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(b/) PEI : polyéthyleimine (branchée/linéaire)

(NAAV : virus (recombinant) associés aux adénovirus

(r)Ad : adénovirus (recombinants)

(r)LV :lentivirus recombinant

2'-O-me : 2’-O-methyl

2'-O-MEO : 2’-O-methoxyethyl

5-FC : 5-fluorocytosine

6-FAM : 6-carboxyfluorescéine

AAV2-hAADC-2 : associated adenovirus-human dopa decarboxylase
ABCA4 : ATP binding cassette subfamily A member 4

ABCD1 : ATP binding cassette subfamily D member 1

ABE : adenosine base editor

ADA : adénosine désaminase

ADA-SCID : déficit immunitaire combiné sévere par déficit en adénosine désaminase
ADN : acide désoxynucléique

ADNCc : acide désoxynucléique codant

APC : cellule présentatrice d'antigéne

ARN : acide désoxyribonucléoique

ARNmM : acide désoxyribonucléique messager

ARSA : arylsulfatase A

ASO : oligonucléotide antisens

ATP : adénosine triphosphate

CAR-T : lymphocytes T exprimant un récepteur chimérique d'antigéne
CBE : cytosine base editor

CCR5 : C-C motif chemokine receptor 5

CFBE : cystic fibrosis bronchial epithelial

CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CMV : human cytomegalovirus

COL7AA1 : collagen type VIl a 1 chain

complexe RISC : RNA-induced silencing complex
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CPI : cyclopropapyrroindole

CRISPR/Cas9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Caspase 9
C-ter : extrémité C-terminale

CTP : cytidine triphosphate

CYBB : cytochrome b-245 beta chain

DC-Chol/DOPE : DC-Cholesterol/Dioleoyl Phosphatidylethanolamine
DDC : dopa decarboxylase

DGC : dystrophin glycoprotein complex

DHC : chaine lourde de la dynéine

DIC : chaine intermédiaire de la dynéine

DLC : chaine Iégeére de la dynéine

DLIC : chaine légére intermédiare de la dyénine

D-Lin-MC3-DMA : dilinoleylmethyl-4-dimethylaminobutyrate

DLS : diffusion light scattering

DMD :dystrophie musculaire de Duchenne

DMG-PEG : 1,2-Dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol

DMPE-PEG 5000 : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[amino(polyethylene glycol)-5000]

DOPC : L-a-dioleoyl phosphatidyl choline
DOPE : di-oleoyl phosphatidyl ethanolamine [L-a-di-oleoyl phosphatidyl ethanolamine

DOSPA : 2,3-dioleyloxy-N-[2-(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl -1-
propanaminium trifluoroacetate

DOTAP : 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane
DOTMA : 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium propane

DPim : 1,2-di-palmitoyl-deoxyglycerol (4-(2,3-bis-palmitoyloxy-propyl)-1-methyl-1H-
imidazole

DSP : 3,3-Dithio- bis-(sulfosuccinimidyl)propionate
DTS : séquence ADN de ciblage nucléaire

DYS : dystrophine

EDL : extenseur long des doigts

EDMPC : p-ethyl-dimyristoylphosphadityl choline
EMA : agence européenne de meédecine

ESE : exonic splicing enhancers
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FDA : food and drug administration

FIP-1 : fourteen interacting protein 1

FISH :hybridation in situ en fluorescence

GAG : glycoaminoglycanes

GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GRE : éléments de réponse aux glucocorticoides

HEX A/B : hexosaminidase subunit o/

HLV : hydrodynamic limb vein

HR : recombinaison homologue

HSV-tk/GCV : thymidine kinase du virus herpes simplex de type-1/ganciclovir
IL2RG : interleukin 2 receptor subunit gamma

INM : membrane nucléaire interne

K+ : ions potassium

LAMB3 : laminin subunit 3 3

LNA : locked nucleic acid

LTR : séquence terminale longue répétée

Luc : luciférase

MAP : protéine associée aux microtubules

MIARN : microARN

MT-ATPG6 : mitochondrially encoded ATP synthase 6
MT-CO 1/3 : mitochondrially encoded cytochrome c oxidase /1l
MT-CYB : mitochondrially encoded cytochrome b
MTM1 : myotubularine 1

MT-ND 1/2/4/5 : NADH dehydrogenase subunit 1/2/4/5
MTOC : centre organisateur des microtubules

NAGLU : N-acetyl-a-glucosaminidase

nCas9 : nickase Caspase 9

NGF : nerve growth factor

NHEJ : jonction d'extrémités non homologues

NLS : signal de localisation nucléaire

NNOS : neural nitric oxide synthase

NPC : complexe nucléoprotéique
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N-ter : extrémité N-terminale

ONM : membrane nucléaire externe

OTC : ornithine transcarbamylase

PAM : protospacer adajacent motif

PEG : polyéthyléne glycol

pegRNA : prime editing guide RNA

peptide cyclo RGD : peptide arginine-glycine-aspartate cyclique

PIC : complexe de préintégration

PLGA : Poly Lactic-co-Glycolic Acid

PMO : morpholino phosphoroamidate

PNA : peptide nucleic acid

PS : phosphorothioates

RE : réticulum endoplasmique

rFIV-GP64 : recombinant feline immunodeficiency virus-glycoprotein GP64
RLU : unité relative de lumiére

RMN : résonance magnétique nucléaire

RPEGS : retinoid isomerohydrolase RPEGS

rSIV.F/HN : recombinant Sendai virus - F and HN glycoproteins

Serca2 : ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 2
siARN : small interfering ARN

SIN lentivirus : self-inactivating lentivirus

SIN-COL7A1 : self-inactivating lentivirus - collagen type VII a 1 chain

site TH : site triple hélice

SMCC : succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
SMN1/2 : survival of motor neuron 1/2

SRF : serum response factor

TALEN : Transcription activator-like effector nuclease

TCTEL1 : Dynein light chain Tctex-type 1

TFO : oligonucléotide capable de former une triple hélice

TFPAM-6 : N-(4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzyl)-6-maleimidylhexanamide
TRAIL : human tumor necrosis factor alpha-related apoptosis-inducing ligand
UGTA : UDP-1 peptide glycosyltransferase A1
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UTP : uridine triphosphate

VIH : virus de l'immunodéficience humaine

WAS : Wiskott-Aldrich syndrome

X-SCID : immunodéficience sévere liée a au chromosome X

ZFN : nucléase a doigt de zinc

15



Le transfert de gene est 'une des stratégies utilisées en thérapie génique notamment
dans le cadre de pathologies monogéniques afin de restaurer I'expression d’'une protéine.
Depuis I'an 2000, les succeés en thérapie génique se multiplient et de plus en plus de
medicaments apparaissent sur le marché international. Les génes thérapeutiques sont
transportés dans les cellules a l'aide de vecteurs viraux. Ces virus recombinants
correspondent a des particules virales non réplicatives capables de franchir les barriéres
cellulaires et de délivrer le matériel génétique dans le noyau des cellules de maniére
efficace. Cependant, la taille des transgénes capable d’étre insérés dans ces vecteurs
est limitée, ce qui restreint leur utilisation lorsque le géne a introduire est de grande taille
comme c’est le cas pour des pathologies comme la dystrophie musculaire de Duchenne
ou la mucoviscidose. D’autre part leur colt de production demeure tres élevé et leur
immunogénicité reste présente. Aussi, des recherches sur des vecteurs synthétiques
sont effectuées par de nombreux laboratoires. Ces vecteurs sont des polymeéres
cationiques ou des lipides cationiques avec lesquels 'immunogénicité est faible et la taille
du transgeéne n’est pas un facteur limitant. Cependant, les applications cliniques de ce
type de vecteur sont limitées par leur faible efficacité de transfection comparée a celle
des virus, notamment due a leur difficulté a franchir les barriéres cellulaires (i.e.

membrane plasmique, endosome, cytosol et enveloppe nucléaire).

C’est dans ce contexte que j'ai réalisé mon projet de thése. Des études réalisées dans
mon laboratoire d’accueil ont montré l'intérét de trois signaux moléculaires inspirés des

mécanismes d’infection des adénovirus pour augmenter I'efficacité de transfection des
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vecteurs non-viraux. Il s’agit de molécules d’histidines greffées a un polymére cationique
qui facilitent 'échappement endosomal des complexes, et de deux signaux associés
directement a la séquence ADN qui sont le peptide P4 et les séquences 3NF qui facilitent
la migration le long des microtubules et le franchissement de I'enveloppe nucléaire,

respectivement.

L’objectif de mon projet de thése consiste a associer ces signaux a des plasmides

d’intérét pour traiter la dystrophie musculaire de Duchenne et la mucoviscidose.

17



1 Chapitre | : La thérapie génique
1.1 Principe et généralité

Le transfert de génes consiste a introduire une copie fonctionnelle d’'un géne dans
une cellule afin de promouvoir I'expression de la protéine qu’il code. C’est I'un des
aspects de la thérapie génique qui repose sur I'introduction de matériel génétique dans
des cellules, ou des tissus cibles, pour lutter contre une pathologie génétique (héréditaire)
ou acquise (comme les cancers). Ce traitement est autorisé uniquement dans les cellules
somatiques afin d’éviter la transmission a la descendance. En effet, la modification des
cellules germinales par [lintroduction de génes fonctionnels engendrerait des
modifications dans tout I'organisme qui seraient transmises aux générations suivantes.
C’est pourquoi, d’un point de vue éthique et Iégislatif, il est impossible de réaliser de telles

modifications génétiques chez 'lHomme.

1.2 Histoire

La transmission de I'information génétique d’une cellule a une autre a été mise en
évidence par le bactériologiste Frederick Griffith, en 1928 (Griffith, 1928) (figure 1). En
1944, la nature chimique de la substance transformante est identifiée comme étant un
acide désoxyribonucléotide (ADN) par Avery, McCarty et MacLeod (Avery et al., 1944).
Le transport de ’ADN entre cellules devient alors un sujet de recherche majeur afin de
comprendre quels sont les mécanismes mis en jeu. Ainsi, il a été mis en évidence que
les virus ont la capacité de transporter ’ADN entre deux souches bactériennes (Zinder et
Lederberg, 1952) et que les cellules animales subissent des modifications génétiques a

la suite d’'une infection virale (Temin, 1961). Puis, Szybalski a démontré la possibilité de
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corriger des défauts génétiques dans des cellules de mammiféres issues de moelle
épiniere (lignée humaine D98S) par un ADN étranger et que cette nouvelle information

génétique est transmise aux cellules filles (Szybalska et Szybalski, 1962).

