
diminution de l'infectiosité du VSV a été observée dans des macrophages, dans lesquels
I'expression de LGR4 était invalidée. Inversement, une surexpression de LGR4 conduisait
a une augmentation de l'infectiosité du VSV dans ces mémes cellules. LGR4 est présent a
la surface de divers types cellulaires, tels que des cellules pancréatiques, mammaires, des

cellules germinales ainsi que dans des cellules de cancer colorectal (Yi et al, 2013).

Toutefois, les macrophages ne sont pas des hotes naturels du VSV. Par ailleurs, dans les
expériences validant les interactions entre G et LGR4, les deux protéines étaient
coexprimées sans leur peptide signal. Il est donc tout a fait possible que ces protéines
aient été mal repliées et se soient agrégées, puisqu’elles n’ont pas été transloquées dans
le réticulum endoplasmique. Enfin, la concentration en ectodomaine de LGR4 nécessaire
a la neutralisation du VSV était de 200ug/ml, soit largement supérieure a celle requise
pour la neutralisation de VSV par le LDLR (55ng/ml) (Finkelshtein et al, 2013;
Rubinstein, 2018). Ces observations remettent en cause le fait que LGR4 soit un récepteur

du VSV.

[11.3.3.1. Induction des anticorps neutralisants

L’infection par VSV déclenche une réponse immunitaire adaptative. Certains
lymphocytes B vont étre capables de reconnaitre les antigenes présents a la surface des
virions, ce qui induira la réponse immunitaire a médiation humorale. Elle permettra la
production d’anticorps neutralisants dirigés contre ces antigénes. La région variable de
'anticorps reconnaissant I'antigene est appelée paratope, tandis que la région reconnue
par l'anticorps est désignée comme épitope. Lorsque qu’'un grand nombre d’anticorps

ciblent des épitopes proches, I'ensemble de ces épitopes forment un site antigénique.

G estla seule protéine exposée a la surface des virions de VSV. Elle est donc la cible des
anticorps neutralisants. Trois sites antigéniques dans G ont été identifiés chez VSV
Indiana Mudd Summer. Il s’agit des sites nommés A1l (résidus 241-255), A2 (résidus 37-
39)(Lefrancois and Lyles, 1982, 1983; Vandepol, Lefrancois and Holland, 1986) et B
(résidus 341-351)(Vandepol, Lefrancois and Holland, 1986). Les sites A1 et A2 sont situés
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au niveau du domaine d’homologie a la pleckstrine. Le site antigénique B est localisé dans
le domaine de trimérisation (Figure 26). Un autre site a été identifié, impliquant les
résidus 453 et 455. Toutefois, les anticorps reconnaissant ce site ne sont pas neutralisants,
probablement en raison de leur proximité avec le domaine transmembranaire, ce qui

pourrait limiter leur accessibilité dans le contexte d'une particule virale.

Vue de coté Vue de dessus

Figure 27: Localisation des sites antigéniques A1, A2 et B sur l'ectodomaine d’un protomére de G au
stade pré-fusion. PDB : 5i2s.
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IV. VSV et sa glycoprotéine en biotechnologie

IV.1. VSV en tant que vecteur vaccinal

VSV ala capacité de former spontanément des pseudotypes lors d'une co-infection avec
un autre virus, tel que le MLV. Cette capacité est attribuée a son mécanisme de
bourgeonnement (Jayakar, Jeetendra and Whitt, 2004), qui ne nécessite pas la présence
de G (Schnell et al, 1997; Takada et al., 1997). Ainsi, on obtient une production de
particules nues non infectieuses en absence de G (Robison and Whitt, 2000). Toutes ces
caractéristiques ont conduit au développement de virus recombinants, dans lesquels le
gene de la G a été remplacé par celui d’'une autre glycoprotéine d’enveloppe, ainsi que de
virus pseudotypés, ou le géne de la G a été remplacé par celui d'une protéine fluorescente

(comme la GFP ou la RFP) ou de la luciférase.
Les vaccins basés sur des VSV recombinants

La bonne tolérance du VSV a l'insertion d’autres glycoprotéines dans sa membrane a
été exploitée pour le développement de vaccins basés sur l'utilisation de VSV

recombinants et capables de se répliquer.

Ainsi, un vaccin recombinant contre le virus Ebola a été congu en replacant le gene de
VSV G par celui de la glycoprotéine du virus Ebola (VSV-EBOV GP). Avec un taux de de
survie de 100% des souris vaccinées par VSV-EBOV et ensuite infectées par le virus Ebola,
ce vaccin s’est révélé efficace (Garbutt et al, 2004). Ce vaccin a été administré a des
patients lors d’essais cliniques de phase III et s’est montré efficace contre le virus Ebola

(Suder et al.,, 2018).

De méme, un vaccin contre le virus de la fievre hémorragique de Crimée-Congo
(CCHFV) a été développé, via la production d'un VSV recombinant exprimant le
précurseur de la glycoprotéine du CCHFV (Rodriguez et al., 2019). Une production d’IgG
neutralisantes dirigées contre la glycoprotéine du CCHFV, a été observée chez les souris
vaccinées. Les résultats ont la aussi montré une protection complete des souris ayant recu

une ou deux doses de vaccin.

D’autres vaccins, développés a partir de VSV recombinants, ont conféré une protection
contre le virus Nipah chez des primates non humains (Foster et al., 2022) ou contre le
virus de Hantaan chez des souris (Zhang et al., 2024).
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Les vaccins basés sur des VSV pseudotypés

Les vaccins basés sur des virus recombinants infectieux présentent des risques. C’est
pourquoi des vaccins utilisant des VSV pseudotypés par d’autres glycoprotéines virales
comme celle du virus Ebola (EBOV GP) ont été développés (Figure 27) (Lennemann et al,,
2017). Ainsi, des virus ne codant plus pour le géne de la G (VSVAG) et portant a leur
surface des glycoprotéines d’Ebola ont été produits (VSVAG/EBOV GP). Des souris

vaccinées avec VSVAG / EBOV GP ont été efficacement protégées contre une infection par

le virus.
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Figure 28: Exemple de production de virus VSV pseudotypés avec la glycoprotéine du virus Ebola
(EBOV GP). VSVAG-GFP : VSV dont le géne de la G a été remplacé par celui de la GFP.

Une autre étude a exploré la possibilité de développer un vaccin multivalent contre les
virus Ebola, Nipah et Hendra (Ithinji et al, 2022). Une production d’anticorps
neutralisants envers chacun des virus a été détectée chez des hamsters vaccinés avec les
VSV pseudotypés multivalents. Ces vaccins ont permis une protection de 100% des

hamsters infectés par ces virus.

En recherche fondamentale, ces VSV pseudotypés sont aussi utilisés pour identifier des
récepteurs et caractériser les voies d’entrée de virus nécessitant un environnement de
niveau P3 ou P4, comme le virus Ebola (Takada et al., 1997), le virus Marburg (Zhang, Liu
and Wang, 2023), le virus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-1) et le SARS-
CoV-2 (Hoffmann et al,, 2020). En effet, les pseudotypes de VSV peuvent étre manipulé

dans un laboratoire P2.

IV.2. VSV en tant que virus oncolytique

Le VSV est un OV prometteur. Lors d’essais pré-cliniques, il s’est révélé étre efficace
contre divers types de tumeurs : cancer du colon (Stojdl et al, 2003), carcinome

hépatocellulaire (Shinozaki, Ebert and Woo, 2005), métastases du cancer du sein (Ebert
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et al, 2003) ou cancer du pancréas (Goad, Nesmelova, Yohe and Grdzelishvili, 2023). De

plus, Il a fait 'objet de plusieurs essais cliniques de phase I.

Une version dérivée de VSV, exprimant I'[FN- (VSV-IFN-f) et associée a la protéine
symport sodium iodure (NIS) a été administrée chez des patients atteins d’hémopathie
maligne récidivante (Cook et al., 2022). La protéine NIS est une protéine membranaire a
I'origine d’accumulation d’iode dans la thyroide. Son expression dans les cellules
tumorales infectées permet une imagerie a 1'aide de traceurs radio-spécifiques du NIS et
donc de suivre la bio-distribution et la réplication du virus au fil du temps. Parmi les 7
patients traités dans cette étude, trois ont montré une réponse au traitement, dont un avec
une réponse compléte. Chez ce patient, une réplication virale élevée a été observée, ainsi
qu’un taux important d’anticorps neutralisant contre VSV, et surtout une augmentation

de l'activation des lymphocytes T envers la tumeur (Cook et al., 2022).

L’onco-virothérapie utilisant VSV peut étre combinée a d’autres thérapies. Une étude a
porté sur l'utilisation du VSV en combinaison avec des cellules CAR-T, portant des scFv
(Fragments variables a simple chaine) dirigés contre le récepteur EGFR (Evgin et al.,
2022). Des tests in vivo réalisés chez des souris porteuses de mélanomes sous-cutanés et
de gliomes intracraniens exprimant EGFR ont montré que cette combinaison favorise
I'expansion in vivo des cellules CAR-T et la réactivation des cellules T. Cette thérapie

combinée a permis de prolonger la survie des souris.

Le VSV a un tropisme large. Il infecte donc des cellules non tumorales de I'hote Ce qui
contribue a la toxicité du traitement. Plusieurs VSV atténués ont donc été développés pour
contrebalancer cette toxicité. En particulier, on a introduit des mutations dans le géne de
la protéine M inhibant sa capacité a bloquer I'export nucléaire des ARNm cellulaires. Deux
mutations sont couramment utilisées : la délétion de la méthionine 51 de M (VSVAM51)
ou une substitution de celle-ci en arginine (Coulon et al, 1990; Stojdl et al, 2003;
Publicover et al., 2006), notamment lors d’essais pré-cliniques (Stojdl et al., 2003; Goad,
Nesmelova, Yohe, Grdzelishvili, et al., 2023). Ces virus recombinants ne sont plus capable
d’inhiber I'expression des genes de I'hote, dont celui de I'Interféron {3, ce qui augmente sa
sensibilité a I'interféron de type I (Stojdl et al.,, 2003; Lichty et al., 2014; Lemos de Matos,
Franco and McFadden, 2020). Ceci permet une réplication préférentielle du virus dans les

tumeurs qui sont résistantes a l'interféron .
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IV.3. Utilisation de la G en biotechnologie

VSV G estla glycoprotéine la plus couramment utilisée pour pseudotyper d’autres virus
(Naldini et al., 1996; Matrai, Chuah and Vandendriessche, 2010). Son large tropisme, sa
capacité de fusion élevée et sa robustesse la rendent adaptée aux étapes du processus de
production, purification et concentration virale. G est ainsi fréquemment utilisée pour
pseudotyper des vecteur lentiviraux. Les débuts du pseudotypage de vecteurs rétroviraux
avec VSV G ont été décrits en 1993 (Burns et al,, 1993). Ceci a permis de surmonter les
limitations des vecteurs rétroviraux antérieurs, qui n’infectaient qu'un nombre restreint

de types cellulaires et présentaient des titres viraux bas.

Toutefois, le large tropisme de VSV G pose probleme dans le cadre de thérapies ciblées
in vivo, car il rend difficile le ciblage spécifique des organes ou cellules d’intérét. Par

conséquent, VSV G est principalement utilisée dans le développement de thérapies ex vivo.
Utilisation de la G en thérapie ex vivo

G permet de transduire différents types cellulaires, tels que les lymphocytes T, les
cellules NK (Natural Killer) et les cellules progénitrices neurales, utilisés en thérapie ex
vivo. G a été tres utilisée dans des études de thérapie pour pseudotyper des lentivirus. Par
exemple, dans le cas d’'une leucodystrophie métachromatique, une maladie autosomale
récessive provoquée par une mutation du gene codant pour l'arylsulfatase A (ASA) et se
traduisant par des atteintes neurologiques dues a I'accumulation de lipides dans le
cerveau, des cellules progénitrices neurales ont été modifiées via des lentivirus afin de
restaurer I'expression d’ASA chez des souris (Kawabata et al., 2006). G est également
utilisée pour la modification ex vivo de cellules T, afin d’exprimer des CAR a leur surface

(cf. partie IV.1.3.).
Utilisation de la G a la surface de vésicules extracellulaires

Des études ont montré que VSV G peut aussi étre utilisée a la surface des vésicules

extracellulaires a des fins de ciblage (Zeng et al., 2024).

Par exemple, des vésicules extracellulaires présentant G aleur surface ont été chargées
avec la protéine CAS9 afin d’éliminer ’ADN circulaire clos de facon covalente (ADNccc en

Anglais Covalently Closed Circular DNA) du virus de I’hépatite B (VHB), ainsi que son
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intégration dans les cellules infectées (Zeng et al., 2024). Ceci a permis une réduction du

niveaux d’ADNccc dans des cellules infectées.

Par ailleurs, G exprimée a la surface de vésicules extracellulaires, a aussi été utilisée
comme antigene viral pour le développement d'immunothérapies. Les cellules
cancéreuses échappent souvent au systeme immunitaire, ce qui empéche la production
de lymphocytes T spécifiques des tumeurs et limite 'efficacité des immunothérapies
actuelles. Pour contrecarrer cela, des exosomes fusogenes, exposant G a leur surface, ont
été développés. L’objectif était d'induire la fusion membranaire entre les exosomes et les
cellules cancéreuses, permettant I'introduction d’antigenes viraux a la surface des cellules
tumorales. Cette approche a facilité la reconnaissance des cellules tumorales par le
systéme immunitaire. Les résultats de I’étude ont montré une inhibition de la croissance

tumorale chez la souris (Kim et al., 2020).
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V. Reciblage de VSV G

Comme nous 'avons vu, VSV et sa glycoprotéine G sont largement utilisés dans diverses
approches en biomédecine. Toutefois, il existe un certain nombre de limites a I'utilisation
du VSV comme virus oncolytique ou de la G pour pseudotyper des vecteurs rétroviraux.
En effet, G confere au VSV ou aux vecteurs rétroviraux qu’elle pseudotype un tropisme
large dii a la présence du LDLR a la surface de nombreux types cellulaires. Il va donc y
avoir infection ou transduction de cellules non cibles. Par ailleurs, ce récepteur est peu
exposé a la surface de cellules d'intérét, telles que celles de la lignée hématopoiétique qui
sont la cible de nombreux traitements utilisant la thérapie génique. 11 est donc important
de développer des approches permettant de cibler spécifiquement G vers des récepteurs

d’intérét thérapeutique.
V.1.Identification de récepteurs d’intérét

Une des difficultés majeures dans le développement de thérapies spécifiques est le

définir des récepteurs adéquats.

Il est donc essentiel de caractériser la cible selon plusieurs critéres: son niveau
d’expression dans la cellule d’intérét, son accessibilité la surface cellulaire, sa capacité a
étre internalisé, sa spécificité au niveau des cellules cancéreuses, ainsi que la voie de

signalisation dans laquelle elle intervient.

En ce qui concerne les thérapies anti-cancéreuses, plusieurs protéines de surface ont
déja été identifiées, telles que le récepteur HER2, le récepteur EGFR et certaines
intégrines. Ces molécules sont impliquées dans le développement de divers types de
cancers et sont fréquemment surexprimées a la surface des cellules tumorales. Elles
constituent donc des cibles privilégiées pour les traitements ou des modeles d’étude pour

le développement de thérapies (Tableau 1).

D’autres molécules, spécifiques du type cellulaire a I'origine du cancer, peuvent aussi
constituer des cibles thérapeutiques prometteuses. C'est le cas de CD19, un antigene
retrouvé a la surface des lymphocytes B, qui peut étre ciblé pour traiter certaines formes

de leucémies (Tableau 1).
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Cancer du sein, cancer ovarien, Sa surexpression promeut la
HER2 poumon, gastrique, glandes transformation des cellules et la
salivaires. croissance tumorale.
Cancer du poumon, gastrique, Promeut I'évasion du systéme
PD-1/PD-L1 du sein, colorectal, carcinome a immunitaire et la croissance
cellules rénales... tumorale.
Leucémies aigues Impliqué dans la croissance tumorale
CD19 lymphoblastiques, leucémie en stabilisant la concentration de
lymphoide chronique. I'oncogéne myc.
Intégrines . . Stimule 'angiogenése en contrélant
8 Glioblastomes multiformes, . 5 .g e .,
(a5B1, avf3, . la localisation et I'activité de
cancer du sein. , N .
avs, f4 ...) protéases qui dégradent la matrice.
. Promeut l'invasion tumorale,
Mucl Cancer du sein, prostate. , . \ ,
I'angiogeneése et les métastases.
Augmentation de I'expression de
BCMA Myélome multiple. genes impliqués dans I'angiogenése
et dissémination des métastases.
. Contribue a la prolifération des
Cancer du poumon, du sein, des s
EGFR i . : cellules tumorales, a I’évasion de
ovaires, cervical, de la vessie... , ,
I'apoptose et aux métastases.
. . Progression tumorale et
VEGFR Mélanome, gliome. ., g ) ,
dissémination des métastases.