A cette époque, les virus étaient des outils attractifs pour délivrer des génes dans
des cellules d’intérét. Les recherches autour de ces outils, ou vecteurs, s’intensifiérent a
tel point que leur application thérapeutique est devenue un nouvel objectif a conditions
de remplacer les génes responsables de leur virulence par des genes thérapeutiques
(Tatum, 1966). La preuve de concept a été réalisée par Rogers et son équipe en 1968

(Rogers et Pfuderer, 1968) (figure 1).

Les premiers espoirs de la thérapie génique naissent dans les années 1990 avec
la restauration des fonctions de I'enzyme adénosine désaminase (ADA) chez deux
patients traités contre 'ADA-SCID, une immunodéficience sévere (figure 1). La méthode
utilisée consistait a prélever des cellules souches hématopoiétiques chez des patients,
puis a les modifier génétiquement ex vivo a laide d’un rétrovirus afin de rétablir
I'expression de I'enzyme, avant de les réinjecter chez les patients (Blaese ef al., 1995).
Les résultats de ce test clinique ont montré que le nombre de cellules T chez un des deux
patients est redevenu normal et que le taux de lymphocytes T circulants exprimant
toujours le transgéne reste stable sur une période d’au moins 5 ans. Cependant, le
traitement enzymatique initialement administré a ces patients a été maintenu aprés leur
greffe, puis progressivement réduit, compliquant ainsi l'interprétation des bénéfices

uniquement liés a la thérapie génique.
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Ce résultat a encouragé le développement de la thérapie génique et les essais
cliniques se sont multipliés. En 1999, la thérapie génique montre ses limites aprés un
essai clinique utilisant un adénovirus pour introduire le géne de [ornithine
transcarbamylase (OTC). L’administration d’une forte dose de ce vecteur viral a
déclenché une réponse immunitaire fatale pour le patient. Cet accident a rappelé les
limites de la thérapie génique et notamment les inconvénients de I'emploi des virus
recombinants pour introduire un géne thérapeutique afin de traiter les patients souffrant
de pathologie génétique. Les recherches tendent alors a développer de nouveaux virus

recombinants et des vecteurs non-viraux qui présenteraient moins de risques.

L’an 2000 a été marqué par le premier succes de la thérapie génique pour le
traitement d’enfants atteints d’'une immunodéficience sévére liée au chromosome X (X-
SCID) par le professeur Alain Fisher et son équipe (figure 1). Ces enfants, surnommés
bébés bulles, étaient porteurs d’'une mutation dans le géne IL2RG qui code la sous-unité
yc d’un récepteur aux cytokines. Cette déficience conduit a une absence totale de
lymphocyte T et de cellule NK responsables de 'immunité innée. En absence de greffe
allogénique de moelle osseuse, les patients atteints par cette pathologie n’ont pas de
défense immunitaire et succombent aux maladies opportunistes. La stratégie utilisée lors
de cet essai clinique repose sur le prélevement de cellules CD34+ prélevées chez les
patients, puis transduites in vitro avec un virus défectueux, le rétrovirus Moloney y-c
(MFG y-c), porteur d’une copie fonctionnelle de la sous-unité yc du récepteur, avant d’étre
réinjectées chez les patients. Le suivi des patients a montré que le nombre de

lymphocytes T augmente a partir de 30 jours pour le patient 1 et a partir de 60 jours pour
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le patient 2. A 150 et 275 jours apreés le traitement, une forte proportion de lymphocytes

T porte toujours le transgéne (Cavazzana-Calvo et al., 2000).

Aujourd’hui, plusieurs produits de thérapie génique a base de vecteurs viraux sont
commercialisés a travers le monde (figure 1). En 2003, la Chine f(t le premier pays a les
autoriser pour le traitement de cancers « téte et cou » (Gendicine™, Sibiono Gene Tech

Puis, en 2012, l'agence européenne de médecine (European Medicine

Co.).
Agency,EMA) autorise I'emploi d’'un produit de thérapie génique en Europe (Glybera,

Amsterdam Molecular Therapeutics).
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Figure 1 : Chronologie des étapes importantes en thérapie génique d’aprés (Wirth et al., 2013).
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1.3 Les différentes stratégies de la thérapie génique

Les recherches concernant I'introduction de matériel génétique dans des cellules
humaines s’intensifient dans le but de mettre au point une stratégie thérapeutique efficace
pour lutter contre les dérégulations du génome et remplacer les traitements
pharmaceutiques souvent a lorigine d’effets secondaires sur le long terme. La
connaissance des grandes étapes de régulation des génes au niveau de la transcription
ou de la traduction a permis de mettre en place diverses méthodes répertoriées selon
leur mode d’action : I'addition de geénes, linhibition ciblée de I'expression génique,
l'induction de I'apoptose, I'édition du génome. Le transfert du matériel génétique peut se
faire de maniere ex vivo (traitement de cellules extraites de I'organisme puis réintroduites)
ou in vivo (injection directe du gene médicament dans I'organisme) grace a des vecteurs

viraux ou des vecteurs synthétiques (figure 2).

EXVIVO INVIVO
Vect . Extraction des Vect .
ecteurs non-viraux cellules ecteurs non-viraux
Introduction du T

()
et \ %}? matériel génétique N

directement dans le patient

, / Cellules S
@ 3 o 2 génétiquement . S
£ modifiées in vitro @ £ &3
- ,
Vecteurs viraux \, Implantation / Vecteurs viraux

des cellules
chezle patient

Liposome O Adénovirus
(;\ Plasmide nu Virus associés aux adénovirus

Figure 2 : Les thérapie génique ex vivo et in vivo. La premiére étape de thérapie génique ex vivo est
I'extraction de cellules a partir du corps du patient, puis les cellules sont modifiées génétiquement par
transfection in vitro par des vecteurs viraux ou non-viraux porteurs de I'acide nucléique thérapeutique.
Ensuite, les cellules positives sont réimplantées chez le patient. En thérapie génique in vivo, I'introduction
du matériel génétique et des vecteurs viraux ou non-viraux se fait directement chez le patient. Figure
adaptée d’apres (Melim et al., 2020).
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1.3.1 Addition de génes
La compensation génique, ou I'addition d’'un géne, est utilisée dans le cas ou le
géne défectueux ne s’exprime pas ou produit une protéine non fonctionnelle. Cette
stratégie correspond a l'insertion d’'un ADNc codant une copie fonctionnelle du géne
défectueux dans le noyau, afin de restaurer I'expression d’'une protéine normale. Ainsi,
I'addition du géne médicament, au génome de la cellule, permet de palier la déficience

du gene endogéne et de rétablir les fonctions cellulaires.

L’addition de génes est également une solution envisagée pour lutter contre
certaines formes de cancers afin d’induire I'apoptose des cellules cancéreuses de
maniére spécifique. En effet, celles-ci sont caractérisées par leur indépendance face aux
signaux régulateurs de leur prolifération, leur capacité a proliférer de maniére excessive
et leur indifférence face aux signaux apoptotiques. Dans ce contexte, la thérapie génique
permet d’introduire un géne « suicide » pour déclencher la mort cellulaire en induisant

'apoptose.

L’induction du mécanisme d’apoptose repose sur la conversion de prodrogues
non-toxiques en molécules cytotoxiques dans des cellules cibles, la tumeur et/ou le
micro-environnement immédiat (Wang et al., 2016; Uludag et al., 2019). Les vecteurs
viraux sont utilisés en thérapie génique des cancers pour introduire le transgene
responsable de I'expression d'une enzyme capable de convertir une prodrogue
administrée en molécule toxique pour les cellules cancéreuses. Les exemples les plus

connus sont ceux de la thymidine kinase du virus de I'herpés simplex de type-1, associee
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au ganciclovir (HSV-tk/GCV) ou de la cytosine désaminase associée au 5-fluorocytosine
(5-FC). Chacune de ces enzymes convertit son substrat en produit intermédiaire qui est
pris en charge par les enzymes endogenes pour le transformer en molécules
cytotoxiques induisant I'apoptose. Des résultats précliniques et cliniques ont déja été
obtenus avec le couple HSV-tk/GCV pour traiter certains cancers (\Wang et al., 2011; Liu
et al., 2016). La cytosine désaminase a prouvé son efficacité dans le cadre de gliomes,

de cancers des gaines nerveuses et du sein (Kang et al., 2012; Mizrak et al., 2013).

Toujours dans le contexte des cancers, la mort des cellules cancéreuses peut étre
induite par la surexpression de protéines pro-apoptotiques comme la protéine BAX ou du
human tumor necrosis factor a-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). La protéine
BAX est un membre pro-apoptotique de la famille BCL-2, responsable de I'activation de
la signalisation des caspases par la libération de molécules apoptotiques tel que le
cytochrome C. La surexpression de BAX conduit les cellules vers la voie apoptotique.
Son efficacité a été prouvée dans plusieurs types cellulaires dérivés de la prostate et du
cerveau (Huh et al., 2001; Li et al., 2001). Lorsque le TRAIL, membre de la famille des
cytokines TNF, s’homodimérise, il induit 'apoptose en se liant aux récepteurs de mort
cellulaire localisés a la surface cellulaire. Les TRAILs sont cytotoxiques mais uniquement
dans les cellules tumorales. Cette caractéristique est un point fort pour les applications
cliniques qui permettraient de cibler divers types de tumeurs sans altérer les cellules

saines (Perlstein et al., 2013; Wang et al., 2015).

24



L’addition de génes est également utilisée pour induire ou augmenter la réponse
immunitaire notamment dans le cadre de cancers ou de certaines maladies infectieuses.
C’est le principe des vaccins a base d’acides nucléiques. Concrétement, la séquence
ADN ou ARN codante d’'un antigéne cible est administrée par voie cutanée, sous-cutanée
ou de maniere intramusculaire afin de transfecter les cellules présentatrices d’antigénes
(APCs) comme les cellules de Langerhans. D’autres cellules comme les kératinocytes ou
les myocytes peuvent également étre transfectées et produire I'antigéne. Dans ce cas,
les APCs vont reconnaitre I'antigéne a partir de corps apoptotiques ou nécrotiques ou
encore d’exosomes provenant des cellules transfectées. Une fois que les APCs ont
assimilé l'antigéne, de maniére directe ou indirecte, elles migrent vers les nceuds
lymphatiques pour présenter I'antigéne aux cellules T naives et induire une réponse

immune spécifique dirigée contre I'antigéne (figure 3) (Hager ef al., 2020).

L’addition de génes est employée pour des thérapies a I'interface entre la thérapie
génique et la thérapie cellulaire. Ces stratégies thérapeutiques reposent sur le
prélevement de lymphocytes T a partir du patient, isolés puis modifiés génétiquement
pour exprimer un récepteur chimérique d’antigene (CAR). Deux produits thérapeutiques
de ce type sont déja commercialisés KYMRIAH™ et YESCARTA™ pour le traitement
d’enfants en échec thérapeutique d’'une leucémie lymphoide aigué et pour le traitement

des lymphomes non hodgkiniens agressifs chez I'adulte, respectivement (Catros, 2019).
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Figure 3 : Exemple du mode d’action des vaccins a ADN. Le géne d’intérét codant pour une séquence
antigénique est inséré dans un plasmide. L’injection intramusculaire du transgéne permet la transfection
des cellules présentatrices d’antigénes (APCs) ou des myocytes dans le but de leur faire exprimer la
protéine ou le peptide antigénique. Les APCs jouent un role majeur dans I'induction de 'immunité par les
vaccins ADN en présentant I'antigéne par le complexe MHC | soit aprés leur transfection directe, soit aprés
la reconnaissance de corps apoptotiques ou nécrotiques des cellules transfectées. Les APC présentent
également I'antigéne par le complexe MHC II. Les APCs chargées d’antigénes migrent vers les nceuds
lymphatiques et présentent le peptide antigénique aux cellules T naives en combinaison avec des
molécules costimulatrices. Ce deuxiéme signal permet d’initier la réponse immunitaire par les LT ainsi que
leur expansion. Les cellules T helper activées sécrétent des cytokines durant leur interaction avec les
cellules B, provoquant ainsi I'activation des cellules B. Finalement, cette procédure permet I'induction d’une
réponse cellulaire et humorale par I'activation des cellules T CD4+ et des cellules cytotoxiques CD8+.
Figure adaptée de (Kutzler et Weiner, 2008).
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1.3.2 Inhibition ciblée de I'expression génique
Au contraire, lorsqu’un géne est surexprimé, les acides nucléiques introduits dans
les cellules visent a dégrader ou inhiber la synthése de protéine. Dans ce cas, ce sont
des oligonucléotides ADN ou ARN synthétiques d’'une vingtaine de nucléotides, simple
ou double brin, qui agissent au niveau des ARNm cibles conduisant ainsi a leur
dégradation ou au blocage de la traduction. Ceux sont des oligonucléotides antisens

(ASOs), des siARN ou des miARN (Merienne et Déglon, 2015; Uludag et al., 2019).

Les oligonucléotides antisens sont des séquences ADN ou ARN, simple brin, de
petite taille et complémentaires d’'un ARNm cible. La maturation et la traduction des
ARNmM sont interrompues car I'hétéropduplexe ASO-ARNm est dégradé par la RNase H
(Bennett et Swayze, 2010). La synthése des ASOs implique des modifications chimiques
qui diminuent leur toxicité et augmentent leur résistance aux nucléases, leur efficacité et
leur demi-vie. Les modifications de types 2’-O-methyl (2’-O-me), 2’-O-methoxyethyl (2’-
O-MEOQO) et gapmers sont les plus employées pour améliorer les ASOs. Les peptides
nucleic acid (PNA), locked nucleic acid (LNA) et les oligoméres morpholino
phosphoroamidate (PMO) sont des analogues de nucléotides modifiés au niveau du
sucre. Ces modifications améliorent la pénétration dans la cellule, I'affinité d’hybridation,
la stabilité et la résistance aux nucléases (Bennett et Swayze, 2010) (figure 4). L’étude
de ces oligonucléotides antisens est orientée dans le contexte des cancers dans le but

d’inhiber 'expression des génes responsables de la croissance tumorale.
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Figure 4 : Les principaux analogues d’acides nucléiques utilisés pour la synthése des
oligonucléotides antisens.

Les siARN sont des ARN double brin, de 20 a 24 pb qui interviennent dans la
dégradation des ARNm cibles en recrutant le complexe RISC (RNA-induced silencing
complex) par le biais du brin anti-sens (Lam ef al., 2015) (figure 5). La stabilité et
I'efficacité des siARN sont améliorées lorsque des modifications 2’-OMe ou de leur

squelette sont incorporées lors de leur synthése.

Les miARN correspondent a des ARN non codant, transcrits a partir de plusieurs
loci du génome. Ces genes codent pour des long ARNSs structurés en épingle a cheveux
qui sont ensuite pris en charge par la RNase Ill pour former des duplexes de 15-22
nucléotides composés d’un brin guide et d’un brin passager (Lam et al., 2015). Les
miARN sont utilisés en thérapie génique pour influencer la traduction des ARNm cibles
en bloquant ou en induisant leur dégradation (figure 5). Les oligonucléotides de petite
taille, comme les miRNA, peuvent étre utilisés tel quel ou bien étre exprimés a partir d’'une

séquence codante pour les produire in situ.

Des séquences artificielles de petite taille composées d’ADN ou d’ARN simple
brin, appelées aptaméres, sont également synthétisées pour inhiber I'expression d’un

géne de maniere ciblée (figure 5). Ces séquences sont caractérisées par une structure
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secondaire et tertiaire et sont capables de reconnaitre un large panel de cibles tels que
des acides aminés, des drogues, des protéines ou des cellules. Ces derniéres années,
des études autour des aptaméres ont été menées afin de tirer profit de leurs avantages
(petite taille, forte affinité, non-immunogénicité, modifications simples) pour en faire des

outils thérapeutiques (Yang ef al., 2018).
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Figure 5: Les stratégies d’inhibition de génes. (A) les oligonucléotides antisens (ASOs) répriment
I'expression génique par la dégradation des ARNm par la RNase H (1), en s’hybridant sur le site de liaison
des ribosomes (2) ou en régulant I'épissage (3). (B) Une fois dans la cellule, les ARNs double brin sont
reconnus par Dicer, puis pris en charge par le complexe RISC qui entraine la séparation des deux brins
d’ARN, un brin est dégradé et I'autre s’associe a RISC pour provoquer le clivage de ’ARN complémentaire
cible. (C) La séquence oligonucléotidique de I'aptamére est choisie dans le but de former des structures
3D fonctionnelles en se liant a leurs cibles avec une spécificité et une affinité élevée. Figure adaptée de
(Rossor et al., 2018) et de (Yang et al., 2018).
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1.3.3 L’édition de génome
L’'une des méthodes pour rétablir 'expression d’'une protéine mutée est de corriger
la mutation de maniere ciblée, directement au niveau génomique grace a des nucléases,

ou au niveau de I'épissage de son ARNm par la méthode du saut d’exon.

La méthode de saut d’exon concerne les mutations localisées aux alentours d’un
exon (figure 6). Les agents thérapeutiques mis en jeu dans le saut d’exon sont des
oligonucléotides antisens (ASOs) d'une vingtaine de nucléotides synthétisés
chimiquement et capables de s’hybrider avec la séquence complémentaire cible au
niveau de 'ARN pré-messager. lls s’hybrident a la frontiére exon-intron ou au niveau des
ESE (exonic splicing enhancers) pour réguler I'épissage et corriger le cadre de lecture
(Yokota et al., 2007; Nakamura, 2017). L’hybridation de I'oligonucléotide sur sa cible

module 'étape d’épissage pour aboutir a une protéine tronquée mais fonctionnelle.

Epissage des exons Saut d’exon
= [— Miitation ] ADN . — Wiitation ] ADN
1%
Transcription Transcription v S
=, ’ Pré-ARNm == - Mutatior Pré-ARNm
N N N ‘ 7
Epissage v Epissage v
[ ]
EEEESTT]  ARNm Alhim
1% v
Traduction ” Traduction h
Protéine Protéine
non fonctionnelle fonctionnelle

Figure 6 : Schéma du mécanisme de saut d’exon. (A) Les pré-ARNm deviennent des ARNm matures
aprés I'épissage des introns. Lorsqu’'une mutation est présente au sein d’un exon, elle peut alors se
retrouver dans la protéine finale et la rendre non-fonctionnelle. (B) L’utilisation d’ASOs empéche
l'intégration de I'exon muté dans la séquence de ’ARNm mature. Par conséquent, la protéine finale est
plus courte mais fonctionnelle. D’aprés https.//weekly.biotechprimer.com/dmd-makes-the-cut.
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L’édition de génome permet des modifications de petite (1 a 10 pb) ou de grande
taille (> 20 pb) du génome de maniére précise. |l existe deux types d’approches d’édition
génomique. La premiére approche repose sur des coupures double-brin de 'ADN a un
locus cible suivi ou non par lintroduction d’'un ADN exogéne. La seconde approche
modifie le génome sans coupure double-brin de 'ADN en introduisant des molécules
formant des triples hélices ou des molécules combinant une activité enzymatique

désaminase avec une endonucléase dont le site catalytique est altéré.

L’approche d’édition de génome avec coupure double brin de 'ADN exploite les
capacités d’endonucléases a reconnaitre des séquences dans le génome et réaliser des
coupures doubles brins de maniére spécifique, ainsi que les mécanismes de réparation
de '’ADN de la cellule héte pour combler ces coupures (figure 7). Les méganucléases,
les nucléases a doigts de zinc (ZFNs), les systémes TALEN ou encore le systeme
CRISPR/Cas9 sont des outils développés pour opérer des modifications ciblées du
génome. Celles-ci visent a inactiver un géne par recombinaison non homologues des
extrémités (NHEJ) ou a corriger et a remplacer un géne par recombinaison homologues

(HR) (Wang et Gao, 2014).

Les méganucléases sont des endonucléases capables de reconnaitre une

séquence spécifique de 12 a 45 pb.

Les ZFN sont des protéines chimériques contenant 3 a 5 domaines de liaison a
I’ADN et un domaine Fokl. Chaque domaine a doigt de zinc est spécifique de la séquence

cible. L’activité catalytique a lieu quand la ZFN est sous forme de dimeére. Deux ZFN sont
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nécessaires pour cibler une séquence ADN séparée par une courte séquence de

reconnaissance de l'autre ZFN (Kim ef al., 1996b; Urnov et al., 2010).

Le systeme TALENSs est originaire d’'effecteurs bactériens, appelés TALEs. Ce
systéme est composé d’'un domaine de liaison a 'ADN, d’'un domaine correspondant a
'endonucléase Fokl et des protéines TALE qui peuvent étre modifiées selon la séquence
cible. Le systtme TALEN contient deux domaines différents, un domaine de liaison a
I’ADN issu des protéines TALE modifiable selon la séquence cible et un domaine Fokl
portant I'activité de I'endonucléase. Les TALENs agissent uniquement sous forme de
dimére. Par conséquent, il est nécessaire de synthétiser deux TALENs pour cibler une

séquence ADN particuliere (Yin et al., 2017).

Le systtme CRISPR/Cas9 dérive d’'un systéme d’immunité adaptative des
prokaryotes qui agit comme mécanisme de défense contre certaines infections virales.
CRISPR/Cas9 est un complexe composé de protéines et de molécules d’ARNs qui
guident I'endonucléase Cas9 vers sa cible ADN pour la cliver (Jinek et al., 2012). Ce
systéme d’édition de génome est plus facile a optimiser que les systémes précédents car

seules les séquences ARNSs doivent étre modifiées en fonction de la séquence ADN cible.