Tableau 1: Cibles les plus décrites en thérapies anti-cancéreuses. (Scheuermann and Racila, 1995;
Dong et al.,, 2002; Boudreau and Varner, 2004; Rapisarda and Melillo, 2012; Kwilas et al,, 2015;
Tai et al., 2016; Sritama Nath and Pinku Mukherjee, 2017; Wang, 2017; Shah et al., 2020; Malekan

etal,2024)

Nous nous sommes focalisés sur le récepteur HER2, qui est une cible largement décrite

et d'intérét puisque ce récepteur est surexprimé dans 15 a 20% des cancers du sein. Le

récepteur HER2 sera décrit dans la partie suivante (cf. V.4.).

V.2. Les ligands de ciblage

Dans les années 1970, le tamoxifene a été I'un des premiers traitements en thérapie

ciblée. Il s’agit d’'un anti-cestrogene utilisé dans le traitement de cancers du sein, agissant

par inhibiteur compétitif de l'estradiol. Par la suite, la découverte des anticorps

monoclonaux contre CD3 (Muromonab) a mené a d’autres traitements en thérapie ciblée.
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On mentionnera le traitement de cancers du sein HER2 positifs en ciblant ces récepteurs

grace au trastuzumab.

Actuellement, les thérapies ciblées évoluent vers le développement de thérapies
personnalisées. En effet, chaque cancer présente des caractéristiques uniques d'un
patient a un autre, ce qui nécessiterait une thérapie a facon. Les approches basées sur

cellules CAR-T illustrent bien cette personnalisation.

V.2.1. Les ligands de ciblage dérivés d’anticorps

De nombreux ligands de ciblage sont dérivés d’anticorps. Il peut s’agir des fragments

de liaison a I'antigene (Fab), de scFv ou de nanobodies issus de camélidés (Figure 28).

B Fv
o
Fab VL% CH1
o VHH
\ /
CH2

Sites de liaison aux antigénes

CH2
VH VHH
Fc
CH3 VL CH3 []
IgG classique scFv HcAbs de camélidé Nanobody

Figure 29: Structures des IgG classiques, scFv, IgG de camélidés et Nanobodies. HcAbs : anticorps
uniquement constitués de chaines lourdes. Fc: Fragment constant. Fab: Domaine de liaison a
l'antigéne. Fv: Fragment variable. CH : région constante de la chaine lourde. CL: région constante de
la chaine légére. VH: région variable de la chaine lourde. VL: région variable de la chaine légére. En
bleu et violet : domaines de la chaine lourde. En vert et rose : domaines de la chaine légére.

Les scFv sont constitués des domaines variables des chaines lourdes et légéres d'un
anticorps. Ces domaines sont reliés entre eux par un lien peptidique flexible. Comme
mentionné précédemment, ils sont utilisés pour des applications thérapeutiques de

reciblage des cellules CAR-T.

Les nanobodies, quant a eux, sont de petits anticorps de camélidés, constitués d'un seul
domaine variable de chaine lourde (VHH)(Muyldermans, 2013). Ils different des autres
anticorps de camélidés qui sont constitués uniquement d’'un dimeére de chaines lourdes
(HcAbs). En effet, dans cette famille de mammiferes, a cause d'un épissage alternatif, la
chaine lourde ne possede pas de domaine CH1 (Khong Nguyen et al, 1999). Les
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nanobodies présentent de nombreux avantages. IIs ont une affinité tres élevée pour leur
cible (Kd de I'ordre du nanomolaire, voire picomolaire)(Wesolowski et al., 2009; Kolkman
and Law, 2010). Leur petite taille leur permet de reconnaitre des structures non
accessibles aux anticorps classiques. Ils ont aussi une grande stabilité thermique et sont
résistants aux pressions élevées, aux détergents, aux pH acides, etc... Enfin, il est possible
de les multimériser, ce qui augmente leur avidité pour leur cible (Coppieters et al., 2006).
IIs sont donc utilisés pour diverses applications thérapeutiques, que ce soit en thérapie
ciblée ou contre différents virus pathogenes (Ahani et al, 2016). Ils sont également
employés pour des diagnostics, notamment pour le virus de la vaccine et le virus Marburg

(Vanlandschoot et al,, 2011).

V.2.2. Les protéines artificielles comme ligands de ciblage

D’autres protéines peuvent également étre utilisées en thérapie ciblée, telles que des
affibodies, des DARPins ou encore des aRep. Tout comme les nanobodies, elles présentent
qu’'une petite taille. Les affibodies et DARPins fonctionnent de maniere similaire aux
nanobodies. Les affibodies sont composées de trois hélices alpha et ont une masse molaire
d’environ 6 kDa. Les DARPins sont constituées de répétions de motifs ankyrine. Les aRep
sont des protéines artificielles composées de répétitions alpha-hélicoidales de types

HEAT (deux hélices alpha)(Urvoas et al., 2010).

Il existe des banques de génes codant pour ces différentes protéines artificielles. Elles
peuvent étre sélectionnées par phage display dans le cas des nanobodies, ou par ribosome

display pour certaines DARPins.

V.3. Modification du tropisme

Les ligands mentionnés dans la partie précédente peuvent étre utilisés pour modifier
le tropisme d'une vésicule ou d’'un vecteur viral. Deux types d’approches sont
possibles. Les approches dites monopartite qui vont impliquer la fusion de ce ligand a
une glycoprotéine virale par construction d’'un géne chimérique. Cela permet de combiner
en une seule protéine la capacité de fusion et la capacité de reconnaissance de la cible.
Dans le cadre d’'une approche bipartite, deux protéines seront exposées a la surface d’'une
vésicule ou du vecteur viral : une protéine d’origine virale, impliquée dans la fusion avec

la membrane cible et une seconde protéine permettant la reconnaissance d'une cible.
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Idéalement, pour assurer un reciblage spécifique vers un nouveau récepteur, il est
essentiel d’éliminer la capacité de la glycoprotéine virale a reconnaitre son récepteur

naturel.
Approches en monopartite

Le systéme monopartite a été utilisé pour concevoir un VSV recombinant ciblant le
récepteur HER2. Ce virus code pour une G mutée sur les résidus K47Q et R354Q,
abolissant la reconnaissance du LDLR et dont I'extrémité amino-terminale est fusionnée
avec un scFv dirigé contre le récepteur HER2 (Gao, 2023). Le virus ainsi obtenu est moins
infectieux dans des cellules n’exprimant pas HER2 que dans des cellules SKBR3 et
D2F2/E2, exprimant fortement HER2. Ce virus améliore la survie des souris portant des
tumeurs péritonéales, lorsque son injection a lieu avant le septieme jour suivant

I'implantation des tumeurs.

De méme, la glycoprotéine E du virus Sindbis, (constituée de deux protomeres: E1
portant 'activité de fusion et E2 qui lie le récepteur) a pu étre reciblée apres que la sous-
unité E2 ait été fusionnée a un nanobody dirigé contre le récepteur de facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire 2 (VEGFR2). Des lentivirus pseudotypés avec cette
glycoprotéine chimérique ont ensuite été produits, et il a été mis en évidence leur

potentiel de ciblage des tumeurs vascularisées (Ahani et al, 2016).

Le reciblage par l'approche monopartite a été utilisé dans d’autres contextes,
notamment en modifiant des protéines membranaires présentes a la surface d’exosomes.
Ainsi, un peptide, dérivé de la glycoprotéine du virus de la Rage et spécifique des cellules
neuronales, a été fusionné a une protéine membranaire d’exosome, Lamp2b. La
construction obtenue a été exprimée a la surface de cellules dendritiques, chargées avec
un siRNA ciblant le gene de la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Le
reciblage des cellules dendritiques a permis de délivrer le siARN dans le cerveau de souris,
entrainant une inhibition de 'expression du gene de la GAPDH (Alvarez-Erviti et al,

2011).
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Approches en bipartite

L’approche bipartie consiste a insérer la G mutée ne reconnaissant pas le LDLR et
d’autre part une seconde protéine transmembranaire capable de lier un antigene

d’intérét.

Une premiere étude a montré l'intérét de cette approche en immunothérapie. Des
lentivirus ont été pseudotypés avec des complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH),
et avec la G mutée pour la reconnaissance du LDLR (K47Q dans cette étude) (Guo and
Elledge, 2022). Les CMH ont été chargés avec des peptides ciblant des récepteurs de
cellules T (TCR) CD4+ ou CD8+. Les résultats ont montré une infection spécifique des
lymphocytes T CD8+ ou CD4+ exprimant des TCR correspondant au peptide chargé sur le
CMH. Cette approche pu étre utilisée pour supprimer l'expression de PD-1 grace a la

délivrance spécifique d’ARNsh, dans les lymphocytes T CD8+.

Une autre étude a permis de montrer que des lentivirus pseudotypés par la G mutée
pour la reconnaissance du LDLR et un scFv anti-CD19 transmembranaire permettait le
ciblage de cellules B, engendrant I'activation de cellules B primaires. Cette technologie
offre la possibilité de délivrer des génes suicides dans des cellules cibles. Par exemple, des
lentivirus dirigés contre HERZ ont permis de délivrer des geénes suicides dans des

lymphocytes B exposant le récepteur HER2 (Yu et al., 2022).

Le ciblage spécifique permis par la combinaison de la G mutée et d’'une seconde
protéine transmembranaire reconnaissant un récepteur d'intérét a également été
confirmé sur des échantillons sanguins de donneurs. Ces prélévements sont constitués
d’'un mélange complexe de cellules mononucléaires périphériques (PBMCs) : des
lymphocytes T, lymphocytes B, NK, monocytes, dendritiques et basophiles. Des anticorps,
ciblant des marqueurs de surface spécifiques (notamment CD3 et CD19) d'un type
cellulaire présent dans le mélange, ont donc été utilisées en combinaison avec une G
mutée pour pseudotyper des lentivirus. Les cellules T ont ainsi été ciblées avec un
anticorps anti-CD3 et les cellules B avec un anticorps anti-CD19 démontrant une

transduction efficace (Strebinger et al., 2023).

Il a été également développé des lentivirus exposant a la surface la G mutée pour la

reconnaissance du LDLR et un scFv dirigé contre 'antigene de surface CD19. Ces lentivirus
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encapsident la protéine Cas9 et codent également un transgene CAR. L’objectif de cette

étude était de modifier le génome des cellules T primaires in vivo (Hamilton et al.,, 2023).

Ce type d’approche qui cible finement les cellules d’intérét, ouvre des perspectives
d’administration directe de vecteurs lentiviraux chez le patient, afin par exemple de

transduire des cellules CAR-T in vivo (Rive et al., 2022).

V.4.Une cible d’intérét en thérapie : le récepteur HER2

Le récepteur au facteur de croissance épidermique humain, HER2 (Human Epidermal
growth factor Receptor-2), également connu sous de nom de Neu ou p185neu (Sefton,
1988), est un marqueur cellulaire de différents types de cancers, notamment cancers du
sein, dits HER2 positifs. [dentifié comme oncogene, il présente donc un grand intérét pour

la thérapie ciblée.
V.4.1. Découverte du récepteur HER2

HER2 a été décrit pour la premiére fois en 1981 en tant qu'oncogene dans un modele
de tumeur cérébrale chez le rat (Shih et al, 1981). Il s’est avéré que le géne de HER2
(ErbB2) était un homologue d’un oncogéne de rétrovirus v-erbB (avian erythroblastosis
virus) et du récepteur EGFR (Schechter et al.,, 1984, 1985). En 1985, HER2 a été identifié
et amplifié a partir d’'une lignée provenant d’'un carcinome mammaire (King, Kraus and
Aaronson, 2013). A I'heure actuelle le terme ErbBZ est utilisé pour désigner le géne aussi
bien chez 'Homme que chez les rongeurs. HER2 fait référence au récepteur humain,

tandis que Neu correspond a ’homologue chez les rongeurs.

Le récepteur HER2 est codé par le proto-oncogene ErbB2, localisé sur le chromosome
17. Ce gene produit différentes isoformes du récepteur HER2, provenant d’épissages
alternatifs (Chervo et al, 2020; Madera et al., 2023). Le récepteur HER2 a un poids
moléculaire de 185kDa (1255 acides aminés). C’est une protéine transmembranaire qui
posséde donc un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine

extracellulaire.
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Figure 30: Organisation du récepteur HERZ. Furin-like : région riche en cystéine et homologue de la
furine. Domaine récepteur FC: domaine IV récepteur de facteur de croissance. TM : domaine
transmembranaire.

L’organisation de HER2 est modulaire. Il comprend deux domaines récepteur-L (site
de liaison d’'un ligand), un domaine ayant une région riche en cystéine (Furin-like), un
domaine récepteur de facteurs de croissance (FC), un domaine transmembranaire et un
domaine intracellulaire tyrosine kinase comprenant une boucle catalytique et une boucle

d’activation (Figure 29)(Burguin et al., 2020).
V.4.2. Lafamille ErbB

Le récepteur HER2 appartient a la famille des récepteurs ErbB, qui regroupe HER1
(Erbb1), plus connu sous le nom EGFR et lui-méme impliqué dans plusieurs types de
cancers, HER2, HER3 (ErbB3) et HER4 (ErbB4). Parmi ces récepteurs EGFR reste le plus
étudié. Ceux-ci appartiennent a la catégorie des récepteurs tyrosines kinases (Receptor
tyrosine kinase, RTK) et sont des récepteurs de facteurs de croissance. Les récepteurs de

la famille ErbB sont actifs apres s’étre homodimérisés ou hétérodimérisés.

Ala différence des autres membres de la famille ErbB, qui lient des ligands de la famille
des EGF, le récepteur HER2 ne posséde pas de ligand direct (Sliwkowski, 2003). Il possede
une conformation constitutivement active, contrairement aux autres membres de la
famille (Burgess et al, 2003). HER2Z peut former des dimeres, mais dans cette
conformation, 'encombrement stérique ne laisse pas de place pour interagir avec un
ligand. En revanche, les autres membres de la famille ErbB sont capables de
s’hétérodimériser avec HER2 (Tzahar et al.,, 1996), le rendant ainsi fonctionnel. Il semble
que I'’hétérodimere HER2-HER3 soit le complexe de signalisation le plus actif. Ce
complexe, associé a son ligand la neuréguline-1, est en particulier essentiel pour le

développement du systéme nerveux sympathique (Britsch et al., 1998).
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V.4.3. Role du récepteur HER2

Les récepteurs de la famille ErbB sont impliqués dans la croissance et la différentiation
cellulaire. Suite a son hétérodimérisation , HER2 peut activer 3 voies de signalisations : la
voie phosphoinositide 3-Kinase (PI3K)(Knuefermann et al, 2003), les voies des MAP
kinases (en Anglais: Mitogen-activated protein kinases; MAPK)(O’Hagan and Hassell,
1998) et celle de la phospholipase C-y (Peles et al., 1991).

L’activation de la voie PI3K est spécifiquement induite par 'hétérodimeére HER2 /HER3.
Cependant, n'importe quel partenaire d’hétérodimérisation de HER2, parmi HER1, HER3
et HER4, permet 'activation des voies MAPK (Figure 30) (Tai, Mahato and Cheng, 2010).

HER2 est donc important dans la signalisation cellulaire, puisque les voies PI3K et

MAPK sont impliquées dans la prolifération cellulaire et la prévention de I'apoptose.

HER1/3/4

PKC

mTOR NFxB

Prolifération
Réarrangement du cytosquelette Prolitaration

Progression du cycle cellulaire Régulation de I’apoptose

Figure 31: Voies de signalisation activées par le récepteur HERZ.

HERZ2 est par ailleurs capable de se transloquer dans le noyau : soit sous sa forme
entiere, soit sous une forme issue d'un épissage alternatif ou associée a un ligand. Au
niveau du noyau, HER2 joue alors un possible role de facteur de transcription de genes,
tels que ceux de la Cycline D, du gene p53 ou encore Cox 2. La localisation nucléaire de
HER2 serait médiée par une interaction avec le récepteur de transport importine 31 et la

protéine de pore nucléaire Nup358 (Giri et al.,, 2005).
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V.4.4. Oncogénicité du récepteur HER2

La raison pour laquelle le récepteur HER2 est surexprimé lors des cancers reste
inconnue. En effet, aucune mutation de HER2 n’est nécessaire pour sa surexpression. Il a
été montré que cette surexpression de HER2 dans différents types cellulaires induit une
transformation des cellules et favorise leur croissance tumorale. Ainsi, la surexpression
de HER2 dans des cellules humaines du sein MCF-7, provenant d’'un adénocarcinome,
entraine une augmentation de leur invasivité, de leur activité kinase et de leur

tumorigénicité (Benz et al., 1992).

Cette capacité tumorigénique de HER2 est probablement la conséquence de son
implication dans les voies de signalisation de croissance et de différentiation cellulaire
décrites précédemment. Lavoie de signalisation PI3K possede notamment des propriétés
oncogenes dans une variété de tumeurs malignes. La mutation PIK3CA, du gene PI3K,
connue pour augmenter la signalisation, a été détectée dans différents cas de tumeurs
solides, incluant des cancers du sein (Samuels et al., 2004). La voie de signalisation MAPK
est également connue pour étre impliquée dans la prolifération cellulaire et la

tumorigeneése.

Enfin, les récepteurs HER2 nucléaires peuvent activer le promoteur du gene Cox2,
augmentant son expression dans les cellules tumorales. L’augmentation de l'expression
de Cox2 est un facteur aggravant, car il participe a I'augmentation du potentiel anti-
apoptotique, pro-angiogéne et métastatique des cellules cancéreuse (Turini and DuBois,

2002).

Il convient aussi de noter que si HER2 possede un potentiel tumorigéne chez ’homme,
celan’est pas le cas du gene neu, chez les rongeurs, qui nécessite des mutations pour avoir

un tel effet.

V.4.5. Les cancers HER2+

De maniére générale, peu de récepteurs HER2 sont présents a la surface des cellules.
Ainsi, seulement quelques hétérodimeres sont formés, permettant un contréle précis des
signaux de croissance. Toutefois, lors d'une surexpression du récepteur HERZ2 de
nombreux hétérodimeres sont formés. Cela entraine une augmentation significative de la

réponse associée aux facteurs de croissance favorisant la croissance de tumeurs malignes.
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Le récepteur HER2 est surexprimé chez 15 a 20% des patientes atteintes de cancer du
sein (Loibl and Gianni, 2017) et 20 a 25% en incluant les cancers ovariens (Wang et al.,
2017). L’expression de ce récepteur est associée a un mauvais pronostic ce qui justifie une
recherche systématique chez les patientes atteintes d'un cancer du sein. Le récepteur
HER2 est également sur-exprimé dans des carcinomes gastriques (Yonemura et al., 1991),
des cancers des glandes salivaires (Press et al, 1994) ou des cancers du poumon non a

petites cellules (Liu et al., 2018).

V.4.6. Traitement des cancers HER2+

Le récepteur HER2 est donc une cible privilégiée dans le traitement des cancers du sein
et des ovaires, de par sa surexpression et son exposition a la surface des cellules. Les
cancers HER2+ font notamment partie des premiers cancers pour lesquels une thérapie
ciblée a été développée. En 1998, le trastuzumab a été approuvé par la FDA. Il s’agit d'un
anticorps monoclonal murin humanisé et appartenant a la classe des IgG1. Il se lie a la
région extracellulaire de HERZ, ce qui induit son internalisation du récepteur. Cela permet
I'inhibition de la croissance et le ralentissement de la prolifération des cellules
cancéreuses HER2+. Le trastuzumab peut également induire une cytotoxicité dépendante

des anticorps.

De maniere générale, le trastuzumab est recommandé pour le traitement des cancers
du sein HER2+ a un stade précoce soit post chirurgie, soit en chimiothérapie néo- ou

adjuvante et radiothérapie, soit en association avec une chimiothérapie.

Le traitement par trastuzumab associé a une chimiothérapie améliore la survie globale
et sans progression chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique HER2 +

(SLAMON et al, 2001; Marty et al., 2005).

Cependant, la plupart des cancers a des stades avancés finissent par évoluer. Il est
possible d’utiliser un second anticorps en combinaison avec le trastuzumab, tel que le
pertuzumab (Baselga et al., 2012). Le pertuzumab est également un anticorps monoclonal
humanisé ayant un mécanisme d’action complémentaire a celui du trastuzumab. Le
pertuzumab se fixe au récepteur HER2 sur un épitope différent et empéche la
dimérisation de HER2. Un essai clinique de phase 3 combinant les deux anticorps et un

agent chimio thérapeutique, le docetaxel, a montré une augmentation de la survie a 56,6
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mois chez les patientes traitées comparée a celle des non traitées (40,8 mois)(Swain et al,,

2015).

Certains patients développent une résistance au traitement, liée au déclenchement de
différents mécanismes. Notamment, le récepteur de la famille des tyrosines kinases AXL
est impliqué dans cette résistance, lorsqu’il est surexprimé. En effet, AXL se dimérise avec
HER2 et engendre l'activation des voies PI3K et MAPK. Une étude a montré que
I'inhibition d’AXL, associé au trastuzumab permet la régression des tumeurs résistantes

chez des souris (Adam-artigues et al.,, 2022).

L’utilisation de ces anticorps dirigés contre HER2 n’est pas toujours possible. En effet,
chez certains patients le récepteur HER2 n’est pas surexprimé. Ces cancers sont appelés
HER2 négatifs ou HER2 faibles, et ne peuvent étre traités avec les anticorps ciblant HER2.
Récemment, des essais cliniques ont montré une réponse a un anticorps couplé a une
drogue, appelé ARX788, et ciblant HER2 dans des cancers HER2 faibles. ARX788 a permis
une inhibition de la croissance tumorale dans des souris (Skidmore et al., 2020; Khalil et

al, 2024).

D’autres traitements sont indiqués pour soigner les patients atteints de cancers HER2+,
notamment l'utilisation d’inhibiteurs des tyrosines kinases, tels que le lapatinib, le
neratinib, le tucatinib et le pyrotinib (Schlam and Swain, 2021). Ces traitements peuvent
étre utilisés en combinaison avec les autres traitements cités précédemment

(chimiothérapie, anticorps monoclonaux)(MacPherson et al.,, 2019; Murthy et al., 2020).

En résumé, de nombreux traitements ont été développés pour le traitement des
cancers HER2+, que ce soit en immunothérapie ou en chimiothérapie. Les thérapies
ciblées via des virus oncolytiques ou vecteurs viraux pourraient néanmoins étre combinés
avec les traitement actuels ou constituer une alternative lorsque ceux-ci ont échoué.
Egalement, ce type de traitements pourrait permettre des options de traitements moins

lourds et moins invasifs que la chimiothérapie.

Le récepteur HER2 est I'un des marqueurs tumoraux les plus étudiés, ce qui permet le
développement de nouvelles approches. Ces approches pourront ensuite étre appliquées

a d’autres antigenes tumorausx.
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VI. Obijectifs de la these

La caractérisation de la structure de VSV G en complexe avec les domaines CR2 ou CR3,
menée au sein de I'équipe, a permis d’identifier des résidus critiques pour l'interaction
entre la glycoprotéine du VSV et le LDLR. La mutation de deux de ces résidus, a savoir la
lysine 47 et 'arginine 354, abolit la reconnaissance du récepteur, tout en permettant de
conserver l'activité de fusion de G. Cela a démontré qu'il est possible de découpler la
capacité de G a reconnaitre le récepteur et sa capacité de fusion. Ceci ouvre la possibilité

de recibler spécifiquement G vers des récepteurs d’intérét (cf. I11.3.2.3.).

L’objectif de ma these était de démontrer qu'’il est possible de recibler G en fusionnant
G avec des nanobodies dirigés contre un antigéne d’intérét qui va constituer le nouveau
récepteur. En paralléle, les mutations K47Q ou R354Q seront introduites pour abolir la

reconnaissance du LDLR (cf. V.5.1. et V.3.).

Avant mon arrivée, 'équipe avait montré que la fusion d’'un nanobody (nanobody C11
reconnaissant la protéine fluorescente mCherry) a I'extrémité amino-terminale de la
glycoprotéine mature était délétere pour l'activité de G (Figure 31). Le gene codant cette
glycoprotéine chimérique (Gci11) avait été inséré dans le génome d’un VSV recombinant
(rVSV-Gci1) a la place du gene de G sauvage. Grace a I'évolution expérimentale, deux

mutations dans la séquence de G améliorant la fonctionnalité de la chimere ont été

sélectionnées.
1 446 466 495
SP ™ IV
i WT
- ceccs ! Ectodomain 446 466 495
11
Nanobody C11 Ectodomain

Figure 32: Représentation schématique de G (Gwr) et de la G chimérique G¢11. SP : peptide signal. TM :
domaine transmembranaire. IV : Domaine intraviral. QF et GGGGS : linker.

Mon travail a d’abord consisté a caractériser I'impact fonctionnel de ces mutations
(transport de G, capacité de pseudotyper un virus VSVAG-GFP dans lequel le gene de G a
été remplacé par la GFP). J'ai montré que ces mutations améliorant la fonctionnalité de la
chimere Gci1 amélioraient aussi la fonctionnalité d’autres chimeéres de G contenant

d’autres nanobodies.
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Nous avons ensuite voulu voir s’il était possible de recibler spécifiquement G vers un
récepteur d’intérét en utilisant ce chassis optimisé de G, tout en introduisant les
mutations K47Q ou R354Q abolissant la reconnaissance du LDLR. Nous avons choisi de
cibler le récepteur HER2, un récepteur présentant un intérét thérapeutique (cf. V.4.) et

pour lequel de nombreux nanobodies sont disponibles.

L’objectif global de mes travaux était donc de développer un outil thérapeutique

adaptable, permettant la mise en place de thérapies personnalisées in vivo.
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. Informations générales

[.1. Contribution a I'article

Comme mentionné dans les objectifs de ma these, le travail avait été initié avant mon
arrivée au sein de I'équipe. Durant ma these, j'ai réalisé la construction de toutes les
chiméres contenant les nanobodies dirigés contre le récepteur HER2 (H1 a H6) et j'ai

invalidé le gene ErbBZ2 dans les cellules HEK293T.

Les données présentées dans les figures de l'article ont été obtenues par moi, a
I'exception de celles présentées en figure 1f et 1g (obtenues avant mon arrivée), 1h
(micrographies réalisées par Malika Ouldali), 1i (expérience réalisée par Aurélie

Albertini) et 'immunoblot présenté en figure 4b (réalisé par Stéphanie Thébault).

[.2. Synopsis de I'article

La premiére étape du reciblage de G a consisté a fusionner un nanobody (C11), dirigé
contre la protéine florescente mCherry, a I'extrémité amino-terminale de G pour obtenir
la G chimérique Gci1. Les premiers résultats ont révélé que l'insertion du nanobody
perturbait le repliement de Gcii, compromettant par conséquent son transport a la
membrane. En conséquence, cette chimere Gc11 ne pseudotypait pas efficacement VSVAG-

GFP.

Afin d’optimiser cette construction Gci1, un VSV recombinant (rVSV-Gci1) a été généré
par génétique inverse, en remplacant le géne de la G par celui de Gc11. Le virus produit a
ensuite été soumis a de I'évolution expérimentale, avec plusieurs passages dans des
cellules BSR. Apres un certain nombre de passages, une augmentation du nombre de
foyers infectieux a été observée, ainsi qu'une propagation de l'infection aux cellules
voisines. Le séquencage du virus a montré I'apparition de deux mutations dans G : H22N
et S4221. Ces mutations, dites d’optimisation, ont permis de créer une nouvelle version

améliorée de la chimere, baptisée Gci1-opt.

L’analyse structurale de I'impact de la mutation S422I a suggéré que la présence d'un
acide aminé hydrophobe a cette position était cruciale. L’isoleucine avait été sélectionnée
car c’était la seule substitution possible pour obtenir un résidu hydrophobe via une simple

substitution nucléotidique. J'ai ensuite testé I'impact d’autres hydrophobes a cette

79



Partie 2 : Résultats

position et montré qu’il y avait une amélioration semblable de la fonctionnalité avec un

résidu phénylalanine, leucine, méthionine et valine a cet endroit.

En parallele, dés mon arrivée au laboratoire, j’ai réalisé les premiers tests de
'infectiosité du VSVAG-GFP pseudotypés (Figure 32) avec différentes versions de G

chimériques fusionnées a 11 nanobodies différents, dans un contexte optimisé ou non.

VSV G

Transfection VSVAG-GFP/G /’\
HEK293T 3200 [;—%WT S =
. et DD —
Ry Y B e Y AT
ou . [ — { — / . (2 e— / [2 n— { ‘\‘,\U
\/_\‘ 24h /_J Infection / | 16h L /ﬁj Yo
ey Pt o . .
L <\/ VSVAG-GFP/ G,
v
VSV G
e, MeCton L el ;e b Analyse par cytométrie du
IELRATATATITD: — — o
JU VeV P ) - % de cellules fluorescentes
) e b

VSVAG-GFP/ Goyno

@ [ HEk293T

Figure 33: Production de VSV pseudotypés. Des cellules HEK293T sont transfectées avec les Gnano.
Apres 24h, les Gnano SOnt exposées a la surface des cellules. Les cellules sont infectées avec un VSVAG-
GFP/G, dont le géne de la G a été remplacé par celui de la GFP et a la surface duquel est ajoutée une
G sauvage. La G sauvage permet aux virus d’infecter les cellules exposant les Gnano. Apreés leurs cycles
les virus bourgeonnent en emportant les Gnano. On obtient ainsi des VSV pseudotypés avec les Gnano. On
peut ensuite infecter des cellules et détecter le pourcentage de cellules infectées par cytométrie, grdce
a I'expression de la GFP. Le titre viral est calculé a partir du pourcentage de cellules fluorescentes.

Les différents tests de pseudotypage réalisés ont montré, dans 9 cas sur 11, une
augmentation significative de I'infectiosité des virus pseudotypés avec des G chimériques
optimisées, par rapport a ceux pseudotypés avec des G chimériques non optimisées. La

moyenne géométrique de I'optimisation était d’environ 10.

Ensuite, nous avons introduit les mutations K47Q ou R354Q dans les chimeres
optimisées fusionnées a 4 nanobodies (H1 a H4) dirigés contre le récepteur HER2 créant
ainsi les chimeres Gun-opt. Ces G chimériques ont été utilisées pour pseudotyper soit
VSVAG-GFP, soit des lentivirus (Figures 32 et 33). La capacité d’'infection des pseudotypes
ainsi obtenus a été testée sur des cellules exprimant HER2 (cellules HEK293T et SKBR3)
ou n’exprimant pas le récepteur HER2 (HEK293T-HER2KO). Ces expériences ont permis
d’établir la preuve de concept qu'il est possible de recibler G vers un récepteur d‘intérét,
ici HER2, ouvrant ainsi des perspectives pour le reciblage vers d’autres récepteurs

spécifiques.
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Figure 34: Production de lentivirus pseudotypés par Gnano et évaluation de leur infectiosité. Les
cellules HEK293T sont co-transfectées par Pspax2, pHIV-eGFP et Guano. Aprés 18h, le milieu des
cellules est renouvelé. Aprés 28h de production, les lentivirus pseudotypés avec les Gnano Sont récoltés.
Les lentivirus sont ensuite utilisés pour infecter des cellules, et le pourcentage de cellules infectées est
détecté par cytométrie, grdce a l'expression de la GFP. Le titre viral est calculé a partir du
pourcentage de cellules fluorescentes.