A la suite de la cassure double brin de 'ADN génomique provoquée par les
différents outils d’édition, deux systémes de réparation de 'ADN peuvent rentrer en jeu.
Le premier mécanisme de réparation se fait de maniére non homologue par la jonction
des extréemités libres (NHEJ). Le second mécanisme, quant a lui, repose sur des
mécanismes de recombinaison homologue entre '’ADN génomique et un ADN donneur

exogéne (HR) (Pavlovic et al., 2020).
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Figure 7 : Les mécanismes d’édition de génome et de réparation des cassures double brin dans
I’ADN. Les nucléases a doigt de zinc (ZFN), les nucléases associées a des activateurs de la transcription
(TALEN) et les systémes CRISPR-Cas induisent des cassures double brin (DSB) dans '’ADN. La réparation
par jonction d’extrémité non-homologue (NHEJ) ou la réparation par recombinaison homologue (HDR) sont
les deux mécanismes de réparations permettant I'édition de génome. La réparation NHEJ interrompt le
géne cible en créant des mutations de type insertion ou délétion. La réparation HDR permet d’'insérer une
séquence d’ADN dans la région cible du génome engendrant potentiellement des insertions, des délétions
dans la séquence génomique. sgARN : ARN guide simple brin. Figure adaptée de (Yin et al., 2017).

Cependant, des insertions ou des délétions de nucléotides peuvent apparaitre a
la suite de [l'activation des mécanismes de réparation de I'ADN par le systéme
CRISPR/Cas9. Afin d’éviter ces « indels », de nouveaux systemes d’édition de génome
ont été développés (Zeballos et Gaj, 2020). Ces systémes conservent les caractéristiques
de programmation et de flexibilité du systeme CRISPR d’origine auxquelles sont ajoutées
des capacités supplémentaires d’édition de génome sans avoir recours a une cassure
double brin de I'ADN (figure 8). Ces nouvelles stratégies sont I'édition de bases et la

« prime edition ».
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La stratégie d’édition de base s’appuie sur une Cas9 nickase, qui est un variant
de la Cas9 responsable des coupures simple brin, appelée caspase nickase ou nCas9,
associée a une désaminase spécifique des cytosines (CBE : cytosine base editor) ou des
adénosines (ABE). L'emploi des désaminases permet de faciliter leur conversion en
thymine ou en guanosine, respectivement, lors de la réplication de 'ADN ou lorsqu’un
mécanisme de réparation s’enclenche. Le systeme ABE a été étudié dans un modéle
murin de la dystrophie musculaire de Duchenne en vue d’éliminer un codon stop
prématuré par I'édition d’'une adénosine en guanine, A>G. Les résultats in vivo ont montré
que la délivrance du systéme ABE permet de restaurer I'expression de la dystrophine
dans ce modéle murin. Cependant, cette stratégie est limitée par la nécessité d’employer
deux AAV recombinants pour introduire 'ensemble du systéme dans une méme cellule

(Zeballos et Gaj, 2020).

La stratégie de « prime editing » met en jeu une nCas9 associée a un domaine de
reverse transcriptase et a un « prime editing guide RNA » (pegRNA) pour cibler la
séquence génomique d’intérét et servir de matrice pour la rétro-transcription, lors de la
réparation de I'ADN. Cette stratégie permet d’augmenter la flexibilité du systeme
CRISPR/Cas9 et permet de corriger une grande variété de mutations par l'insertion ou la
suppression de séquences. La preuve de concept a été réalisée en culture cellulaire in
vitro, dans le contexte de maladie de Tay-Sachs, une maladie génétique lysosomale
(Zeballos et Gaj, 2020). Ce systéme nécessite encore des optimisations car I'action de la
reverse transcriptase peut induire des effets hors cible et de la méme fagon que la
stratégie d’édition de bases, le complexe de « prime editing » nécessite deux vecteurs

AAV pour étre transporté efficacement (Zeballos et Gaj, 2020).
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Figure 8 : Mode d’action des systémes d’édition de bases et de « prime editing ». (A) Le principe des
systemes d’édition de bases CBE et ABE repose sur I'emploi d’'une caspase 9 nickase fusionnée avec une
cytosine désaminase ou une adénine désaminase et d’'un brin ARN guide, noté ARNsg. Le complexe Cas9
:ARNsg:ADN donne un ADN simple brin qui devient le substrat de la désaminase. Les conversions
chimiques des bases sont représentées de chaque coté. La Cas9 nickase clive le brin non-édité et crée un
mismatch U<G ou I*T qui sera converti en U+A ou I+C lors de la réplication ou de la réparation de I'ADN.
L’inhibiteur de l'uracile glycosylase (UGI) protége les uraciles (U) générées par les mismatch, des uracile
glycosylases endogénes. Les motifs adjacents au proto-espaceur (PAM) sont essentiels a la
reconnaissance de la séquence cible. (B) Le systéme « prime editor » met en jeu un ARN guide, appelé
ARNpeg, et d’'une protéine de fusion composée d’'une caspase 9 nickase fusionnée avec une « reverse
transcriptase ». (C) La Cas9 digére ’ADN cible et le domaine RT polymérise 'ADN sur le brin coupé grace
a la séquence de 'ARNpeg.
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Tableau 1 : Les principales stratégies en thérapie génique

[lrzelIEen S Copie fonctionnelle du géne

du gene cible

Addition de
génes

Induction du
systeme
immunitaire

Ciblage des pré-

Inhibition ARNmM et ARNm

ciblée de
I’expression
genique Interruption de
gene

Saut d’exons

Correction de
mutations
ciblées

1.4 Les vecteurs viraux

copie fonctionnelle

Induction apoptose

Edition de génome

cible

Expression d’enzyme de

conversion d’'une prodrogue

en molécules toxiques

Surexpression d’'une
protéine pro-apoptotique

Stimulation des récepteurs
de mort cellulaire

Stimulation du systeme
immunitaire

Oligonucléotides antisens
(ASO)

ARNi
(small-interfering RNA)

Méganucléases, Nucléases
a doigts de zinc, TALENS,
CRISPR/Cas9
oligonucléotides

Méganucléases

Nucléases a doigt de zinc

TALENSs
CRISPR/Cas9

Stratégies Méthodes Outils moléculaires Exemples de références

(Cavazzana-Calvo et al., 2000)

(Wang et al., 2016; Uludag et
al., 2019)

(Li et al., 2001; Huang et al.,
2010) (Huh et al., 2001; Wang
et al., 2016) (Wang et al.,
2015) (Perlstein et al., 2013)
(Wang et al., 2016)
(Rosenberg et Restifo, 2015)
(Kutzler et Weiner, 2008;
Hager et al., 2020) (Catros,
2019)

(Southwell et al., 2012)

(Yuetal., 2012)

(Tebas et al., 2014)

(Goemans et al., 2016),
(Mendell et al., 2016)
(Aartsma-Rus et al., 2017)
(Rouet et al., 1994)
(Kim et al., 1996a; Porteus et
Carroll, 2005) (Klug, 2010)
(Bibikova et al., 2003)
(Porteus et Baltimore, 2003)
(Urnov et al., 2005)
(Yin et al., 2017)
(Jinek et al., 2012)

D’aprés le journal Journal of Gene Medicine, 3180 essais cliniques ont été

recensés en 2021 a travers le monde, dont 58,3% en Amérique, 20,2% en Europe et

13,1% en Asie. En 2019, les deux tiers (67,4%) des essais cliniques concernaient les

cancers, 11,6% étaient dédiés aux maladies monogéniques, 5,8% aux les maladies

infectieuses et 5,8% aux maladies cardiovasculaires (figure 9). Le nombre d’essais

cliniques s’accroit chaque année. En effet, depuis 2012 le nombre d’essais cliniques a
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doublé grace a 'amélioration de la production des lots de virus recombinants consacrés

aux essais cliniques.
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Figure 9 : Les essais cliniques en thérapie génique. (A) Distribution géographique des essais cliniques
(par continent). (B) Distribution des essais cliniques en fonction de la pathologie. (C) Distribution des essais
cliniques selon leur avancée depuis I'année 2012.

Les vecteurs viraux ou virus recombinants sont les plus utilisés (80 %) mais leur
type a évolué au cours des années. Les adénovirus (17,5%) et les rétrovirus (16,4%) ont
été utilisés aux débuts des essais cliniques, les virus adénoassociés (AAV ; 8%) et les
lentivirus (LV ; 10,1%) sont actuellement les deux classes de virus recombinants
privilégiées (tableau 2).

Tableau 2 : Evolution de la distribution des vecteurs viraux employés en thérapie génique entre
2012 et 2019

Part des vecteurs viraux en thérapie génique (en %)

| 2012 2017 2019 2021
233 205 186 175
49 786 79 8
2,9 7.3 99 10,1
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Les vecteurs viraux, ou virus recombinants, sont obtenus par le remplacement des
séquences virales responsables du cycle d’infection pathogéne par le géne thérapeutique
et par la conservation des génes codant des protéines impliquées dans I'assemblage des
particules virales (figure 10). Le choix du vecteur viral dépend de plusieurs facteurs
intrinséques a la particule virale comme son tropisme, sa capacité d’'empaquetage, son

potentiel d’intégration au génome de I'héte et sa toxicité.
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Figure 10 : Représentation des vecteurs adénoassociés et des lentivirus recombinants. (A) Les deux
cassettes d’expression virales (rep et cap responsables de la réplication et de 'encapsidation) des AAV
sont remplacées par le transgéne thérapeutique placé sous la dépendance de son propre promoteur. Ces
éléments sont insérés entre les répétitions terminales inversées (5’ITR et 3’'ITR). Le retrait des séquences
virales permet d’assurer la biosécurité de ces vecteurs qui ne peuvent pas se multiplier par eux-mémes.
(B) Les lentivirus recombinants sont établis a partir de plasmides indépendants dans lesquelles chaque
élément génétique a été isolé. Les génes pathogénes sont éliminés. Ensuite, les différents plasmides sont
cotransfectés dans des cellules en culture dans le but d’obtenir des particules virales contenant uniquement
le transgéne thérapeutique et les éléments S. E : géne codant les protéines de I'enveloppe, C : géne codant
les protéines de la capside, R : éléments de régulation de la réplication, P : génes pathogénes, S : éléments
signal désignant quelle séquence doit étre répliquée et empaquetée.
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1.4.1 Virus associés aux adénovirus
Les virus associés aux adénovirus sont des virus non enveloppés a ADN simple
brin. Il s’agit d’'une classe de virus non-pathogéne pour ’'Homme capable de pénétrer
efficacement dans beaucoup de types cellulaires sans engendrer de processus

inflammatoires (Bono ef al., 2020).