Nous avons également évalué l'infectiosité des VSVAG-GFP pseudotypés avec les
chimeres Gun-opt-k47qQ €t GHn-opt-R354Q dans un mélange constitué a 50% de HEK293T et 50%
de HEK293T-HERZ2KO (Figure 34). Dans ce contexte, nous avons observé une infection tres
préférentielle des cellules HEK293T exprimant le récepteur HER2, confirmant ainsi la

spécificité du recablage des virus pseudotypes vers ce récepteur d’intérét.

o e e Analyse par
AN o Sier e cellules
VSVAG-GFP/VSV G y ' y ‘ -
/ H2-opt- K47Q ‘ 7 b ' ~ ‘ fluorescentes
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Figure 35: Tests de l'infectiosité préférentielle dirigée vers le récepteur HER2 avec pour exemple le
GHz-opt-k47¢. Un mélange de cellules a 50% HER2+ et 50% HERZ2- est infectée par des VSV pseudotypés
avec les Guz-opi-ka7o- Les cellules HER2- fluorescent en rouge, ce qui nous permet de distinguer les
cellules KO pour HERZ des cellules infectées en vert. Le pourcentage de cellules fluorescentes est
analysé par cytométrie.
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II. Article (en cours de soumission)
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Summary

Vesicular stomatitis virus (VSV) is a promising oncolytic virus. Additionally, its glycoprotein
G is the most commonly used envelope glycoprotein to pseudotype lentiviral vectors for gene
therapy. However, G receptors (LDLR family members) are ubiquitous and expressed at the
surface of non-target cells, precluding in vivo gene therapy. Recently, we identified G mutants
that no longer bind to LDLR but retain their fusion activity. This opened the possibility of
specifically retargeting the glycoprotein to receptors of interest. Here, we constructed chimeric
glycoproteins fused with a nanobody at the amino-terminus of G. By experimental evolution,
we identified two mutations in G improving the folding and functionality of chimeric Gs,
regardless of the nanobody inserted at the amino-terminus. We then constructed chimeric
glycoproteins using several nanobodies targeting HER2 receptor and, into these chimeras, we
introduced mutations that abolish the recognition of LDL receptors. VSV and lentiviruses
pseudotyped with these glycoproteins specifically infect cells expressing HER2. We have
therefore identified G mutations that optimize the G scaffold to tolerate amino-terminal
insertion of a nanobody and establish proof of concept that this approach can be used to confer

a new tropism on G. This paves the way for targeted in vivo therapies.
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Introduction

Vesicular stomatitis virus (VSV) is a promising oncolytic virus particularly for the
treatment of refractory solid tumors (1-6). Indeed, it replicates preferentially in tumor cells due
to their interferon (IFN) pathway defects and the subsequent lysis of infected cells induces the
release of tumor antigens, which then stimulate the anti-tumor immune response (2,7). Its
glycoprotein G (VSV-G) is also the most commonly used envelope glycoprotein to pseudotype
lentiviral vectors for gene therapy approaches (8,9). In both cases, the lack of specificity of
VSV G limits the spectrum of its use. Indeed, G binds to VSV receptors which are members of
the low-density lipoprotein receptor (LDL-R) family (10) and present on the surface of almost
all cell types with the notable exception of cells of the hematopoietic lineage. In virotherapy,
this can lead to off-target toxicity, especially neurotoxicity (11-13). This lack of specificity also
precludes in vivo gene therapy (i.e. by administering the lentiviral vector to a specific organ or
area in the body). There is therefore a strong need to develop glycoproteins derived from VSV
G specifically targeting cells of interest for therapeutic purposes.

VSV G has two functions essential for viral entry into the host cell (14). First, it initiates
infection by binding to a cellular receptor (the LDL-R or a member of its family) which triggers
endocytosis of the virion (15,16). Then, the acidic environment of the endosome induces a huge
conformational change of G from its pre-fusion state toward its post-fusion state which
catalyzes the fusion of the viral envelope with the endosomal membrane. This results in the
release of the viral ribonucleoprotein in the cytoplasm for subsequent stages of infection.

VSV G is a type | glycoprotein, synthesized on endoplasmic reticulum-bound
ribosomes. After cleavage of its amino terminal signal peptide, the mature glycoprotein is 495
aa long. It is anchored in the membrane by a single a-helical transmembrane (TM) segment

(Figure 1A). Most of the mass of G (residues 1-446) is located outside the viral membrane and
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constitutes its amino-terminal ectodomain. The structures of pre- and post-fusion trimers of
VSV G were determined revealing the details of the conformational change (17-19). More
recently, crystal structures of the prefusion conformation of G ectodomain in complex with two
cysteine-rich domains (CR2 and CR3) of the LDL-R of G have also been determined (20). The
binding site of the CR domains on G was the same in both crystals and allows the identification
of two basic residues (K47 and R354) which are essential for the interaction between G and its
receptor. Mutant glycoproteins in which those two residues are replaced by either an alanine or
a glutamine are unable to bind LDL-R CR domains and cannot pseudotype a recombinant VSV
(VSVAG-GFP) in which the G gene has been replaced by the green fluorescent protein (GFP)
gene (20). Nevertheless, these mutant glycoproteins retain their ability to induce syncytia
formation at low pH when expressed in cells by plasmid transfection (20). Therefore, the fusion
activity and receptor binding activity of VSV G can be decoupled which paves the way for the
development of G-derived glycoproteins with modified tropism.

A possible strategy to retarget the VSV glycoprotein toward a receptor of interest
expressed at the cell surface consists of fusing it to a protein domain specifically binding this
receptor. Nanobodies (also known as VHH or single domain antibodies) are an interesting class
of specific binders (21,22). They are stable, rather small, and several libraries are available for
screening of high affinity bindings against a specific target (23,24). Thus, we decided to
construct chimeric glycoproteins with a nanobody inserted between the signal peptide (SP) and
the ectodomain of G. However, we observed that such a fusion of a nanobody (directed against
mCherry) at the N-terminus of G affected the properties of the glycoprotein. We thus decided
to carry out experimental evolution to optimize the backbone of G so that it tolerates this
insertion. Our hypothesis was that selecting mutations that optimize the G backbone for
insertion of a given nanobody should also optimize it for the insertion of any nanobody due to

their common 3D structure. For this, we constructed a recombinant VSV in which the gene
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encoding G was replaced by a gene encoding the chimeric glycoprotein. The recombinant virus
had a very low titer and after a few passages, two mutations were selected in the G backbone
that were shown to optimize several chimeras involving distinct nanobodies (as assessed in
VSVAG-GFP pseudotyping experiments). We then constructed several chimeras in which this
optimized G backbone was fused to distinct nanobodies directed against the receptor tyrosine-
protein kinase erbB-2 (HER2, overexpressed at the surface of malignant cells (25) and used for
targeted drug delivery (26)) and introduced the mutations K47Q or R354Q abolishing the
recognition of LDL-R by G (20). We demonstrated that these chimeras efficiently pseudotype
both VSVAG-GFP and lentiviruses and specifically retarget them toward HER2-expressing
cells. This work therefore provides a VSV-G backbone that makes it possible to construct

chimeric Gs specifically targeting cells of interest using nanobodies.
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Results

Construction and characterization of a chimeric glycoprotein fused to a nanobody

We constructed a chimeric glycoprotein (Gci1) with a nanobody (C11, directed against
mCherry) (24) inserted between the signal peptide (SP) and the ectodomain so that the
nanobody will be located at the amino-terminal end of the mature G. The nanobody was flanked
by an insertion of a QF dipeptide (to optimize the SP cleavage) and a flexible linker
(GGGGSGGGGS) before G ectodomain (Figure 1A).

We transfected HEK293T cells with the resulting construct to assess Gci1 surface
expression. Non-permeabilized cells were labeled using the monoclonal antibody (mAb)
8G5F11, directed against G ectodomain and quantified by flow cytometry. Surface expression
of Gc11 was affected compared to that of the wild type glycoprotein (Gwr) (Figure 1B) and the
median density of Gci1 protein present at the cell surface was 50 +/- 21% of that of Gwr (Figure
1C).

We also assessed the ability of Gc11 to pseudotype a recombinant VSV (VSVAG-GFP)
in which the G envelope gene was replaced by the green fluorescent protein (GFP) gene.
Chimeric glycoproteins incorporation into the envelope of the particles present in the
supernatant was verified by western blot. Incorporation of the Gci1 chimera into the viral
membrane was less efficient than that of Gwr (Figure 1D). Pseudotyped viruses were then used
to infect HEK293T cells and their infectivity was analyzed by counting GFP-expressing cells
using flow cytometry. The infectious titer of the production of VSVAG-GFP pseudotyped with
Gcuwas 1.3 Logio (i.e. 20 times) lower that of VSVAG-GFP pseudotyped with Gwr (Figure
1E). This indicated that the fusion of the nanobody at the N-terminus of G affected the

properties of the glycoprotein.
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Figure 1: Optimisation of the VSV G backbone to tolerate an aminoterminal fusion with the
Cllnanobody. A) Schematic representation of Gwr and of the Gci: chimera. SP: signal Peptide; TM:
transmembrane domain; IV: intraviral domain. B) Presence of Gwr, Gci1, and Geii-opt at the cell surface
of transfected HEK293T cells. G was detected on the surface of non-permeabilized cells using mAb
8G5F11 and a secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 488. Cells were analyzed by flow
cytometry. C) Median surface concentration of Gei1 and Geii-opt NOrmalised to median concentration of
Gwr on the surface of HEK293T cells. The median fluorescence was measured using flow cytometry.
D) Incorporation of Gwr, Gc11, and Geii-opt into VSVAG-GFP viral particles assessed by western blot
using an anti-VSV G and an anti-VSV M antibody. E) Infectivity of VSVAG-GFP pseudotyped with
Gwr, Gci1 and Geii-opt in HEK293T cells. VSVAG-GFP viruses pseudotyped with WT or chimeric
glycoproteins, produced in the same conditions (see material and methods), were used to infect indicated
cell lines during 16 h. The percentage of infected cells was measured by counting GFP expressing cells
by flow cytometry and used to calculate the viral titer. F) Experimental evolution of rVSV-Geis
recombinant virus in BSR cells. rVVSV-Gc11 was serially passaged in BSR cells. Infected cells were
labelled using an anti-N antibody and a goat anti-mouse 1gG secondary antibody conjugated to Alexa
Fluor 488. DAPI was used to stain nuclei. Genomic RNA was extracted and sequenced after passage 5,
7 and 10 revealing the invasion of G mutations H22N (after P5) and S4221 (after P7) into the viral
population. G) Growth curves of VSVwr and rVSV-Geiiop. At each time point, the viral titer was
measured using plaque assay. H) Negative staining electron microcopy of rVSV-Geii-opt incubated at
pH 7.5 and 5.5. Insets show the magnification of the viral membrane revealing the typical shape of VSV
G at high and low pH. I) Binding of mCherry protein to rVSV-Gci1-opt. Indicated viruses were incubated
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with mCherry at indicated pHs, centrifuged and the pellet was analysed by SDS-PAGE. L, N, M indicate
the position of viral proteins, G and Gci1-opt the G proteins and mCh the precipitated mCherry.
In C), E), and G), data points represent replicates of at least three independent experiments. Errors bars
indicate SD. In C) and E), statistically significant differences between G, Gc1: and Geii-optare indicated
by stars (*p < 0.05, **p < 0.005, ****p < 0.00005).
Optimization of G backbone by experimental evolution

We decided to perform experimental evolution to optimize the backbone of G so that it
tolerates an N-terminal fusion with a nanobody. For this, we introduced the gene encoding Gc11
in place of that encoding G in the viral genome to construct the rVSV-Gc11 recombinant virus.
The use of nanobody C11, which recognizes mCherry, in this construct was a carefully
considered choice to avoid uncontrolled gain of function (GOF). We hypothesized that selection
for mutations optimizing the G backbone for insertion of the C11 nanobody would also optimize
the G backbone for insertion of other nanobodies. The resulting recombinant virus only formed
small infection foci in the plaque assay (Figure 1F) and has a titer of ~10° pfu/ml (Table 1). We
decided to serially passage the recombinant virus to select mutants with a better fitness. After
4 passages, mutation S4221 (Table 1) has invaded the viral genome population with only minor
changes in the infectious phenotype. After 7 passages, we observed a strong increase in the viral
infectivity. This was due to the selection of a second mutation H22N (Table 1). No other
mutation was detected after 10 passages and we decided to stop to passage the virus (Figure
1F). Of note, mutation S4221 had been selected in a different context (as a compensatory

mutation of the deleterious mutation H407A) and demonstrated to stabilize the prefusion state

(19).
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Passage Viral titer Mutation | Original codon | Gci1-opt cOdON
P1 8.5 10* pfu/ml
P2 1.5 10° pfu/ml
P3 1.4 106 pfu/ml

P4 1.110° pfu/ml S4221 AGT ATT
P5 2.9 10 pfu/ml

P6 2 106 pfu/ml

P7 7 107 pfu/ml H22N CAT AAT
P8 7 107 pfu/ml

P9 9 107 pfu/ml

Table 1: Adaptation of rVSV-Gcii. Passage number with the corresponding titer on BSR cells and the
identified mutation in G ectodomain. The original codon and the codon in Gci1-opt are indicated.

Characterization of recombinant rVSV-Gcii-optand its glycoprotein

We characterized the resulting virus rVSV-Gci1-opt (Opt for optimized indicating that G
contains mutations H22N and S4221). We compared the one-step growth curve of rVSV-Gceu1-
opt With that of VSV WT. The titer of the recombinant virus after 16h of infection of BSR cells
was ~108pfu/ml i.e. one log lower than that of VSV WT (Figure 1G).

We also investigated the structure of Gci1-opt at the surface of the recombinant virus
using electron microscopy after negative staining. At pH 7.5, both Gwr and Gc11-opt formed the
characteristic ~8-nm-wide layer (27). At pH 5.5, at the surface of the viral particles, the spikes
were individualized, allowing the visualization of 12-nm-long spikes in their post-fusion
conformation that stood perpendicular to the membrane (Figure 1H) (27). This indicated that
Gci1-opt Undergoes the low pH-induced structural transition.

We then verified the ability of Gcii-opt at the surface of the recombinant virus to bind to
purified mCherry at pH 7.5 and 5.5. For this, the virus was incubated with mCherry at indicated
pH before ultracentrifugation through a sucrose cushion. Under both pH conditions, mCherry
was found associated with the recombinant virus but not with the WT virus in the pellet
indicating Gci1-opt binds the mCherry via the C11 nanobody (Figure 11). The C11 nanobody is

thus folded and accessible in both the pre- and post-fusion states of G at the viral surface.
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We also compared the surface expression of Gei1-opt With that of Gwr and Gceai. Cells
were transfected with plasmids encoding the corresponding glycoproteins and the surface
expression was quantified by flow cytometry using mAb 8G5F11. Geii-opt Was significantly
more expressed at the cell surface than Gei1. Indeed, the median density of Gcii-opt protein
present at the cell surface was 79 +/- 23% of that of Gwr (Figure 1B, 1C). Therefore, mutations
H22N and S4221 improve G transport to the surface.

Finally, we compared the ability of Gc11-opt, Gwr, and Gei1 to pseudotype VSVAG-GFP.
Chimeric glycoproteins incorporation into the envelope of the viral particles was verified by
western blot revealing that Gei1-opt chimera was more efficiently incorporated than Gei: (Figure
1D). Pseudotyped viruses were then used to infect HEK293T cells and their infectivity was
analyzed by counting GFP-expressing cells using flow cytometry (Figure 1E). The infectious
titer of the production of VSVAG-GFP pseudotyped with Geii-opt (~10%° pfu/ml) was slightly
lower that of VSVAG-GFP pseudotyped with Gwr (=107 pfu/ml) and ~0.85 logao (i.e. 7 fold)
higher than that of the VSVAG-GFP pseudotyped with Gc11 confirming that the two mutations

H22N and S4221 optimize the infectivity of the chimera.