Les vecteurs viraux dérivés des AAV sont obtenus par la substitution quasi-totale
de leur génome par le transgene thérapeutique. En effet, I'expression du transgéne est
réalisée uniquement a partir des ITR, d’'une taille de 145 pb (Bleker et al., 2005), qui sont
également responsables de la production des vecteurs et de la persistance de
I'expression. Les différents sérotypes d’AAV sont caractérisés par différents récepteurs,
situés au niveau de leur capside, responsables de la diversité de leur tropisme. En plus
de leur faible immunogénicité, cette diversité de tropisme rend les rAAV attractifs pour
des traitements administrés par voie sanguine pouvant cibler différents types cellulaires
(Shirley et al., 2020). Cependant, I'inconvénient majeur des rAAV concerne leur petite
capacité, inférieure a 5 kpb, pour insérer un géne thérapeutique dans leur génome

(tableau 3) (Bono et al., 2020).

1.4.2 Lentivirus
Les lentivirus sont des virus enveloppés a ARN simple brin. Il s’agit d’'une classe
de virus capable de pénétrer efficacement dans beaucoup de types cellulaires et
d’intégrer leur matériel génétique dans le génome de I'héte (Bono ef al., 2020; Shirley et

al., 2020). Les lentivirus font partie de la grande famille des Retroviridae caractérisés par
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leur génome ARN converti en ADN dans les cellules infectées grace a une enzyme virale

appelée reverse transcriptase (Milone et O'Doherty, 2018).

Les lentivirus recombinants sont des vecteurs dérivés du virus d'immunodéficience
humain qui est capable de pénétrer dans des cellules en division ou dans des cellules
quiescentes (tableau 3) (Shirley ef al., 2020). Ces vecteurs viraux sont préférentiellement
utilisés ex vivo pour modifier génétiquement des cellules souches hématopoiétiques et
les lymphocytes T afin de produire des CAR-T pour le traitement de certains cancers

comme les lymphomes (Guedan et al., 2018; Shirley et al., 2020).

L’inconvénient majeur des lentivirus recombinants concerne leur potentiel
oncogeénique lié a leur capacité a s’intégrer dans le génome héte dans des régions non

spécifiques (Bono ef al., 2020).

Tableau 3 : Comparaison des vecteurs recombinants associés aux adénovirus et lentiviraux.

Virus associés aux o
> . Lentivirus
adénovirus

ADN simple brin ARN simple brin

Taille du génome 5 kb 3-9kb
Capacité d’empaquetage 4,5 kb 8-9 kb
Transduction Cellidizs @ citsmm Cellules en division ou quiescentes

quiescentes
S EE I a\’/eg D AT Pas d’intégration Intégration
de I’héte

Potentiellement longue

Expression du transgéne

Longue durée

durée
Avantages Non pathogéne Intégration dans le génome héte
o Faible capacité Faible capacité d’empaquetage,
Inconvénients , . o
d’empaquetage potentiel oncogénique
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1.5 Les succés de la thérapie génique

Les nombreuses études menées depuis plus de trente ans ont prouvé la faisabilité
de la thérapie génique dans les modeles animaux et chez 'Homme, au travers de
résultats remarquables ciblant des pathologies variées comme des immunodéficiences,
des cancers, des myopathies, des atteintes neurologiques, des maladies
dermatologiques, ophtalmologiques ou hématologiques. Certaines stratégies se
rapprochent des premiers traitements curatifs pour la pathologie étudiée, quand d’autres

ont déja réussi a étre commercialisées (Tableaux 4 a 11).

Tableau 4 : Les succés de la thérapie génique pour les maladies métaboliques.

. Avancées TG TC .
Pathologies o S : Références
cliniques in vivo | ex vivo

Essai phase
UGTA (UDP-1 '/('(';‘;?e?ﬁ)r s
Maladie de peptide Sl (Aronson et al.,
. - injection AAVS +
Crigler-Najjar glycosyl- intraveineuse UGT1A \/ 2019),
de type 1 transferase d NCT03466463
A1) ans les
cellules
hépatiques
Maladie de Expression et
stockage sécrétion de  Lentivirus
lysosomal HEXA ou 'enzyme + géne \/ (Ornaghi et al.,
(maladies de HEXB fonctionnelle Hexa ou 2020)
Tay-Sachs et dans un Hexb,
modéle murin
Aromatic L-
amino acid Dopa Amélioration (Hwu et al
decarboxylase P des fonctions AAV2- L
defici decarboxylase . \/ 2012), (Kojima
eficiency (DDC) motrices et hAADC-2 etal, 2019)
(AADC mentales ”

deficienc
TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire
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Tableau 5 : Les succés de la thérapie génique pour les déficits immunitaires sévéres

Pathologies Avancées cliniques Reférences
In vivo Ex vivo

[ e e Stratégie efficace et Vecteur rétroviral (Cavazzana-Calvo et al., 2000;
Fisher et al., 2004)

sévere combinée IL2RG sécurisée SIN-LV
liée a I’X
[TEE SRR Diminution du taux
sévere f:’om‘blne T A Sy S Strimvelis, cellules CD34+
SEEIEEE ] long terme, efficace pour (zellle senches http://www.genetherapynet.co
déficience en ADA 9 T P hématopoiétiques) transduites \/ P: 9 herapynet.
. : restaurer le métabolisme X ) . m/strimvelis.html
adénosine ! avec géne + gamma rétrovirus
) : des puirines et les
EETITEED fonctions immunes ey
ADA-SCID
Disparition de I'eczéma o
Syndrome de N . ; Vecteur lentiviral LV-w1.6WASpP, _—
Wiskott Aldrich WAS sévére et des infections (Généthon) \/ (Aiuti et al., 2003)
graves
Cellules souches
Granulomatose Récupération de 'activité hématopoiétiques transduite Afm-telethon.fr
vecteur lentiviral (G1XCGD), \/

CYBB oxydase et stable (suivi sur
(Kohn et al., 2020)

3 ans)

septique chronique
liée a I’X

OTL-102, Généthon, Orchard
Therapeutics,

TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

42



Tableau 6 : Les succeés de la thérapie génique pour les maladies neuromusculaires

Dystrophie
musculaire
de la ceinture

aou &-
sarcoglycane

Myopathie Myotubularin
myotubulaire e (MTM1)
A

e SMN2

infantile

Dystrophie
musculaire
de Duchenne

Dystrophine
(DMD)

Avancées cliniques

Bien toléré, apport du géne SGCB,
expression de la protéine, diminution
de la créatine kinase

Amélioration de la force musculaire,
augmentation de la taille des fibres

Co-injection de deux segments du
géne codant la dysferline,
Restauration de la force au niveau
du diaphragme dans un modéle
murin, Pas de toxicité observée chez
les primates. Essai clinique en cours

Essai Clinique en phase /I,
amélioration des capacités
respiratoires, du maintien postural et
de la marche

AMM par EMA en 2017, amélioration
des fonctions motrices des patients

AMM par FDA en 2020, amélioration
des fonctions motrices

AMM par FDA en 2019

Restauration de I'expression de la
dystrophine et stabilisation des
symptémes chez le chien
Essais Clinique

TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

vecteur viral AAVrh74, promoteur
MHCK?7, (MYO-101,
Sarepta Therapeutics)

SCAAVrh74 tMCK.hSGCA

rAAVrh74 MHCK7.DYSF.DV

AT132 (AAVS + géne MTM1)

oligonucleotide antisens
(SPINRAZA® (Nusinersen))

Risdiplam (voie orale)

Géne SMN1 + AAV (Zolgensma)

AAV, microdystrophine

43

AN

N NN X X

TG TC er
. . Références
In vivo Ex vivo

NCT03652259

NCT01976091 ; (Chicoine et
al., 2019)

NCT02710500 ;
(Sondergaard et al., 2015)

Essai ASPIRO, Ana Buj-
Bello a Genethon (Evry)
(Dupont et al., 2019)

AFM-téléthon.fr
(Pane et al., 2018)
(Strauss et al., 2018)

(Sturm et al., 2019)

(Al-Zhaidy et al., 2019)

(Le Guiner et al., 2017)



Tableau 7 : Les succés de la thérapie génique pour les maladies neurodégénératives

Leucodystrophies
(leucodystrophie
métachromatique)

Adrénoleuco-
dystrophie

Maladie de Sanfilippo
(mucopoly-
saccharidoses

Maladie de Parkinson

Maladie d’Alzheimer

arysulfatase A (ARSA)

ABCD1

NAGLU

Tyrosine hydroxylase,
cyclo-hydroxylase 1,
décarboxylase d’acides
aminés

Nerve Growth Factor
(NGF)

TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

Expression stable de
'enzyme, stabilisation
de la pathologie au
stade précoce
Essai clinique,
expression de la
protéine ALD,
symptémes cliniques
minimes, résultats
encourageants

Injection intracérébrale
multi-site, production
durable de 'enzyme

Bien tolére,
amélioration des
fonctions motrices
chez tous les patients

Ralentissement de la
pathologie,

Greffe de cellules

souches modifiées

par un LV + copie
de géne ARSA

CD34+ transduites
avec un lentivirus

AAV2.5 +
géene NAGLU

ProSavin ®
Lentivirus avec 3
génes nécessaire a
la synthése de la
dopamine
Implantation de
fibroblastes
autologues
modifiés pour
exprimer NGF
humain
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Pathologies Avancées cliniques TQ TC_ Références
In vivo | Exvivo

NCT01560182
(Biffi et al., 2013)

(Eichler et al., 2017)

(Tardieu et al., 2017)

(Palfi et al., 2014)

(Tuszynski et al., 2005)



Tableau 8: Les succés de la thérapie génique pour les maladies hématologiques

Pathologies Avancées cliniques Références
In vivo Ex vivo

Hémophilie A Facteur VIl Disparition des symptomes, AAV-Facteur VIII Inserm.fr
par injection unique (Rangarajan et al., 2017)
. o Disparition des symptémes, 3 Inserm.fr
Hémophilie B Factor IX par injection unique AAV-Facteur IX \/ (George et al., 2017)

Rémission compléte (suivi Lentivirus + géne p- Inserm.fr
Drépanocytose B-globine sur 15 rr:r)]ls‘.))r,]ae:esle;;lcl|nlque globine \/ (Ribeil et al., 2017)

Réduction ou élimination . L
B-Thalassémie B-globine  des besoins de transfusion, Vetheutr. Ilent:!wral v In_?ﬁrm.fr, afm;telletgg?.sfr,
victoire 2018, « Lentigiobin » (Thompson et al., 2018)
TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

Tableau 9 : Les succeés de la thérapie génique pour les maladies dermatologiques

n vivo Ex vivo

Expression de la protéine
SILERUECE Sous unité a, dans les kératinocytes ADNc LAMB3 (branche B3 de
bulleuse Bouydela transduits, greffe parfaite, la laminine 5), rétrovirus (virus \/ (Mavilio et al., 2006)
jonctionnelle laminine 5 épiderme normal un an de Moloney) "
aprés la greffe
o Greffage d’équivalents de
peau corrigés

s . o Expression du collagéne f
Epgilﬁ:zglgse Collagéne VII VIl et restauration de SIN-COL7A1 ‘/ (Tllt\leg_)r_(()a 4":13&'366250(; 2
dystrophique  SGAL. l'adhérence entre le (Lwin et al., 2019) NCT02493816
derme et I'épiderme chez ?
les souris

Essai clinique en cours
TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire
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Tableau 10: Les succés de la thérapie génique pour les maladies ophtalmiques

Pathologies

Amaurose
congénitale de
Leber

RPEG65 enzyme

MT-ND4, MT-ND6
et MT-ND1, et
moins souvent MT-
ND2, MT-ND5, MT-
ATP6, MT-CO1,
MT-CO3 et MT-
CYB.