Hydrophobic residues at position 422 combined with Asn at position 22 optimize G for
nanobody insertion

The structure of VSV G ectodomain in its pre-fusion conformation reveals that residue S422
points toward F424 and L430. The selection of an isoleucine in position 422 probably stabilizes
the B-hairpin structure through hydrophobic stacking of residues 1422 between F424 and L430
(Figure 2A). The codon encoding S422 in the Gwr gene is AGU (Table 1) and the only codon
encoding a hydrophobic residue that is accessible by a single nucleotide change is AUU
encoding the isoleucine. Consequently, other hydrophobic amino acids were not directly
accessible during experimental evolution. We decided to test the impact of other hydrophobic
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amino acid residues (L, V, F, M) in this position. Thus, we replaced isoleucine 422 in Gci1-opt
by a leucine, a valine, a phenylalanine, or a methionine leading to constructs Gei1-opt-L422, Geii-
opt-va22, Ge11-opt-Fa22, and Geii-opt-maz2 (NOte that all these constructs contain the H22N mutation).
We then analyzed the ability of these constructs to pseudotype VSVAG-GFP. The infectious
titers of VSVAG-GFP pseudotyped with chimeric glycoproteins Gci-opt-L422, Geit-opt-vaze, Geii-
opt-F422, OF Gcit-opt-maz2 Were similar to that of VSVAG-GFP pseudotyped with Gcii-opt,
significantly higher that of VSVAG-GFP pseudotyped with Gc11, but not significantly different
from that of VSVAG-GFP pseudotyped with G (Figure 2B). This demonstrated the importance

of a hydrophobic residue at position 422 for optimizing G backbone for nanobody insertion.
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Figure 2: Hydrophobic residues at position 422 optimize G for nanobody insertion

A) Environment of residue S422 in the crystal structure of the prefusion conformation of VSV
G. B) Mutation S4221 stabilizes G C-terminal domain (CTD) through hydrophobic stacking
with residues F424 and L430. C) Infectivity of VSVAG-GFP pseudotyped with G, Ge11, cc11-
opt, Ge11-opt-s422F, Gent-opt-sazaL, Gei-opt-sazam, aNd Geit-opt-sazzv in HEK293T cells. VSVAG-GFP
viruses pseudotyped with Gwr or chimeras, produced in the same conditions (see material and
methods), were used to infect HEK293T during 16 h. The percentage of infected cells was
measured by counting GFP expressing cells by flow cytometry and used to calculate the viral
titer. Data points represent replicates of five independent experiments. Errors bars indicate SD.
Statistically significant differences with Gci1 (resp. G) are indicated by red (resp. green)
asterisks (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005, ns not significant).
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The optimized G backbone is functional for other nanobodies insertion

We investigated whether the double mutation H22N and S4221 also improved the
functionality of G chimeras with other nanobodies. For this, we inserted in the Gwr or Gopt
backbones 4 other nanobodies from the same library (24): 8G5 directed against the
carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule (CEACAM), 9C2 directed against mucin 1
protein (MUC1), C8 and A10 both targeting HER2 and 6 others (H1 to H6) also targeting
HER2, whose sequences were available in databanks.

The resulting constructions were called Ges, Gsas, Ga10, Goc2, GH1 Gh2 Ghz GHa, Grs,
and Gne When the insertion was in the backbone of Gwr, and Gcs-opt, Gses-opt, GA10-0pt, Gac2-opt,
GH1-opt; GH2-opt, GH3-opt, GHa-opt, GHs-opt, and Gre-opt When the insertion was in the optimized G
backbone containing the mutations H22N and S4221.

For each nanobody, we then compared the ability of the corresponding pair of chimeras
(i.e. optimized or non-optimized) to pseudotype VSVAG-GFP. For this, HEK293T cells were
infected by the viruses pseudotyped with the chimeras. For 9 nanobodies out of 11 (including
C11), the infectivity in HEK293T cells of pseudotype production was enhanced when the
nanobody was inserted in the optimized backbone. The enhancement factor varied from 6.5 to
29 depending on the nanobody. The geometric mean of the increase for these nine nanobodies
was 11 (Figure 3A and table 2). For two chimeras (Gses and Goc2), the optimized backbone had

no significant effect on the infectivity of the chimera.
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Figure 3: Retargeting of VSVAG-GFP towards HER2-expressing cells

A) Optimization factor of the titer of VSVAG-GFP pseudotyped with the chimeric G in the optimized
backbone compared with VSVAG-GFP pseudotyped with a chimera in a non-optimized backbone.
VSVAG-GFP viruses, produced in the same conditions (see material and methods) pseudotyped with
chimeras in an optimized or non-optimized backbone were used to infect indicated cell lines during 16
h. The percentage of infected cells was measured by counting GFP expressing cells by flow cytometry
and used to calculate the viral titer and used to calculate the viral titer. The histogram shows the mean
difference between the Logio of the titer of VSVAG-GFP pseudotyped with the optimized chimera and
the Logio of the titer of VSVAG-GFP pseudotyped with the non-optimized chimera. The factor of
optimization is indicated in red for each chimera. B) Expression of HER2 in HEK293T and HEK?293T-
HER2KO cells. Cell lysates were analysed by western blot with anti-HER2 and anti-tubulin antibodies.
C) Cell surface expression of HER2 in in HEK293T and HEK293T-HER2KO cells. Expression of
HER2 was analysed using flow cytometry with an anti-HER2 as a primary antibody and a secondary
antibody conjugated to Alexa Fluor 488. The percentage of HER2-positive cells is indicated. D)
Infectivity in HEK293T and HEK293T-HER2XC cells of VSVAG-GFP pseudotyped with Gkarg, Grasao
or by optimized G chimeras fused to nanobodies H1 to H4 (recognizing HER2) in which mutations
K47Q or R354Q have been introduced or not (WT). VSVAG-GFP viruses pseudotyped with these
glycoproteins were used to infect indicated cell lines during 16 h. The percentage of infected cells was
measured by counting GFP expressing cells by flow cytometry and used to calculate the viral titer. The
histogram indicates the Logl0 of the titer of viruses pseudotyped with mutated or chimeric Gs
normalized to that pseudotyped with Gwr in the indicated cell line. The Logo of the titer of VSVAG-
GFP virus pseudotyped with Gwr was 7.37 +/- 0.34 in HEK293T and 7.39 +/- 0.38 in HEK293T-
HER2X© cells (n=13). In A) and D), error bars represent the SD for experiments carried out in at least
in triplicate (see also table 2 for A). All experiments were at least performed in triplicate. Statistically
significant differences are indicated by stars (*p < 0.05, **p < 0.005, ns: not significant).
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Logio(Titer of
Logio(optimization | Optimization
Nanobody optimized Target n
factor) +/- SEM factor
pseudotype)
Cl1 0.85 +/- 0.35 7 6.95 +/- 0.35 mCherry | 16
C8 1,47 +/- 0.21 29,5 6.34 +/-0.3 HER2 3
Al10 1.26 +/- 0.21 18 6.08 +/- 0.27 HER2 3
H1 1.05 +/-0.27 11 6.95+/-0.16 HER2 4
H2 1.08 +/- 0.38 12 6.75+/-0.19 HER2 5
H3 0.81 +/-0.31 6,5 7.24 +/- 0.48 HER2 4
H4 0.83 +/-0.22 7 7.23 +/- 0.48 HER2 4
H5 1.07 +/- 0.21 11,5 6.59 +/- 0.23 HER2 5
H6 0.94 +/- 0.69 9 6.71 +/- 0.46 HER2 3
8GS5 0,26 +/- 0.1 1.8 4.94 +/- 0.31 CEACAM | 3
9C2 0.17 +/-0.42 1.5 5.18+/-0.43 Mucl 3

Table 2: Optimization factor for each chimera (indicated by its fused nanobody) in the optimized G
backbone context versus the non-optimized G context in HEK293T cells. The titer of VSVAG-GFP
pseudotyped with the optimized chimera is also indicated as well as the nanobody target and the number
of experiments performed. The Logio of the titer of VSVAG-GFP pseudotyped with Gwr (used as a
reference in each experiment) was 7.3 +/- 0.25 (n=16).

Retargeting of pseudotyped VSVAG-GFP toward cells expressing HER2 receptor

We showed that the optimization mutations that we had selected with the Gc11 chimera
also improved most of the chimeras involving other nanobodies. However, all of these chimeras
remain capable of recognizing the natural VSV receptor (LDL-R).

We therefore introduced the mutations K47Q or R354Q), abolishing receptor recognition
by VSV G (20), in the optimized chimera in which G is fused with nanobodies directed against
HER2. We chose to work with chimeras involving nanobodies H1 to H4 because these chimeras
had the best infectious titers in their optimized version (Table 2). We thus constructed Ghz-opt-
k47Q, GH1-0pt-R354Q, GH2-0pt-k47Q, GH2-0pt-R354Q, GH3-0pt-k47Q, GH3-0pt-R354Q, GHa-opt-k47Q, aNd GHa-opt-

R354Q.
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As HER2 was expressed at the surface of HEK293T (Figure 3B and 3C), we constructed
a HEK293T-HER2X° cell line in which the ERBB2 gene (encoding HER2 protein) was knocked
out (Figure 3B and 3C). We compared the infectivity of VSVAG-GFP pseudotyped with Gwr,
G mutants incapable of recognizing LDL-R (Gka7q and Grssaq) and the different chimeras
involving nanobodies H1 to H4 (capable or not of recognizing LDL-R). As expected, the titer
of VSVAG-GFP pseudotyped with Gka7q, Grssaq, Was reduced by a factor of ~25 (1.4 Logao)
in both cell lines compared to Gwr (Figure 3D). The chimeric glycoproteins Gui-opt, GH-opt,
GHs-opt, GHa-opt, Still able to recognize LDL-R, efficiently pseudotyped VSVAG-GFP in both
cell lines, nevertheless somewhat less efficiently than Gwr in agreement with table 2. Finally,
the titer of VSVAG-GFP pseudotyped with GHi-opt-k470, GHi-opt-R354Q, GH2-0pt-ka7Q, GH2-0pt-R354Q,
GH3-0pt-k47Q, GH3-0pt-R354Q, GHa-opt-k47Q, OF GHa-opt-r3540 Was only slightly reduced in HEK293T
compared to Gwr cells and similar to that of Gkaro, Grasag in HEK293T-HER2"C cells. This
indicated that the entry in HEK293T cells of VSVAG-GFP pseudotyped with the different
chimeras involving nanobodies H1 to H4 and unable to recognize LDL-R is mediated by HER2

(Figure 3D).
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Chimeras are also functional to retarget lentiviral vectors

VSV G is the most used viral glycoprotein to pseudotype lentivirus vectors. We decided
to investigate if the chimera in which G, carrying the mutation K47Q or R354Q, is fused with
nanobodies directed against HER2 could specifically redirect lentiviruses toward HER2-
expressing cells. To do this, we compared the infectivity of GFP-encoding lentivirus
pseudotyped with the different chimeras in HEK293T and HEK293T-HER2KC, Infectivity was
analyzed by counting GFP-expressing cells using flow cytometry (Figure 4A).

The results indicated that lentivirus pseudotyped with chimeras Ghi-opt-k47Q, GHi-opt-
R354Q, GH2-opt-k47Q, GH2-0pt-R354Q, GH3-opt-k47Q, GH3-opt-R354Q, GHa-opt-k47Q, OF GHa-opt-R354q iNfected
much more efficiently HEK293T that HEK293T-HER2K® (Figure 4A). This indicated that the
lentiviruses were retargeted against cells that express HER2.

This was confirmed using SKBR3 cells that express high level of HER?2 at their surface
(Figure 4B). Lentiviruses pseudotyped with chimeras Gri-opt-k47Q, GHi-opt-R354Q, GH2-0pt-K470Q,
GH2-0pt-R354Q, GH3-0pt-k47Q, GH3-0pt-R354Q, GHa-opt-k47Q, OF GHa-opt-r354 INfected more efficiently this
cell line than those pseudotyped with Gkazq or Grssaq. Strikingly, retargeted lentiviruses (and
in particular those pseudotyped with Gua-opt-ka7q OF Grs-opt-r354q) Were nearly as efficient as

those pseudotyped with Gwr (Figure 4C).
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Figure 4: Infectivity of lentiviruses pseudotyped with Ga7o, Grasag OF by optimized G chimeras
fused to nanobodies H1 to H4 (recognizing HER?2) in which mutations K47Q or R354Q have been
introduced or not (WT).

A) Comparison of infectivity of lentiviruses pseudotypes by the indicated G construct in HEK293T and
HEK?293T-HER2KC cells. The percentage of transduced cells was measured by counting GFP expressing
cells by flow cytometry 48h after transduction. The histogram indicates the Logio of the titer of
lentiviruses pseudotyped with the indicated G construct normalised with the one pseudotyped with Gwr.
The Logo of the titer of lentiviruses pseudotyped with Gwrwas 6.89 +/- 0.22 in HEK293T and 6.83 +/-
0.22 (n=13) in HEK293T-HER2X cells.

B) Comparison of the expression of HER2 in HEK293T and SKBR3. Cell lysates were analysed by
western blot with anti-HER2 and anti-tubulin antibodies.

C) Infectivity of lentiviruses pseudotyped with Gkazq, Grssao OF by optimized G chimeras fused to
nanobodies H1 to H4 (recognizing HER2) in which mutations K47Q or R354Q have been introduced in
SKBR3 cells. The percentage of transduced cells was measured by counting GFP expressing cells by
flow cytometry 48h after transduction. The histogram indicates the Logio of the titer of lentiviruses
pseudotyped with the indicated G construct normalised with the one pseudotyped with Gwr. The Logio
of the titer of lentiviruses pseudotyped with Gwrwas 5.8 +/- 0.15 (n=10) in SKBR3 cells.

In A) and C), error bars represent the SD for experiments carried out in at least in triplicate. Statistically
significant differences are indicated by stars (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005, ****p < 0.00005,
ns: not significant). In C), blue (resp. pink) stars indicate the significance of the difference between
Gkarq (resp. GR354Q) and the chimera having the same mutation.
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Chimeras specifically target HER2 expressing cells

We then assessed the specificity of the retargeting. For this, we co-cultured HEK293T
and HEK293T-HER2KO cells. Each cell line constituted about half of the total cell population
at the time of infection by VSVAG-GFP pseudotyped with different forms of G (Figure 5).
VSVAG-GFP pseudotyped with Gwr infected HEK293T and HEK293T-HER2C cell lines
equally efficiently whereas those pseudotyped with Gka7q and Grasag Were virtually unable to
infect either cell line (Figure 5). Interestingly, confirming our previous results, VSVAG-GFP
pseudotyped with Ghz-opt-k47Q, GHz-0pt-R354Q, GH3-opt-k47Q, GH3-opt-R354Q, GHa-opt-ka7Q, OF GHa-opt-
ras4q Selectively infected HEK293T cells in the mixed population. A selectivity index can be
calculated by dividing the proportion of infected HEK293T cells by the proportion of infected
HEK?293T-HER2X® cells. The selectivity indexes of the VSVAG-GFP pseudotyped with the

chimeras ranges from 2.23 for Gui-opt-47q t0 5.18 for Gps-opt-ka7q (Figure 5B).
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Figure 5: VSV pseudotyped with optimized Gkarqg or Grssag Chimeras fused to nanobodies H1 to
H4 (recognizing HER?2) preferentially infect HEK293T WT cells. A) A mix of 50% of HEK293T
and 50% of HEK293T-HER2KC (expressing the RFP protein) was infected with VSVAG-GFP
pseudotyped with the indicated G construct. Infected cells were analysed by flow cytometry.
Biparametric histograms represent in the x axis the intensity of GFP fluorescence and in the y axis the
intensity of RFP. B) Selectivity index of VSVAG-GFP pseudotyped with the chimeras. It was calculated
using data shown in panel A) by dividing the proportion of infected HEK293T cells by the proportion
of infected HEKT293-HER2X® cells.
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Discussion

One of the major challenges of in vivo therapy, including oncovirotherapy and gene
therapy, is to target specifically cells of interest. Indeed, the lack of specificity can lead to off-
target toxicity but also, in the case of gene therapy (particularly Chimeric Antigen Receptor -
CAR- therapies), to trapping of the vector in non-targeted cells. The identification of mutations
in VSV G that abolish LDL receptor recognition without affecting fusion activity has opened
the possibility of specifically targeting cells of interest.

Indeed, these mutants have been used in combination with a second transmembrane
protein, that binds a ligand/receptor of interest, to pseudotype lentivirus, and specifically target
them towards a given cell type (28-31). As second transmembrane protein, a dimerized,
surface-tethered I1L-13 allowed a specific infection of IL-13Ra1-expressing cells (30), while a
transmembrane version of an anti-CD19 single-chain antibody fragment (scFv) efficiently
infected CD19* B cell lines, but not CD19™ T cell lines (30), as well as CD19-expressing
HEK293T but not the parental HEK293T cell line (28).

Recently, a gene encoding VSV G, with mutations K47Q and R354Q, fused to a
sequence coding for a scFv directed against HER2, was introduced in place of the Gwr gene
into the genome of a recombinant VSV. The virus was then adapted through serial passages on
HER2-expressing mouse mammary tumor line. The resulting virus has a 15- to 25-fold higher
titer in HER2-expressing cell lines than in HER2-negative cells (32). Adaptive mutations
occured in both G and scFv and therefore are specific to the scFV used in the study.

Here, using experimental evolution, we selected two mutations that optimize Gwr
backbone to tolerate an amino-terminal fusion with a nanobody recognizing mCherry. The
choice of this nanobody (in a context of G still recognizing its natural receptor) had the

advantage of limiting a possible GOF which would have allowed the virus to acquire a new
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receptor (33). Interestingly, these mutations also improved the functionality of most chimeric
constructs involving other nanobodies from several libraries. When used to pseudotype
VSVAG-GFP, the optimized chimeric constructs showed a ~10 fold improvement over the non-
optimized chimera. This is particularly interesting given the large number of nanobody libraries
available, potentially enabling the targeting of virtually any receptor of interest provided it can
induce endocytosis of the viral particle.

Remarkably, the S4221 mutation emerged in another context to compensate for the
H407A mutation, which abolished the fusion properties of G (19). This mutation stabilizes a 3-
hairpin structure through hydrophobic stacking of residues 1422 between F424 and L430 (19).
Here, we show that all hydrophobic residues at this position have the same chimera-optimizing
effect suggesting that stabilization of the structural motif is also important in this context. On
the other hand, we do not have any molecular explanation for the selection of mutation H22N.

Last but not least, after introducing the K47Q and R354Q mutations in the context of
fusion-optimized chimeras with four nanobodies recognizing HER2, we established the proof
of concept that it is possible to specifically redirect the infection of pseudotyped VSV or
pseudotyped lentiviruses towards this receptor. This specificity is only 5-fold, which may seem
limited. However, HEK293T cells do not express much of this receptor on their surface, the
specificity could be much greater in the context of a tumor within which cancer cells can express
very high levels of this receptor (25). Even using HEK293T cells, our test done using mix
population of positive and negative cells showed the capacity or retargeted viruses to
specifically infect the subpopulation of positive cells.

Overall, the introduction of the two mutations H22N and S4421 (or any other
hydrophobic aa in position 422) will therefore make it possible to have functional chimeric
glycoproteins both for pseudotyping VSV and lentiviruses, or even for constructing replicative

recombinant VSVs, targeting any receptor of interest through the nanobody. These chimera can
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also be incorporated into the membrane of extracellular vesicles so that they specifically release
their cargo into cells of interest for therapeutic purpose (34,35). Of note, it is known that VSV
G pseudotyped lentiviruses are poorly effective in infecting certain cell types that do not express
LDL-R on their surface (36). The set-up described here may thus also be used in the context of
ex vivo gene therapy using a mutant chimeric G targeting a receptor of interest different from

the LDLR.
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Material and methods

Cell lines

BSR, a clone of BHK-21 (baby hamster kidney; ATCC CCL-10), and HEK293T
(human embryonic kidney expressing simian virus 40 T antigen (SV40T); ATCC CRL-3216)
cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS). SKBR3 (Human Breast Cancer Cell Line; ATCC HTB-30) cells were

grown in McCoy's 5A (Modified) Medium supplemented with 10% FCS.

Antibodies

Mouse monoclonal antibody directed against VSV G ectodomain was supplied by
KeraFAST (8G5F11, dilution 1/1500) and used in cytometry. Mouse anti VSV G
(SAB4200695, dilution 1/5000) was purchased from Sigma-Aldrich and used for western blot
analysis. Mouse monoclonal 24A1 antibody (kindly provided by Robin Weiss) was used to
detect VSV nucleoprotein by immunofluorescence. Mouse anti-HER2 (MA512759, dilution
1/200) was purchased from Invitrogen and used in cytometry. Mouse anti-HER2 (MA513105,
dilution 1/200) was purchased from Invitrogen and used in western blot analysis. Goat anti-
mouse Alexa fluor 488 (10696113, dilution 1/1000) was purchased from Invitrogen and used
as secondary antibody in cytometry. Goat anti-mouse IgG coupled to peroxidase (A4416,
dilution 1/5000) was purchased from Merck and used as secondary antibody in western blot

analysis.

Plasmids and cloning
The cDNAs of nanobodies directed against HER2 (H1, H2, H3, H4, H5 and H6) were

ordered from Eurofins genomics or Twist Bioscience according to the sequences found on the
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NCBI database (H1: MP600335, H2: MP600344, H3: MP600340, H4: MP600341, H5:
MP600327, H6: MP600331). Chimeric glycoproteins and mutations were created starting from
the cloned VSV G gene (Indiana Mudd-Summer strain) in the pCAGGS plasmid (19). For this,
overlapping fragments were amplified by PCR and the PCR products and the digested plasmid
were assembled using Gibson Assembly kit (New England Biolabs) to obtain the resulting

plasmid.

CRISPR/Cas9-mediated ERBB2 gene knockout

ERBB2 gene (encoding HER2 protein) was knocked out using CRISPR/Cas9 KO and
HDR (Homologous directed recombination) plasmids from Santa Cruz biotechnology (37).
Briefly, HEK293T were transfected with 1 pg of a pool of three plasmids [CRISPR/Cas9 KO
ErbB2/HER2 (h2) (sc-400138-KO-2)] each encoding Cas9 nuclease but distinct ERBB2-
specific guide RNA and 1 pg of plasmid HDR [ErbB2/HER2 (h2) (sc-400138-HDR-2)] used
for selection. HEK293T-HER2X cells were then selected using 0.75 pg/ml of puromycin. The

invalidation of ERBB2 was confirmed by cytometry and western blot.

Cell surface expression

To quantify the expression of G protein on the cell surface, HEK293T cells plated on
six-well dishes at 70% confluence were transfected with G-expressing plasmid using the
calcium phosphate method. At 24 h after transfection, cells were detached with 1ml of 2% FCS
in PBS (phosphate buffer saline, 10 MM NaHPO4, 1.8 mM KH2PO4 , 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, pH 7.4), 200 pl were harvested in a 96-well plate, followed by centrifugation at 350 g for
3 min. Cells were then incubated with a 1:1,500 dilution of mouse monoclonal anti-G antibody
(8G5F11) in PBS at 4 °C for 30 min. Cells were washed twice in PBS, incubated with a 1:1000

dilution of goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen) at 4°C for 30 min., and rinsed in PBS.
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After resuspension in 100 pl of 2% FBS-PBS, the fluorescence of 10,000 cells from each
population was determined by flow cytometry using a Cytoflex S cytometer. The median
fluorescence intensity (MFI) of the transfected cells expressing G was quantified by flow
cytometry. The relative cell surface expression of transfected cells was determined as follows:
(MFI for the mutant)/(MFI for the WT). For each mutant, the percentage given is the average

of at least three independent experiments.

Generation of rVSV-Gci1 recombinant

Plasmid pVSV-FL(+) expressing the 11,161-nucleotide (nt) positive-strand full-length
VSV RNA sequence and plasmids pBS-N, pBS-P, and pBS-L, respectively, encoding N, P, and
L proteins were kindly provided by John K. Rose (Yale University, New Haven, CT, USA).
The chimeric G gene of the VSV Indiana serotype (Mudd-Summers strain) in fusion with that
encoding the nanobody C11 was inserted into the original full-length genomic plasmid pVSV-
FL(+) (38) using two unique restriction sites in pVSVFL(+), Mlul in the 5’ noncoding sequence
of the glycoprotein (G) gene and Nhel present in a sequence introduced between G and L genes,
after removal of the corresponding VSV Indiana Mudd-Summers G gene. Recombinant rvVSV-
Gc11 was recovered in BSR cells as described (39). Briefly, BSR cells were infected with
recombinant vaccinia virus expressing bacteriophage T7 RNA polymerase (VTF7-3) at a
multiplicity of infection of 10. After 1 h, BSR cells were co-transfected with the pVSV-FL(+),
pBS-N, pBS-P, and pBS-L plasmids using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in the presence of
10 pg/ml 1-p-d-arabinofuranosylcytosine (araC; Sigma). The recovery of the recombinant was
supported by the expression of functional WT VSV G protein in trans from a plasmid
(pcDNAS3.1 G WT) which was cotransfected with plasmids pVSV-FL(+), pBS-N, pBS-P, and

pBS-L.
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Experimental evolution of rVSV-Gci11 and sequencing

Experimental evolution rVSV-Gc1: was achieved by serially passing virus at very low
MOI (=3 10%) on BSR cells. At each passage, the virus was titrated by plaque assay. Infected
cells were lysed 6 h post infection in RNAnow (Ozyme). RNA were extracted and mRNA were
reverse transcribed using a Ti2CAT primer and the cDNA corresponding to M and G mRNAs

were amplified by PCR. The PCR fragments were sequence by the Sanger’s method (Eurofins).

Virus purification

rVSV-Gci1 was propagated on BSR cells. Sixteen hours post-infection, cell debris were
eliminated from the supernatant by filtration (0.22 pum). The virus was then pelleted by
centrifugation at 4°C for 45 min at 25,000 rpm in a sw28 rotor (Beckman) and gently suspended

in dilution buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 mM EDTA).

Preparation of VSVAG-GFP pseudotypes

HEK293T cells at 80% confluence were transfected by pCAGGS encoding WT or
chimeric Gs using the calcium phosphate method. Twenty-four hours after transfection, cells
were infected with VSVAG-GFP pseudotyped with VSV Gwr at an MOI of 3. One hour post
infection, 1ml of complete DMEM (i.e. supplemented with 10% FCS and
Penicillin/Streptomycin) was added. At two hours post infection (p.i.), cells were washed to
remove residual viruses from the inoculum and 2ml of complete DMEM were added. Cell
supernatants containing the pseudotyped viral particles were collected at 16 h p.i. and clarified

by centrifugation at 4°C, 600 g, 15 min.
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Titration of VSVAG-GFP pseudotypes
The infectious titers of pseudotyped VSVAG-GFP were calculated by counting cells
expressing the GFP using a flow cytometer at 16 h p.i. and using the equation MOI=—In[p(0)]

where MOI is the multiplicity of infection and p(0) is the proportion of non-infected cells.

Preparation of lentivirus pseudotypes

HEK-293T cells at 80% confluence were transfected by pCAGGS encoding Gwr or
chimeric Gs, psPAX2 encoding HIV-1 gag and pol (12260 purchased from Addgene), and
pHIV-eGFP encoding eGFP (21373 purchased from Addgene) using polyethylenimine
(PEIMax; Polyscience) at 1mg/ml. At 18 h after transfection, media was replaced with fresh
complete DMEM. After 28 h, cell supernatants containing the pseudotyped viral particles were

collected. Supernatants were clarified by centrifugation at 4°C, 600 g, 15 min.

Titration of lentivirus pseudotypes

The infectious titers of the pseudotyped lentiviruses were calculated by counting cells
expressing the GFP using a flow cytometer at 48 h post transduction and using the equation
MOI=—In[p(0)] where MOI is the multiplicity of infection and p(0) is the proportion of non-

infected cells.

Western blot analysis

Supernatant containing VSVAG-GFP pseudotypes were harvested and centrifugated at
2500 rpm during 15 min. at 4°C. Clarified supernatant were concentrated by ultracentrifugation
at 40,000 g during 45 min. at 12°C. After resuspension of the pellets in 100 pl of TNE (20 mM
Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA) buffer, 60 ul were harvested and after the addition of

20 pl of Laemmli Buffer, pseudotyped viruses were lysed at 95°C.
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HEK293T, HEK293T-HER2X® and SKBR3 cells were centrifugated at 600 g for 10
min. at 4°C. Pellets were resuspended using RIPA buffer (Tris-HCL 25 mM pH 8.8, NaCl 50
mM, 0.5% Nonidet P-40, 0.1% SDS) and a cocktail of protease inhibitors (Roche Diagnostic,
#11-836-170-001) and incubated on ice for 30 min. before 2 min. of centrifugation at 9500 g.
Lysed extracts were denatured in Laemmli Buffer at 95°C.

For the western blot, proteins were separated by electrophoresis on 12% SDS-PAGE
and electro-transferred into a nitrocellulose membrane before blocking of the membrane with
5% of skimmed milk in Tris Buffer Saline (TBS, pH 7.5 #ET220-B, Euromedex), supplemented
with 0,1% Tween 20, for 45 min. at room temperature. The membranes were then incubated
overnight at 4°C with the corresponding primary antibodies in TBS, 0,1% Tween20, 5%
skimmed milk. After the incubation, membranes were rinsed three times with TBS 0,1%
Tween20 and incubated with the secondary antibody for 1 h at room temperature. After
washing, the membranes were scanned with the Odyssey infrared imaging system (LI-COR,

Lincoln, NE)

Electron microscopy

Samples of purified virions diluted in 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, or
dialyzed against a buffer containing150 mM NaCl and 50 mM MES at pH 5.5, were analyzed
by conventional electron microscopy using the negative staining method. Three microliters of
sample suspension were deposited on an air glow-discharged 400 mesh copper carbon-coated
grid for 1 minutes. The excess of liquid was blotted, and the grid stained with sodium
phosphotungstic acid adjusted to pH (7.5 or 5.5). The grids were visualized at 100 kV with a
Tecnai 12 Spirit transmission electron microscope (Thermo Fisher, New York NY, USA)

equipped with a K2 Base 4k x 4k camera (Gatan, Pleasanton CA, USA.
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Statistical analysis

Statistical analysis were performed using Prism (GraphPad software). Data comparison
was performed using Student t-test. Statistical details of experiments are indicated in the figure

legends. Results are indicated as mean + SD.
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III. Résultats complémentaires

I[II.1. Sensibilit¢é de [linfection de VSVAG-GFP pseudotypés par
différentes G chimériques a I'incubation avec le domaine CR2 ou une

forme de HER2 soluble.
Principe de l'expérience

Avant l'obtention de la lignée stable de HEK293T-HER2KO, nous avions souhaité
démontrer que les VSVAG-GFP pseudotypés avec les Guz-opt-k47qQ €t Guz-opt-R354Q étaient
capables d’infecter des cellules HEK293T en utilisant le récepteur HER2. Pour cela, nous
avions réalisé des expériences d’inhibition de I'entrée en utilisant des versions solubles
du LDLR (domaine CR2 couplé a la GST et produit en bactérie) ou de I'ectodomaine de

HER2.
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Figure 36: Tests de compétition avec les protéines solubles. A. Test de compétition avec le domaine
CR2. Les VSV pseudotypés avec les Gnano ont été incubés avec 5um de domaine CR2. Les cellules ont
ensuite été infectées avec le mélange. Le pourcentage de cellules infectées a été détecté, via
I'expression de la GFP, par cytométrie et le titre viral a été calculé a partir de ce pourcentage. B. Test
de compétition avec 'ectodomaine de HERZ. Les VSV pseudotypés avec les Gnano 0Nt été incubés avec
50nm d’ectodomaine de HERZ. Les cellules ont ensuite été infectées avec le mélange. Le pourcentage
de cellules infectées a été détecté, via la GFP, par cytométrie et un titre viral a été calculé a partir de
ce pourcentage. C. Tableau illustrant la sensibilité attendue des VSVAG-GFP pseudotypés avec les
glycoprotéines indiquées a CR2-GST et HERZ soluble. Les croix indiquent une insensibilité et les
coches (V') représentent une sensibilité.

Nous avons incubé des VSVAG-GFP pseudotypés par Guz-opt-k47qQ ou GHz-opt-R354Q (tous

deux ne reconnaissant plus le LDLR) ou par Guz-opt, soit avec 5uM de domaine CR2, soit
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avec 50nM d’ectodomaine de HER2. En comparant I'entrée des virus pseudotypés par Guz-
opt-K47Q OU GH2-opt-R354Q, avec ceux pseudotypés par Guz-opt, dans le contexte des différentes
incubations, nous devions pouvoir mettre en évidence une entrée strictement dépendante
de HER2 pour les virus pseudotypés par les mutants Guz-opt-k47qQ 0U GHz-opt-R354Q, Cette
entrée ne devrait pas étre sensible a la présence de CR2-GST, mais étre inhibée par la

présence d’'HER2 soluble (Figure 35).
Résultats

Nous avons observé que tous les virus pseudotypés par une glycoprotéine capable de
reconnaitre le LDLR (Gwr, Gc11-opt, €t GHz-opt) étaient sensibles a I'inhibition par CR2-GST.
Cependant, cette sensibilité était beaucoup moins importante pour les virus pseudotypés

par Guz-opt, suggérant qu’ils pouvaient utiliser un autre récepteur, probablement HER2.