Géne mitochondrial

Neuropathie
optique de Leber

Maladie de

Stargardt ABCA4

Médicament
commercialisé

Amélioration de la vision
durable et cliniquement
significative (acuité et
sensibilité aux
contrastes),

Essai Clinique en phase
I/

La protéine ABCA4 est
exprimée chez les souris
Abcad-/- a un niveau
suffisant pour améliorer le
phénotype

TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

AAV + géne RPE6G5
(Luxturna®)

AAV2-ND4 (GenSight
Biologics, France)

SAR422459 (Sanofi USA
et France)

Injection subrétinale d’'un

systeme AAV double + 2

segments du géne codant
ABCA4

v
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. o TG TC e
Avancées cliniques : : Références
In vivo | Ex vivo

(Cideciyan, 2010)
(Pierce et Bennett, 2015)
(Maguire et al., 2019)
(Gao et al., 2020)

(Bouquet et al., 2019)

NCT01367444

(McClements et al., 2019)



Tableau 11: Les succés de la thérapie génique pour les maladies cardiovasculaires, les maladies infectieuses et les cancers

Pathologies Geéne Avancées cliniques Produits

Injection intra-coronaire

Resténose Serca2 . . AAV1 + Serca2
bons résultats chez animal
CCR5 Essais cliniques a montré mo(c:i(iaflilgcleisa-\r/e%DZ‘lFN
la tolérance au traitement R
géne CCR5
Médicament commercialisé ’Kymrlah
(médicaments)
Leucémies
de type B CD19
Médicament commercialisé (CAR-T cells,
Yescarta)

Virus herpés simplex +
Mélanomes GM-CSF Médicament commercialisé GM-CSF (Imlygic
(médicament)

TG : thérapie génique ; TC : thérapie cellulaire

TG
In vivo
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TC
Ex vivo

Références

(Samuel et al., 2018), (Hadri et
al., 2010)

(Tebas et al., 2014),
NCT00842634 ; NCT03666871

(Neelapu et al., 2017) ;
(Kochenderfer et al., 2009)

(Schuster et al., 2018); (Schuster
et al., 2020)

(Chesney et al., 2018)



En 2003, la Chine est le premier pays a utiliser Gendicine™ (développé par
Sibiono Gene Tech Co.), un produit de thérapie génique pour le traitement de cancer
« téte et cou ». Il s’agit d’'un adénovirus dans lequel le géne viral E1 a été remplacé par
I’ADNCc de la protéine p53 humain (Kerstin B. Kaufmann, 2013).

C’est seulement en 2012, huit ans plus tard, que l'agence européenne de
médecine (EMA) autorise la mise sur le marché du produit de thérapie génique appelé
Glybera (développé par Amsterdam Molecular Therapeutics) pour le traitement de
personnes adultes souffrant d’'un déficit familial en lipoprotéine lipase et de crises de
pancréatites sévéres ou multiples malgré un régime pauvre en lipides. |l s’agit d’'un AAV
construit de maniére a insérer le géne codant la lipoprotéine lipase dans les tissus
musculaires (Miller, 2012; Yla-Herttuala, 2012). Depuis, plusieurs autres produits sont

apparus sur le marché asiatique, européen et américain (tableau 12).

Tableau 12 : Produits de thérapie génique possédant une autorisation de mise sur le marché

Région, Année Composition Pathologie

Zolgensma USA, 2019

Zynteglo Europe, 2019

un rétrovirus
Oligonucléotide antisens pour le géne
SMN2

Cellules CD35+ autologues transduites

Amyotrophie spinale liée a
SMN2

B-thalassémie

Chine, 2003 Adénovirus + géne p53 Cancer téte et cou
Glybera* Europe, 2012 AAV + géne de la lipoprotéine lipase Deﬂmence"ggsl:apoprotane
Imlygic USA et Europe, Vlrug oncolythye * proteine Mélanomes non résécables
2015 immunostimulante
: Cellules T autologues modifiées
USA, 2017 (CAR T cells) Lymphome B
Chine, 2005 Adénov?ru_s on’coly.tique + Cancer§ nasopharyngés
chimiothérapie réfractaires
- . Thérapie génique + cellulaire : )
Europe, 2016 CD34+ autologues + géne ADA ADA-SCID
Cellules T autologues modifiées
USA, 2017 (CAR T cells) Lymphome B
m Europe, 2016 Cellules T allogéniques modifiées avec Rejet de greffe

avec le géne B-globine

* Retiré du marché par faute de demande
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Les avancées de la thérapie génique sont la conséquence d’un investissement
mondial dans la recherche de nouveaux outils capables de restaurer les fonctions
cellulaires. Aujourd’hui, les prouesses thérapeutiques se succédent mais certaines
pathologies telles que la dystrophie musculaire de Duchenne ou la mucoviscidose n’ont

toujours pas de traitement.

1.6 Dystrophie Musculaire de Duchenne

1.6.1 Généralités

La dystrophie musculaire de Duchenne est une pathologie de dégénérescence
musculaire classée parmi les maladies rares. La transmission de cette pathologie est
récessive et liée au chromosome X. Sa prévalence est de 1 /5000 nouveaux nés gargons.
Elle a été identifiée comme une pathologie génétique au milieu du 19¢ siécle par Edward
Meyron, un physicien anglais, et indépendamment par Guillaume Benjamin Armand, un
médecin frangais (Emery, 1993). Cette pathologie provoque une perte progressive de la
masse musculaire, une faiblesse musculaire croissante allant jusqu’a l'incapacité de
marcher avant 'dge de 16 ans ainsi que des cardiomyopathies. Des retards de
développement, des neurotransmissions anormales au niveau de la rétine ainsi que des
dysfonctionnements des muscles lisses dans le tractus gastrointestinal peuvent étre
observés chez certains patients. Les atteintes respiratoires et cardiaques sont les

principales causes de décés des patients (vers environ 30 ans).
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1.6.2 Le géne DMD / la protéine
1.6.2.1 Géne

Le géne défectueux responsable de cette pathologie a été identifié par I'équipe du
professeur Kunkel (Monaco et al., 1986; Koenig et al., 1987). Ce gene est localisé sur le
chromosome X en position Xp21 et s’étend sur plus de 2,5 millions de paires de bases.
Il s’agit du géne le plus long chez ’'Homme, réparti sur 79 exons et donnant un ARNm de
14 kb (figure 11). Le géne de la dystrophine posséde sept promoteurs permettant des
épissages alternatifs qui aboutissent aux différents isoformes de la dystrophine (den
Dunnen, 2006; Doorenweerd et al., 2017). La forme maijoritaire, la dystrophine Dp427,
est exprimée dans les muscles squelettiques, lisses et cardiaques mais également dans
le cerveau, les cellules de Purkinje et les cellules lymphoblastoides. Il existe d’autres
isoformes exprimées dans des tissus non musculaires comme les formes Dp427c,
Dp140, Dp71, Dp40 dans le cerveau, ou les formes Dp260, Dp71 et Dp40 au niveau de
la rétine etc... (Nicolas et al., 2014) La présence de ces isoformes dans différents types

de tissus explique les atteintes multisystémiques observées chez les patients.
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A B/Dp4a27

R/Dp260
1000 kb

B,K/Dp140
1500 kb

Géne S/Dp116 G/Dp71

2500 kb

exons N-terminal |2 INNEREXERERRRRR DERRERRRREREERERENN A DS ENN TN EIEnmg
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Domaine Domaine Domaine mmmm Site de liaison a la syntrophine
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RN N CACGEIE GG G RIS+ 6 e 3427
PR CH: RI R2 RIM2 Rée RS R6 R7T RS RO R0 R11 R12 R13 R14 RIS§ R16 R17 R18| R1OHS R20 R21 R22 R23 R24 WW dp427¢c
W: RIH2 Ré RS R6 R7 RS RO RI10 R11 R12 R13 Ri4 RIS 7W€w dp427p1

P —

V% b w02
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iaison a I'actine m yR20 RO R2 R R4 ,-@@ b dp140ab
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, : Q@ b 901400
u a m Répétitions 1 a 24 de type spectrine constituants le domaine rod ﬂ e —————— dp140bc
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Figure 11 : La dystrophine et ses isoformes. (A) Les 79 exons de la dystrophine entiere avec les sites
d’épissage représentés par des fleches et des rectangles rouges pour chaque promoteur alternatif. Les
promoteurs de la dystrophine compléte sont le promoteur musculaire M, le promoteur cérébrale B et le
promoteur des cellules de Purkinje P. Les autres isoformes sont : Dp260 exprimé dans la rétine R ; Dp140
exprimé dans les reins K et le cerveau B ; Dp116 exprimé dans les cellules de Schwann S et le Dp71 qui
est exprimé de maniére ubiquitaire. Les principaux domaines et sites d’interactions sont identifiés. (B)
Représentation schématique des différentes isoformes de la dystrophine. Le site de liaison a 'actine est
composé des domaines CH1 et CH2. Le domaine riche en cystéines contient un nombre important de
cystéine et chevauche le domaine WW, deux EF-hands et le domaine en doigt de zinc. Le domaine WW
est identifié par la présence de deux résidus tryptophanes espacés de 21 acides aminés. L'EF hand est un
motif en hélice-boucle-hélice retrouvé dans beaucoup de protéines se liant au calcium bien que la
dystrophine ne se lie pas au calcium. Les 4 domaines (WW, les deux EF hands et le domaine a doigt de
zinc) sont impliqués dans la liaison entre le B-dystroglycane et la dystrophine. Figure adaptée d’aprés
(Kamdar et Garry, 2016) et http://edystrophin.genouest.org.