Tous les virus pseudotypés par une glycoprotéine incapable de reconnaitre le LDLR
(Gka7q et Gr3s4Q Ge11-opt-k47Q €t Ge11-0pt-R354Q €t GH2-opt-K47Q €t GHz-opt-R354Q) €taient insensibles
a l'incubation avec CR2-GST (Figure 36). Néanmoins, ces pseudotypes étaient
globalement peu infectieux, a I'exception notable des virus pseudotypés par Guz-opt-k47Q et
GHz2-opt-R354Q confirmant ces derniers pouvaient utiliser un autre récepteur, probablement

HERZ2.

Dans un second temps, nous avons réalisé une expérience similaire en incubant les
virus pseudotypés avec l'ectodomaine du récepteur HER2. Cette fois-ci, les virus
pseudotypés avec G, Gk47q, Gr3s4, Gei1-opt, Ge11-0pt-k47Q, Ge11-0pt-R354Q NE montraient pas de
différence d’infectiosité, qu’ils aient été incubés ou non avec HER2 (Figure 37). En
revanche, le virus pseudotypé par Guz-opt montrait une diminution significative de son
infectiosité, suggérant qu'’ils utilisaient effectivement le récepteur HER2. Finalement,
nous n’'avons pas observé de différence significative d’infectiosité pour les virus

pseudotypés par Guz-opt-k47Q €t GHz-opt-R354Q.

Ces expériences nous ont permis de formuler I'hypothese que nos glycoprotéines G
chimériques étaient probablement reciblées vers HER2, une hypothése que nous avons

confirmée dans l'article en utilisant une lignée de cellules KO pour ce récepteur.
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Figure 37: Infectiosité des VSV pseudotypés avec les Guz-opy, Grz-opt-ka79 €t Grz-opt-r3549 Apres incubation
avec CR2-GST dans des cellules HEK293T. L'infectiosité est représentée par le logarithme a base 10
de la moyenne des titres viraux. En bleu, est représenté le titre viral des VSV pseudotypés sans
incubation avec CR2-GST. En rouge est représenté le titre viral des VSV pseudotypés incubés avec le
domaine CR2-GST. Les expériences ont été réalisées quatre fois. Les barres d’erreur représentent
Iécart-type de la moyenne. Les différences statistiques sont indiquées par les astérisques (*p<0,05 ;
**p<0,005 ; ***p<0,0005 ; ***p<0,00005).
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Figure 38: Infectiosité des VSV pseudotypés avec les GH2-opt, GH2-opt-K47Q et GH2-opt-R354Q apreés
incubation avec l'ectodomaine de HERZ dans des cellules HEK293T. L'infectiosité est représentée par
le logarithme a base 10 de la moyenne des titres viraux. En bleu, est représenté le titre viral des VSV
pseudotypés sans incubation. En vert, est représenté le titre viral des VSV pseudotypés incubés avec
I'ectodomaine de HERZ. Les expériences ont été réalisées quatre fois. Les barres d’erreur représentent
I’écart-type de la moyenne. Les différences statistiques sont indiquées par les astérisques (*p<0,05 ;
**p<0,005 ; ***p<0,0005 ; ****p<0,00005).
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[I1.2. Les lentivirus pseudotypés avec Guz-opt-k47q et GH2-0pt-R354Q SONt

reciblés vers HER2 dans des cellules HAP-1 HER2+
Principe de I'expérience

Dans I'article, nous avons mis en évidence une infectiosité réduite des VSV et lentivirus
pseudotypés avec les constructiosn Guz-opt-k47Q, GHz-opt-R354Q, GH3-0pt-K47Q, GH3-0pt-R354Q, GH4-

opt-k47Q, OU GH4-opt-R354Q dans les HEK293T-HER2KO par rapport aux cellules HEK293T.

Ces résultats suggéraient un reciblage efficace de G vers HERZ. Pour valider cette
hypothese, nous avons utilisé des cellules HAP-1, qui n’expriment pas naturellement
HERZ2. A partir de cette lignée, nous avons généré une lignée de cellules HAP-1 exprimant

le récepteur HER2 en les transduisant avec un lentivirus codant pour le géne ErbB2.
Résultats

L’expression du récepteur HER2 dans ces cellules HAP-1HER2+ 3 été validée par

immunoblot et par cytométrie en flux (Figure 38 A et B).

Nous avons ensuite comparé l'infection de lentivirus pseudotypés avec Guz-opt-k47q ou

GHz-opt-R354Q dans les cellules HAP-1HERZ* et dans la lignée HAP-1 parentale.

Nous avons observé une diminution significative de l'infectiosité des lentivirus
pseudotypés avec Gka7q et Grss4q d’environ un facteur 65 (1,8 Logio) dans les deux types
cellulaires, comparé a Gwr (Figure 38 C). Bien que Gnz-opt puisse pseudotyper les lentivirus,
son efficacité restait inférieure a celle de Gwr. L’infectiosité des lentivirus pseudotypés par
GHz-opt-K47Q €t GHz-opt-R354Q était encore plus réduite, par rapport a Gwr (~ 2,1 L0g1o) et G-

opt (~ 1,1 Log1o) dans les cellules HAP-1.

Finalement, dans les cellules HAP-1"ER2* nous avons observé une augmentation de
I’infectiosité d'un peu plus d’un facteur 10 (~ 1,07 Logio) pour les lentivirus pseudotypés par

GHz-opt-k47qQ et GHz-opt-R354Q, restaurant ainsi I’infectiosité au niveau de Grz-opt.
p p p

Ces résultats confirment le reciblage de G vers HER2 dans un autre type cellulaire

n’exprimant pas HER2 naturellement.
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Figure 39: Reciblage des lentivirus pseudotypés avec Guz-opr-ka7q €t Grz-op-r354q vers les cellules HAP-
1HER2+, A, Taux d’expression du récepteur HERZ et de la tubuline dans des cellules HAP-1 sauvages et
HAP-1HER2+ détecté par immunoblot. B. Expression du récepteur HERZ a la surface des cellules HAP-
1HERZ+ gnalysée par cytométrie. SSC-A: Side Scatter (granulosité cellulaire). FITC-A: cellules
marquées par l'anti-HER2. C. Infectiosité des lentivirus pseudotypés avec les G indiqués dans les
cellules HAP-1 et HAP-1HER2+, |’infectiosité est représentée par le logarithme a base 10 de la moyenne
des titres viraux. En bleu clair, est représentée l'infectiosité des lentivirus pseudotypés dans les
cellules HAP-1 sauvages, et en bleu foncé dans les cellules HAP-1HER?+, Les expériences ont été
réalisées six fois. Les barres d’erreur représentent 'erreur standard de la moyenne. Les différences
statistiques sont indiquées par les astérisques (*p<0,05 ; **p<0,005 ;***p<0,0005).
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[V. Matériel et méthodes

Cellules

Les cellules HEK293T (cellules humaines embryonnaires de reins transformées par
I'antigéne T du virus simien (SV40T) ; ATCC #CRL-3216) ont été cultivées dans du milieu
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco-Life Technologies) complété par
10% de de sérum de veau feetal (SVF) et 100 unités/ml de Pénicilline et 100 unités/ml de
Streptomycine (P/S). La lignée parentale HAP-1 (Horizon Discovery #C631) a été cultivée
dans du milieu IMDM (Iscove’s Modification from DMEM) complété par 10% de SVF et

100 unités/ml de Pénicilline et 100 unités/ml de Streptomycine.
Plasmides et clonage

La séquence du nanobody H2 dirigé contre HER2 a été commandée chez Eurofins
genomics (NBCI : MP600344). Le plasmide pCAGGS codant pour le géne de VSV G (souche
Indiana Mudd-Summer) a été utilisé pour construire les différents plasmides comprenant
les protéines chimériques et les mutations. Pour cela des fragments chevauchants ont été
amplifiés par PCR. Les produits de PCR et le plasmide (linéarisé par EcoRI) sont assemblés

en utilisant le Kit d’assemblage Gibson (NEB Builder) de chez New England Biolab.
Anticorps

L’anticorps primaire anti-HER2 (MA512759, dilution 1/200) provient de chez
Invitrogen et a été utilisé pour 'analyse par cytométrie en flux. L’anticorps primaire anti-
HER2 (MA513105, dilution 1/200) provient de chez Invitrogen et a été utilisé pour

’analyse par immunoblot.

L’anticorps secondaire goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (dilution 1/1000) provient
de chez Molecular Probes et a été utilisé pour I'analyse par cytométrie en flux. L’anticorps
secondaire (dilution 1/5000) couplé a la I’horseradish peroxidase (HRP) provient de chez
Merck et a été utilisé pour I’analyse par immunoblot (anticorps secondaire anti-souris IgG,

HRP).
Lignée stable HAP-1 HER2+

Des cellules HAP-1 a 80% de confluence ont été transduite avec un vecteur lentiviral
codant pour le géne ErbB2 (NP_004439.2) a différentes multiplicités d’infection (MOI :1,

3, 5 et 10). 72 heures apres la transduction, les cellules ont été soumises a une sélection
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en ajoutant 10mg/ml de Néomycine (Merck #N1142-20ML) pendant 3 jours dans le
milieu. Le milieu a été changé tous les 2 jours. Apres sélection, les cellules exprimant HER2
ont été marquées avec un anticorps anti-HER2 (dilution 1/200 #MA512759) et les
cellules positives pour HER2 ont été isolées par cytométrie en flux pour isoler une
population enrichie. Le tri a été réalisé sur un cytometre en flux MoFlo Astrios EQ sorter
(Beckman-Coulter). L’expression de HER2 dans les cellules HAP-1 a été vérifiée par

immunoblot.
Production du domaine CR2-GST soluble

Le domaine CR2-GST a été produit dans des bactéries C41 apres induction par 1mM
d’'IPTG pendant 3h a 37°C sous agitation. Les cultures ont été centrifugées pendant 8 min
a 7000 rpm. Le culot a ensuite été resuspendu dans un tampon 500mM NacCl, 20mM Tris-
HCI pH 8, 2 mM CaCl2, 2ZmM EDTA, puis incubé sur glace pendant 20min. Ensuite, 2 % p/v
de Sarkozyl et 10mM de DTT ont été ajoutés avant sonication. Le lysat a été clarifié par
centrifugation pendant 25 min a 20 000 g. Aux surnageants ont été ajouté 3 % v/v de
Triton X-100 et de la résine GST, puis le mélange a été incubé pendant 2 h sous agitation.
Apres centrifugation pendant 6 min a 1500 g, CR2-GST est élué par un tampon 200mM
NaCl, 20m M Tris-HCl pH 8, 2 mM CaCl2 et 20 mM Glutathion. Les domaines ont ensuite
été purifiés par gel filtration et élués dans un tampon 200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH
8, 2 mM CacCl2.

Production des VSVAG-GFP pseudotypés

Des cellules HEK293T a 80% de confluence dans une plaque 6 puits ont été
transfectées avec les différents plasmides codant les constructions chimériques en
utilisant la méthode du phosphate de calcium. La transfection a été réalisée en utilisant 8
pg de plasmide. Apres 24h de transfection, les cellules sont infectées avec du VSVAG-
GFP/G (i.e. avec la glycoprotéine de VSV sauvage en trans). L'infection a été réalisée a une
MOI de 3. Apreés 1h d’adsorption, 1ml de DMEM supplémenté avec 10% de SVF, 1%
pénicilline/ streptomycine (P/S) a été ajouté. Apres 2 h d’infection, les cellules sont
rincées deux fois avec du DMEM pour éliminer les virus non liés, puis 2 ml de DMEM
supplémenté avec 10% SVF, 1% P/S sont ajoutés. Les virus pseudotypés ont été récoltés
apres 16 h d’infection. Le surnagent est clarifié par centrifugation pendant 15 min a 2500

rpm a 4°C pour éliminer les débris cellulaires.
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Les virus sont concentrés par ultracentrifugation ou directement utilisés pour les

expériences de titration. Les aliquotes sont stockées a -80°C pour des usages ultérieurs.
Production des lentivirus pseudotypés

Des cellules HEK293T a 80% de confluence ont été co-transfectées avec trois
plasmides : Le plasmide pCAGGS codant soit pour Gwr soit pour une G chimérique Le
plasmide psPAX2 (Addgene #12260) codant pour les protéines Gag et Pol du HIV-1
nécessaire pour 'encapsidation, et un troisieme plasmide pHIV-eGFP (Addgene #21373)
codant I'’eGFP utilisé comme marqueur de transduction. La transfection est réalisée en
utilisant du PEIMAx (Polyscience) a une concentration de 1mg/ml. Aprés 18h
d’incubation, le milieu de culture a été remplacé par du DMEM supplémenté par 10%
SVF, 1% P/S. Les virus pseudotypés ont été récoltés 28h apres changement du milieu,
puis clarifiés par centrifugation a 4°C a 2500 rpm pendant 15min pour éliminer les
débris. Les surnageants contenant les particules virales sont ensuite conservés a 4°C

pour les expériences ultérieures.
Titration des virus pseudotypés

Le titre viral des VSVAG-GFP pseudotypés a été déterminé en fonction du pourcentage
de cellules exprimant la GFP, mesuré par cytométrie en flux. Des HEK293T ont été
infectées par différentes dilutions virales (Non dilué, 1/3 et 1/10). Aprés 16 h

d’incubation, les cellules sont récoltées et analysées.

Le pourcentage de cellules exprimant la GFP est utilisé pour déterminer la MOI en
utilisant I'équation MOI=-In[p(0)], ou p(0) est la proportion des cellules non infectées. La
MOI représente le nombre moyen virus moyen infectant une cellule et permet d’estimer

le titre viral en fonction de la dilution virale.
Compétition avec les protéines solubles

Les VSVAG-GFP pseudotypés ont été incubés avec divers ligands solubles pour évaluer
leur effet compétitif lors de l'infection. Les virus ont ainsi été incubés avec 5um de CR2-
GST, ou avec 50 nm de I'ectodomaine de HER2 (Sino biological # 10004-HO8H), soit avec
du DMEM sans sérum comme controle négatif. Apres 20 minutes d’incubation a 37°C, les
cellules HEK293T ont été infectées avec les virus pseudotypés dans chaque condition. Les

cellules ont ensuite été incubées durant 1 heure a température ambiante pour permettre
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I'adsorption des particules virales. Le surnageant a été retiré puis remplacé par du DMEM
complété avec 10% SVF et 1% P/S. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 16h a
37°C. Les cellules ont été récoltées en utilisant une solution de PBS contenant 2% de SVF.
Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux afin de mesurer I'infection

via I'expression de la GFP.
Analyse par immunoblot de I'expression de HERZ dans les cellules HAP-1

Les cellules HAP-1 et HAP-1 surexprimant HER2 (HAP-1 HER2+) ont été centrifugées
pendant 10min a 2500 rpm a 4°C. le culot cellulaire a ensuite été re suspendu dans du
tampon RIPA (Tris-HCL 25mM pH 8.8, NaCl 50mM, 0,5% Nonidep P-40, 0,1% SDS)
supplémenté par du cocktail d’'inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostic #11-836-170-
001) avant d’étre incubé sur glace pendant 30min. Les lysats cellulaires ont ensuite été

centrifugées pendant 2 min a 10 000 rpm a 4 °C pour éliminer les débris cellulaires.

Le surnageant contenant les protéines solubles a été récupéré et les protéines
dénaturées en ajoutant du tampon de Laemmli suivit d’'une incubation a 95°C pendant 7

minutes.

Les protéines ont ensuite été séparées par électrophorese sur gel SDS-PAGE 12%, puis
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été bloquées avec
une solution de TBS-5% lait écrémé et 0,1% Tween 20 pendant 45 min a 4°C. Apres
blocage, les membranes ont été incubées sur la nuit avec un anticorps primaire anti-HER2.
Le lendemain, elles ont été rincées plusieurs fois avec du TBS, 0,1% Tween 20, puis
incubées 1h avec I'anticorps secondaire conjugué a la HRP. Apres lavage, les membranes
ont été scannées a l’aide d’'un appareil Odyssey (LI-COR, Lincoln) pour détecter les signaux

des protéines marquées.
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. Optimisation de glycoprotéines chimériques

La fusion du nanobody C11 a l'extrémité amino-terminale de G est délétere pour le
repliement de G et pour sa fonctionnalité. Elle affecte son transport a la membrane de la
cellule et sa capacité a pseudotyper VSVAG-GFP. La construction du virus rVSV-Gci1 a
permis, par évolution expérimentale, de sélectionner deux mutations d’optimisation dans
G : H22N et S422I. Ces mutations ont permis une amélioration du transport de la
glycoprotéine chimérique Gci1-opt, sa meilleure incorporation dans les particules virales et

une plus grande efficacité a pseudotyper VSVAG-GFP.