51



1.6.2.2 Protéine
La dystrophine est une grosse protéine de 427 KDa qui est localisée du coté
cytoplasmique du sarcolemme dans les muscles squelettiques (Hoffman et al., 1987;
Watkins et al., 1988) (figure 12). Elle participe au maintien de l'intégrité membranaire
durant la contraction musculaire. La dystrophine a une structure en forme de « tige »
divisée en quatre domaines fonctionnels : domaine ABD1, domaine Rod, un domaine

riche en cytosine et un domaine C-terminal.

A

muscle

Cel I u l e c matrice
musculaire extracellulaire

Myofibrille .
agrine/perlecan O,Lf jamineio-2 lame basale
= @ }?q/(merosme)

a-dystroglycanes (o) &-sarcoglycanes
B-sarcoglycanes
a-sarcoglycanes
s y-sarcoglycanes
MC
al Y | (sarcolemme)

Noyaux Cytoplasme M sarcospane
[ \ 3 [ cytoplasme
\ " ystrophln (sarcoplasme)
| \ : NO synthase e
— S dystrobrevme

1 Ry

faisceau
musculaire

B B-dystroglycanes

_syntrophines -

noyau

Myofibrille

Cellule (ou fibre) musculaire

Figure 12 : Localisation et interactions de la dystrophine dans la cellule musculaire. Dans les
muscles squelettiques, les cellules musculaires (ou fibres musculaires ou myofibres) sont regroupées en
faisceaux (A). (B) Les cellules musculaires sont des cellules polynuclées délimitées par une membrane
cellulaire (MC), aussi appelée sarcolemme, qui renferme plusieurs myofibrilles (faisceaux contractiles de
protéines filamenteuses. (C) Sous le sarcolemme, la dystrophine interagit avec d’autres protéines pour
solidifier la cellule musculaire en reliant le cytosquelette a la matrice extracellulaire. En conditions
pathologique, I'absence de dystrophine déstabilise ces interactions et fragilise le sarcolemme face aux
contraintes musculaires. Figure adaptée d’aprés (AFMTéléthon, 2020) et (AFM-Téléthon>Myoinfo, 2020).
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Il a été montré que le domaine ABD1, localisé dans la partie N-terminale de la
protéine interagit directement avec le réseau d’actine sub-sarcolemmique (Way et al.,
1992). Le domaine, Rod, situé en position centrale de la dystrophine, est composé de
24 motifs répétés « spectrin-like » et contient, en son centre, un site de liaison a I'actine,
le domaine ABD2. Dans les cellules de muscles squelettiques, ABD2 participe a la liaison
avec les filaments d’actine en interagissant avec le domaine ABD1 et au maintien du
réseau de microtubules grace aux répétitions 20 a 23 (Prins ef al., 2009; Belanto et al.,
2014). Ce domaine Rod posséde des résidus tryptophanes qui favoriseraient
'adressage au sarcolemme et interviendraient dans les interactions avec les
phospholipides (Le Rumeur et al., 2002). La flexibilité et I'élasticité du domaine Rod sont
dues a la présence de quatre espaceurs entre les motifs spectrin-like, notés Hinge.
L’Hinge 4 contient un domaine WW impliqué dans les interactions protéine-protéine
(llsley et al., 2002) et plus précisément avec la partie C-terminale de B-dystropglycan

(ancré dans le sarcolemme) (Rentschler ef al., 1999).

Le domaine riche en cystéines, intervient dans la liaison avec les complexes
dystroglycane/ sarcoglycane. Ce domaine contient deux EF-hands et un domaine ZZ
(doigt de zinc) contenant des résidus cystéines conservés qui forment une structure en
présence d’ions divalents Zn2+ (Ponting et al.,, 1996). Le domaine ZZ se lie a la
calmoduline de maniére dépendante au calcium (Anderson et al., 1996). Il a également
été mis en évidence que ce domaine riche en cystéine interagit avec la synémine, une
protéine des filaments intermédiaires, (Bhosle et al., 2006) et avec I'ankyrin-B, une
protéine adaptatrice impliquée dans l'ancrage de la dystrophine au niveau du

sarcolemme (Ayalon et al., 2008).
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Le domaine C-terminal de la dystrophine interagit avec le complexe syntrophine et
avec la dystrobrévine grace a ses motifs « coileds coils proteins », connus pour leur réle

dans les interactions protéines-protéines (Sadoulet-Puccio et al., 1997).

1.6.2.3 Complexe de la dystrophine
La dystrophine fait partie d’'un complexe (DGC : dystrophin glycoprotein complex)
avec les dystroglycanes, sarcoglycanes et les complexes de syntrophines. Ces protéines
peuvent étre classées en trois catégories basées sur leur localisation cellulaire : extra-
cellulaire (a-dystropglycane), transmembranaires (B-dystroglycane, sarcoglycanes,
sarcospans) et cytoplasmiques (dystrophine, dystrobrévine, syntrophine et la Neuronal

nitric oxide synthase) (Gao et McNally, 2015) (figure 13).
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Figure 13 : Le complexe dystrophine-glycoprotéine (DGC). Le domaine Rod de la dystrophine interagit
avec le réseau du cytosquelette et les protéines transmembranaires du DGC (sarcoglycanes,
dystroglycanes et sarcospanes). La sous-unité a des dystroglycanes est localisée dans le milieu
extracellulaire. Elle est un intermédiaire dans les interactions entre le DGC et la matrice extracellulaire
(MEC) en jouant un réle de récepteur a la laminine a-2. Les sous-complexes sarcospanes-sarcoglycanes
ont un réle structural et sont également impliqués dans la transduction du signal et la mécanoprotection.
Les syntrophines, dystrobrévines et nNOS sont recrutés par la partie C-terminale de la dystrophine et
participent a la transduction du signal. Les fines lignes noires présentes sur les a-Dystroglycanes
représentent leur O-glycosylation tant dis que les branches présentes sur les les B-Dystroglycanes et les
sarcoglycanes indiquent des sites de N-glycosylation. Figure traduite a partir de (Gao et McNally, 2015).
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Ce complexe dystrophine-glycoprotéines relie le cytosquelette des cellules de
muscles squelettiques a la matrice extracellulaire. Il joue donc un réle dans la stabilisation
des membranes mais aussi dans la transmission des signaux entre I'environnement
extracellulaire et le cytoplasme. Dans le contexte de la dystrophie musculaire de
Duchenne, le complexe DGC est déstabilisé par I'absence de dystrophine provoquant
une augmentation du taux de calcium intracellulaire. Dans ces conditions, les protéases
dépendantes du calcium comme la calpaine et diverses chemokines ou cytokines sont
activées et participent a la dégénération musculaire, la nécrose et éventuellement

l'infiltration de cellules adipeuses (Nakamura, 2019).

1.6.3 Les mutations
La taille du géne de la dystrophine le rend vulnérable a I'apparition de mutations
et explique leur diversité. Dans le contexte de la dystrophie musculaire de Duchenne,
70% des cas sont provoqués par des phénomeénes de délétion(s) et/ou duplication(s)
entrainant un décalage du cadre de lecture. Ainsi, un codon stop prématuré apparait dans

la séquence et provoque I'absence de protéine Dystrophine fonctionnelle.

Le syndrome de Becker est un syndrome proche de la dystrophie musculaire de
Duchenne puisque cette pathologie est également due a une mutation dans le géne
codant la dystrophine. Cependant, dans ce contexte pathologique, la protéine est
exprimée en faible quantité entrainant des symptémes similaires a la DMD mais moins

séveres comme la faiblesse musculaire.
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Il existerait deux points chauds de mutations sur le géne codant la dystrophine, un
au niveau des exons 45-55 (portion centrale du domaine Rod) et un autre au niveau des
exons 3-7 (domaine ABD1) (Lietchi-Gallati et al., 1989). Ces régions recensent environ
60% et 7% de I'ensemble des mutations observées sur le géne de la dystrophine.
Cependant, d’autres types de mutations peuvent étre a l'origine de cette pathologie tels
que des variations d’un seul nucléotides, des petites délétions, des substitutions de bases

(http://edystrophin.genouest.org) (Nakamura, 2019).

Selon la mutation mise en jeu, le cadre de lecture peut étre décalé. Dans cette
situation, la protéine dystrophine est absente des fibres musculaires, le complexe DGC
est déstabilisé et donc le sarcolemme se fragilise lors des stress mécaniques (Hutter et
al., 1991; Petrof et al., 1993). Une augmentation de la concentration intracellulaire en
calcium est observée dans les cellules musculaires provoquant I'activation des protéases
dépendantes du calcium responsables de la fibrose et de linfiltration de cellules
adipeuses (Kumar et Borier, 2003; Yeung ef al., 2005). La dégénérescence du tissu
musculaire serait également d0 a la dérégulation d’autres molécules, comme I'enzyme
nNOS (neuronal nitric oxide synthase) (Brenman et al., 1995; Sato et al., 2008),
'aquaporine 4 (Wakayama et al., 2002; Frigeri et al., 2004) et différents canaux calciques
(lwata et al., 2003; Friedrich et al., 2008; Matsumura et al., 2011). L’ensemble de ces

dérégulations entraine la perte de la motricite.
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Lorsque le cadre de lecture est conservé malgré la mutation, la protéine tronquée
est produite en faible quantité. Ce qui a pour conséquences 'apparition de phénotypes

intermédiaires dépendants de la mutation ou du syndrome de Becker.

1.6.4 Stratégies thérapeutiques et essais cliniques

Aujourd’hui, il n’existe pas de traitement pour la dystrophie musculaire de
Duchenne. La prise en charge des patients repose sur le ralentissement de la perte
musculaire et sur la conservation des fonctions ambulatoires grace a I'utilisation de
corticostéroides (predisone et deflazacort) (Chamberlain et Chamberlain, 2017). Les
traitements pharmacologiques continuent a étre développés afin de prévenir les atteintes
cardiaques ou respiratoires et de préserver la force musculaire. L'une des stratégies est
la pratique du repositionnement de médicaments. |l s’agit d’'une maniére de proposer un
produit déja présent sur le marché pour le traitement d’autres pathologies et de les
exploiter dans le contexte de la DMD. Par exemple, le tamoxiféne, utilisé en cancérologie,
améliorerait la force musculaire et diminuerait la fibrose cardiaque chez des souris mdx,
modeles de la pathologie. Deux essais cliniques sont actuellement en cours dans le

contexte de la DMD (NCT02835079 et NCT03354039).