La mutation S422I avait déja été identifiée lors de précédents travaux dans I'équipe
(Beilstein et al.,, 2020). L’étude portait sur 'identification de résidus histidine jouant le
réle d’interrupteurs sensibles au pH dans la transition structurale de la forme pré-fusion
vers la forme post-fusion. La mutation de l'histidine 407 en alanine (H407A) s’était
révélée délétere et avait permis la sélection de deux mutations compensatoires, dont la
mutation S422I. La présence d’'un résidu hydrophobe a cette position semblait pouvoir
stabiliser la forme pré-fusion. L’isoleucine étant le seul résidu hydrophobe pouvant étre
obtenu par la mutation d’un seul nucléotide, la G a été mutée au niveau des résidus 422
en différents résidus hydrophobes (phénylalanine, leucine, méthionine et valine), afin de
valider cette hypothese. Les différentes G mutées ont montré une bonne capacité a
pseudotyper VSVAG-GFP. Ces résultats ont confirmé l'importance d'un résidu
hydrophobe en position 422. En revanche, nous n’avons pas d’explication moléculaire

pour la seconde mutation H22N.

Afin de valider l'universalité de ces mutations d’optimisation, nous avons testé la
capacité de 11 constructions de glycoprotéines chimériques fusionnées a différents
nanobodies (dirigés contre le récepteur HER2, la protéine mCherry, Mucl et CEACAM) a
pseudotyper VSVAG-GFP dans le contexte d'une séquence de G optimisée et non
optimisée. Le couple de mutation H22N et S4221 a permis d’optimiser la chimeére pour la
plupart des constructions (9 nanobodies sur 11), avec une moyenne géométrique d’'un
facteur 11 par rapport aux constructions non optimisées. Ceci a démontré I'intérét général

des mutations d’optimisation sélectionnées.

Au cours de ce travail, nous avons testé essentiellement des nanobodies dirigés contre

HER2. En effet, de nombreux nanobodies dirigés contre le récepteur HERZ sont
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disponibles, puisqu'’il s’agit d’'une cible d’'intérét thérapeutique tres étudiée. I[déalement,
nous aurions souhaité pouvoir tester des nanobodies contre d’autres antigenes. Il n’a

toutefois pas été possible de s’en procurer.

Nous avons donc montré qu’il est possible de fusionner un nanobody a l'extrémité
amino-terminale de G. Cependant, d’autres positions d’insertion sont envisageables. Un
certain nombre de boucles exposées a la surface de G au niveau des résidus 190, 192, 200,
246, 349, 364 et 376 pourraient constituer des sites d’insertion alternatifs (Figure 39).
Néanmoins, I'insertion du nanobody C11 en ces différents sites a conduit a I'obtention de
glycoprotéines chimériques dont le transport a la membrane est tres affecté. Une
amélioration de ces constructions par évolution expérimentale pourrait étre envisagée,

ce qui permettrait probablement d’identifier d’autres mutations d’optimisation.

200 192

A B

1 190 192 200 246 349 364 376 446 466 495
SP ™ IV

Ectodomaine

Figure 40: Positions d'insertion identifiées dans G. A. Représentation schématique de VSV G et des
positions d’insertion possibles de nanobodies en amino-terminal ou sur des boucles exposées a la
surface de G. B. Structure cristallographique de G. Les résidus sont représentés par des spheres de
couleur. Les positions d'insertion sont notées en rouge.
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II. Modification du tropisme de G

Nous avons établi la preuve de concept qu'il était possible de modifier le tropisme de
G et de la recibler vers le récepteur HER2. Les tests d’infectiosités des VSVAG-GFP et
lentivirus pseudotypés par Gun-opt-k47Q €t Gun-opt-R354Qq Oont montré une diminution
d’infectiosité dans les cellules HEK293T-HER2KO d’environ un Logio confirmant I'entrée
par HER2 dans les HEK293T. De la méme maniere, nous avons observé une augmentation
de l'infectiosité des lentivirus pseudotypés par Guz-opt-k47qQ €t Guz-opt-r354Q dans les HAP-
1HER2+ par rapport aux HAP-1. Les lentivirus pseudotypés par Gun-opt-k47Q €t GHn-opt-R354Q Ont
aussi montré une bonne infectiosité dans un modele de cellules cancéreuses du sein, les
SKBR3. Par la suite il serait intéressant de réaliser des tests d’infectiosité dans des souris
dans lesquelles seraient implantées des tumeurs HER2+, afin de vérifier le reciblage vers

HER?2 en conditions in vivo.

Dans la suite de I'article, nous avons montré une infection préférentielle des VSVAG-
GFP pseudotypés par Gun-opt-k47Q €t Gan-opt-R354Q des cellules HEK293T dans un mélange de
cellules a 50% HER2+ (HEK293T) et 50% HER2- (HEK293T-HER2KO) d’un facteur
compris entre 2,23 (GHi-opt-k47Q) €t 5,18 (GHs-opt-k47q). Ceci indique que la spécificité vers le
récepteur HER2 n’est pas encore parfaite puisque quelques cellules HEK293T-HER2KO
sont quand méme infectées. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette observation.
La premieére est que les cellules HEK293T pourraient utiliser des mécanismes de
macropinocytose/phagocytose non spécifiques. Une seconde est que des récepteurs

distincts du LDL-R et restant a identifier existeraient a la surface des HEK293T.

D’autres articles ont décrit I'utilisation, dans un systeme bipartite, de la G mutée sur
les résidus K47 et R354 et associée a une seconde protéine transmembranaire
permettant le ciblage, pouvant étre des CMH chargés avec des peptides (Guo and Elledge,
2022), des scFv (Dobson et al, 2022; Yu et al, 2022; Hamilton et al, 2023), des
interleukines (Dobson et al.,, 2022) ou encore des anticorps (Strebinger et al., 2023),
chacun montrant un ciblage spécifique de 'antigene cible (cf. Partie 1.V.3.). Dans leur
étude Dobson et al. (2022), ont montré la versatilité du systeme en ciblant spécifiquement
différents antigenes (IL-13Ral (en Anglais: interleukin 13 receptor subunit alpha 1),
CD19) via des lentivirus pseudotypés. Les virus pseudotypés et dirigés contre IL-13Ral,
via l'interleukine-13, infectaient préférentiellement les cellules IL-13Ral+ avec un
facteur de 200 par rapport aux cellules IL-13Ral-. Leurs résultats montrent donc un
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indice de spécificité supérieur a celui que nous avons obtenu (facteur 2,23 a 5,18 par
rapport a un facteur d’environ 200). Toutefois, il convient de souligner que Dobson et al.
(2022) ont utilisé une approche différente de la notre, puisque leur modele cellulaire
sauvage n’est pas du tout infectable initialement, contrairement a notre modele, les

cellules HEK293T que nous avons utilisées.

Dans notre cas, il pourrait étre intéressant de réaliser des tests de spécificité de
I'infectiosité en utilisant des lentivirus pseudotypés par les glycoprotéines chimériques
GHn-opt-k47Q €t GHn-optR354Q, dans un mélange de cellules HAP-1 (lignée parentale

n’exprimant pas HER2) et HAP-1HER2+,
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[II. Choix de la cible HER2

Nous avons choisi de cibler le récepteur HER2, qui présente un intérét thérapeutique
en thérapie anti-cancéreuse de par sa surexpression dans certains types de cancers (sein
et ovariens). Ce récepteur présente plusieurs avantages : il est largement décrit dans la
littérature, et nous avons pu disposer de plusieurs nanobodies dirigé contre HER2, ainsi
que de modeles cellulaires l'exprimant (HEK293T et SKBR3). Il s’agissait donc d'un
modeéle propice qui nous a permis d’établir la preuve de concept du reciblage de la G vers

HER2.

Cependant, 'une des limites au ciblage de ce récepteur est que bien qu'’il soit
surexprimé dans des cellules cancéreuses, il est tout de méme exprimé dans de nombreux
types cellulaires (cellules rénales, pulmonaires, du colon, intestinales...), ce qui peut poser
probléme en termes de spécificité dans le cas de délivrance in situ, mais moins dans le cas

d’'une administration locale stéréotaxique.

Dans ce travail de thése, nous avons uniquement travaillé avec des virus pseudotypés
et non avec des virus recombinants afin d’éviter les gains de fonction. Il s’agit également
de la raison pour laquelle le virus recombinant r-VSV-Gci1 a été construit avec un
nanobody dirigé contre la protéine mCherry. En effet, produire un virus ayant la capacité
de reconnaissance d'un autre récepteur peut s’avérer risqué, car cela entraine
I'acquisition d’'une nouvelle spécificité qui ne peut étre obtenue par des mutations
simples. La construction de VSV recombinants ciblant HER2 pourrait tout de méme
constituer une piste prometteuse pour le développement d’oncovirothérapie, puisque
cela offrirait alors une alternative ou un complément aux chimiothérapies utilisées
actuellement pour le traitement des patients. La construction de tels virus nécessiterait
un certain nombre de précautions et impliquerait de travailler dans un environnement
avec un niveau de sécurité adéquat, en laboratoire p3 au lieu de p2 comme nous l'avons

fait.

La question des conditions de traitement des patients se pose également, puisque les
virus seraient réplicatifs et potentiellement transmissibles. On peut bien sir s’interroger
sur la persistance virale aprées un éventuel traitement par un VSV recombinant chez des

patients immunodéprimés a cause de leurs autres traitements.
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Le choix de construire un VSV recombinant dirigé contre HER2 a néanmoins été fait
dans I'étude de Gao et al. (2023), avec une G mutée en K47Q et R354Q dont I'extrémité

amino-terminale est fusionnée a un scFv dirigé contre HER2.

Bien qu'ils aient confirmé un reciblage vers HER2, en observant une diminution de
I'infectiosité des VSV recombinants (environ 1,5 logarithme) dans les cellules n’exprimant
pas HER2 par rapport a celles exprimant HER2, les titres viraux obtenus dans les cellules
HER2- restent tout de méme assez élevés (environ 5.10¢ particules infectieuses par ml).
De plus, les courbes de croissance dans les deux types cellulaires montrent une
augmentation du titre viral au cours du temps dans les cellules HER2-, atteignant le titre
viral obtenu dans les cellules HER2+ (96 heures post infection) Ceci montre également la

nécessité d’améliorer la spécificité de ce virus.

Dans cette étude, un test d’'inhibition de 'infection des virus recombinants via un
anticorps anti-ErbB2 (Herceptin/Trastuzumab) a montré une diminution du titre viral
dans les cellules HER2+ et donnant ainsi une piste dans le cas de persistance virale chez

des patients.
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IV. Autres possibilités de reciblage de G

Au-dela de HERZ, notre étude ouvre la possibilité de cibler différents récepteurs en
fusionnant a I'extrémité amino-terminale de G des nanobodies dirigés contre d’autres
cibles. Par ailleurs, il y a de nombreux autres ligands qui peuvent étre fusionnés a G tels
que les scFv, les affibodies, les DARPins, les aRep. Il n’est toutefois pas certain que les
mutations d’optimisation que nous avons sélectionnées pour les nanobodies soient

efficaces pour d’autres ligands.

La liaison a HER2 permettant l'infection, les virus pseudotypés sont donc bien
endocytés. Bien que le mécanisme d’internalisation de HER2 ne soit pas clairement
identifié, il est suggéré que son endocytose ait lieu, dans certains cas, via une voie clathrine
dépendante (Austin et al., 2005; Cortese et al., 2013; Wymant et al., 2020), comme pour
VSV. 1l existe diverses autres voies d’endocytoses des récepteurs dans les cellules (médiée
par la clathrine, médiée par la cavéoline ou indépendantes de la clathrine/cavéoline)
(Conner and Schmid, 2003), qui seraient a prendre en compte dans le reciblage vers
d’autres récepteurs d’'intérét. Par exemple, il serait important de confirmer que le
récepteur et les virus pseudotypés, par une G chimérique reconnaissant des récepteurs
utilisant ces autres voies, sont bien internalisés et fusionnent bien avec une membrane
cellulaire. Enfin, certains marqueurs de cellules tumorales ne sont pas endocytés, ce qui

pose probléme pour ce type d’approche.

La modification du tropisme de G permet aussi de cibler des cellules qui ne peuvent
pas I'étre avec une G sauvage, telles que celles de la lignée hématopoiétique. Si ce ciblage
se fait in vitro, il n'est méme pas utile d’introduire les mutations éliminant la

reconnaissance du récepteur.

Un autre aspect important est que les G chimériques peuvent étre exposées a la surface
de différents vecteurs : vecteurs viraux (pseudotypes VSV et lentivirus), cellules CAR-T et
liposomes. Cela permet de développer différentes thérapies, allant des modifications de
cellules directement chez le patient, par exemple soit pour modifier des lymphocytes T
soit pour de la thérapie génique, a la délivrance de molécules directement dans les cellules

cibles, par exemple pour des traitements anti-cancéreux.

Une autre utilisation déja abordée est le reciblage de virus oncolytiques, notamment

VSV. Cette approche cible spécifiquement les cellules tumorales, ce qui permet d’'une part
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la lyse des cellules via la capacité oncolytique du virus et d’autre part une activation des

cellules du systeme immunitaire.

Le déclenchement d’une réponse du systéeme immunitaire peut toutefois étre un frein
a l'utilisation de VSV en oncovirothérapie, puisque certains composants du sérum
peuvent le neutraliser (Mills, Beebe and Cooper, 1979). Sa glycoprotéine est également la
cible d’anticorps neutralisants, ce qui pose probléme dans le cas de thérapies nécessitant

plusieurs injections, tel que pour les thérapies par cellules CAR-T.

Pour résumer, nous avons mis en place un outil modulaire pouvant étre utilisé a la
surface de différents vecteurs. Les résultats que nous avons obtenus ouvrent la voie au

développement de nouvelles thérapies personnalisées délivrées in vivo.
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Modification du tropisme de la glycoprotéine du
virus de la stomatite vésiculaire : ciblage de
recepteurs d'intérét

Résumé

Le transfert d'un cargo, contenu dans une vésicule, vers des cellules d'intérét reste un
défi pour les thérapies ciblées. Les glycoprotéines virales, se liant a un récepteur
cellulaire et induisant la fusion membranaire, constituent des outils prometteurs pour
ce type d'approche. La glycoprotéine G du VSV est la glycoprotéine virale la plus utilisée
pour pseudotyper des lentivirus en thérapie génique. Néanmoins, il y a des limites a
I'utilisation de G : les récepteurs de G (membres de la famille du LDLR) sont ubiquitaires
et présents a la surface de cellules non cibles.

Les travaux de I'équipe sur la structure du complexe VSVG/LDLR avaient identifié des
mutants de G ne liant plus le LDLR mais conservant leur activité de fusion. Ce
découplage entre reconnaissance du récepteur et fusion ouvrait la possibilité de
recibler spécifiquement la glycoprotéine vers des récepteurs d'intérét.

Nous avons construit une glycoprotéine chimérique en fusion avec un nanobody
dirigé contre la mCherry en position amino-terminale de G. L'insertion de ce
nanobody dans G est délétere. Par évolution expérimentale, nous avons identifié deux
mutations dans G améliorant le repliement de la chimére. Ces mutations favorisent le
repliement des G chimériques, quel que soit le nanobody inséré en position amino-
terminale. Les virus pseudotypés (VSV et lentivirus) avec ces G chimériques ont un titre
10 fois plus élevé lorsque les mutations d'optimisations sont présentes.

Nous avons ensuite construit des glycoprotéines chimériques avec plusieurs
nanobodies ciblant le récepteur HER2. Dans ces glycoprotéines, nous avons introduit
les mutations abolissant la reconnaissance des récepteurs naturels de G. Les virus
pseudotypés par ces glycoprotéines n'infectent plus que des cellules exprimant le
récepteur HER2.

Nous avons donc identifié des mutations de G permettant de conférer un nouveau
tropisme a G par insertion amino-terminale de nanobodies. Ceci ouvre la voie a des
thérapies ciblées personnalisées.

Mots clés : Glycoprotéine, virus de la stomatite vésiculaire, cellules tumorales, ciblage, nanobody