Bien que les corticoides correspondent au traitement standard pour prolonger la
motricité, ils n’arrétent pas la progression de la dystrophie et causent de séveéres effets
secondaires a long terme (Nakamura, 2019). Il est donc nécessaire de développer

d’autres stratégies capables de restaurer les fonctions motrices des patients sans
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provoquer d’effets secondaires. C’est pourquoi, les recherches autour du transfert de

genes, du saut d’exon et de la thérapie cellulaire s’accentuent.

Le développement de nouvelles stratégies moléculaires innovantes faisant appel
a la thérapie génique est en cours afin de restaurer I'expression de la dystrophine par i)
un transfert du géne fonctionnel de la dystrophine, ii) un saut d’exon pour restaurer le

cadre de lecture, iii) par la thérapie cellulaire ou encore par iv) I'édition de génes.

1.6.4.1 Transfert du géne de la dystrophine

Le transfert de genes est utilisé pour restaurer I'expression de la dystrophine par
l'introduction d’'une version fonctionnelle du géne par des vecteurs viraux dans les
cellules musculaires des patients DMD (Okada et Takeda, 2013). Le transfert de génes
est réalisé le plus fréquemment par les virus associés aux adénovirus (AAV). Cependant,
leur utilisation est limitée par la petite taille du transgene (4,7 kb) qu'’il est possible d'y
insérer (Howarth et al., 2010). En effet, la grande taille du géne de la dystrophine (2,5
Mpb) est un obstacle majeur pour son transfert par les vecteurs viraux. C’est pourquoi, le
transfert de genes codant pour des mini- et micro-dystrophines fonctionnelles a été testé
in vivo dans des modéles animaux puis en conditions cliniques. Ces versions courtes de
la dystrophine sont composées du domaine de liaison a I'actine (en N-ter), du domaine
riche en cystéine et du domaine C-ter et amputées du domaine Rod (Nakamura, 2019)

(figure 14).
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Mini-cystrophine vz (DS - CEED coow .30
Micro-dystrophine NH2 COOH 4,9kb

Figure 14 : Structure de la mini- et la microdystrophine d’aprés (Nakamura, 2019) La minidystrophine
correspond a la forme de la dystrophine retrouvée chez les patients atteints du synddome de Becker sa taille
est de 6,2 kb. Le domaine rod peut étre tronqué pour créer la microdystrophine (4,9 kb) qui peut étre
incorporée dans les vecteurs viraux. Ces deux formes courtes de la dystrophine conservent leurs domaines
de liaison a l'actine, le domaine riche en cystéine et le domaine C-terminal de la dystrophine entiére (14
kb).

Il a été montré que le phénotype dystrophique des souris mdx peut étre atténué
par la transfection d’'une minidystrophine (A17-48) (Phelps et al., 1995). Cependant, les
formes courtes mini- et micro- dystrophine ne possédent pas la totalité des domaines
Hinge et des domaines d’interaction avec les autres protéines du complexe DGC. Donc,
contrairement a la forme entiére, elles ne permettent donc pas de restaurer totalement
les défauts causés par la pathologie comme, par exemple, la rigidité membranaire (Koo
et al., 2014). De plus, ces formes raccourcies doivent étre exprimées en plus forte
quantité que la version compléte pour obtenir des effets similaires (Phelps et al., 1995).
Pour contourner ce probléme de taille et délivrer la dystrophine humaine entiére, certains
auteurs ont découpé la séquence codante de la dystrophine en trois parties et l'ont
insérée dans trois vecteurs AAV indépendants contenant également des signaux uniques
de recombinaison directionnelle. Bien que cette stratégie permette I'expression de la
protéine entiére chez les souris mdx, le taux de reconstitution reste faible (Lostal ef al.,

2014).
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1.6.4.2 Le sautd’exon
La stratégie de saut d’exon correspond a une correction génique qui permet
I'élimination de I'exon porteur de la mutation, le rétablissement du cadre de lecture et la
restauration de I'expression de la dystrophine au niveau du sarcolemme (figure 15) (Lu

et al., 2000; Yokota et al., 2006).

DMD A exon 51 DMD traité A exon 51-52
N\ N\ /\ A\
pre-ARNm  [T50K 52K <] ] -
AON
ARM mature

! !

Dystrophine Dystrophine

Figure 15 : Schéma du mécanisme de saut d’exon illustré par I'exemple du saut de I’exon 52 du
géne codant la dystrophine. Une délétion de I'exon 51 engendre une terminaison prématurée du transcrit
et par conséquent I'absence de production de dystrophine. L’hybridation d’'un oligonucléotide antisens
(AON, en rouge) permet le saut de I'exon 52 rétablissant ainsi le cadre de lecture et donc la production
d’'une protéine dystrophine tronquée mais fonctionnelle. D’aprés (Dzierlega & Yokota, 2020).

Les oligonucléotides les plus fréquemment utilisés et les plus efficaces sont des
2’-O-methyl-phosphorothioates AO (2’0OMeAO) et des oligoméres morpholino
phosphorodiamidate (PMO ou morpholino) (Nakamura et Takeda, 2009; Echigoya et al.,
2015). Des études in vivo ont montré que I'injection de 2’0OMeAO ciblant 'exon 23, permet
une restauration de la dystrophine dans plus de 20% des fibres musculaires chez des
souris mdx, normalement déficientes (Fletcher ef al., 2006). Cette stratégie prometteuse
a été soutenue par plusieurs entreprises dans le but de développer des AOs de type PMO

et 220OMeAO testés en essais cliniques (tableau 13).
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Tableau 13 : Exemples d’essais cliniques utilisant la stratégie de saut d’exon dans le contexte de
la dystrophie musculaire de Duchenne

| _Cible | Outils | Essaisclinigue | Références |

20OMeAO Phase I/II,. expression dytrophine BioMarin,
. mais bénéfices pas
(ou PR0O51 ou drisapersen) - PO Prosensa
statistiquement significatifs
Phase Il (NCT03985878) pour

PMO : AVI-4658 ou Eteplirsen ou  évaluer la tolérance des patients, Sarepta

Exondys51 efficacité non significative Therapeutics
statistiqguement

m PMO : Golodirsen ou VYONDYS  Amélioration de I'expression de Sarepta
53 ou SRP-4053 la dystrophine Therapeutics

m PMO : Casimersen ou SRPA045 Faible augmentation de Ia Sarepta
dystrophine Therapeutics
m (NS-065 / NCNP-01) Phase Il (Korgg'j's‘?t al,

1.6.4.3 La thérapie cellulaire
La thérapie cellulaire est elle aussi une stratégie activement développée (lkemoto
et al., 2007) dans le but de transplanter des patients avec des cellules satellites
musculaires modifiées a I'aide d’un lentivirus portant la microdystrophine CS1. Les études
précliniques ont mis en évidence que ces cellules montrent une capacité a la régénération
des muscles, dans le contexte de la DMD, quatre semaines aprés la greffe (lkemoto et

al., 2007).

La société Capricor Therapeutics a développé une autre approche, intitulée
« CAP-1002 », qui utilise des cellules progénitrices cardiaques de donneurs. Les études
précliniques ont montré les capacités anti-inflammatoires, anti-fibrotiques et
régénératives de ces cellules dans le modéle murin mdx. Les résultats de I'essai clinique
HOPE (NCT02485938) ont montré une bonne tolérance de linjection ainsi qu’une
amélioration morphologique et fonctionnelle du coeur et amélioration de la fonction des

membres supérieurs (Taylor et al., 2019). Aujourd’hui, la phase Il de I'essai clinique est
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en cours afin d’évaluer les effets du traitement sur les performances motrices des patients

(Essai HOPE-2, NCT03406780).

1.6.4.4 Les essais cliniques dans le contexte de la DMD

Les investissements et I'intérét mondial portés dans les différentes stratégies de
thérapie génique ont permis de lancer une vingtaine d’essais cliniques, au cours de ces
dernieres années, dans le contexte de la dystrophie musculaire de Duchenne. Ainsi, le
transfert de génes, le saut d’exon et la thérapie cellulaire sont en cours d’évaluation
clinique afin de jauger leur sécurité d’utilisation, leur efficacité ainsi que leur devenir dans
I'organisme. Aujourd’hui plusieurs protocoles sont en phase Il (tableau 14) et I'espoir de
voir un traitement thérapeutique pourrait se concrétiser pour les patients atteints de la

DMD.
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Tableau 14 : Essais cliniques en thérapie génique en cours dans le contexte de la DMD, source afm-téléthon.fr

o Numéro de I'essai . . o
Stratégie S Résultats intermédiaires
clinique

rAAVrh74.MCK.Micro-
Dystrophine

rAAVrh74.MCK.Micro-
Dystrophine
(SRP-9001)

Transfert
de géne

PF-06939926

SGT-001

Eteplirsen ou Exondys51®
(exon 51)

SRP-4053 et du SRP-4045
(essai : ESSENCE)

Saut SRP-4053 et SRP-4045
d'exons extension de phase llI

SRP-4051 (exon 51)
extension

NS-065/NCNP-01 extension
DS-5141b (exon 45)

i

I

I

NCT03375164

NCT03769116

NCT03362502

NCT03368742

NCT03218995
NCT03985878

NCT02500381

NCT03532542

NCTO03675126
NCT03167255
NCT02667483

Forte expression de la micro-dystrophine, amélioration fonctionnelle de
33% en moyenne, bonne tolérance sans effet indésirable sérieux

Evaluation des effets d'une injection intraveineuse du produit
rAAVrh74.MCK.Micro-Dystrophine

Evaluation de la sécurité d'utilisation de l'injection intraveineuse de PF-
06939926 chez des personnes atteintes de DMD ambulantes

3 mois de traitement production de dystrophine fonctionnelle dans 10% des
fibres musculaires

Evaluation de la sécurité d'utilisation, la tolérance, le devenir dans
I'organisme et l'efficacité de I'eteplirsen

Evaluation de la sécurité d'utilisation et efficacité de I'eteplirsen

Evaluation de la sécurité d'utilisation et efficacité du SRP-4053 et du SRP-
4045

Evaluation de la sécurité d'utilisation et efficacité du SRP-4053 et du SRP-
4045

Evaluation de la sécurité d'utilisation, la pharmacocinétique et I'efficacité du
SRP-4051

Evaluation de l'innocuité et de I'efficacité du NS-065/NCNP-01

Evaluation de la sécurité d'utilisation, de la tolérance, du devenir dans
l'organisme et de I'efficacité de deux doses de DS-5141b
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1.6.4.5 L’Edition de génome

L’édition de génome, dans le contexte de la dystrophie musculaire de Duchenne,
a été réalisé dans des modeéles murins et canins de la pathologie pour retirer une région
porteuse d’'une mutation et corriger le cadre de lecture. Par exemple, Xu et al., ont réalisé
la délétion des exons 21-23 du gene de la dystrophine, soit une délétion de 23 kb,
permettant de restaurer I'expression de la dystrophine dans les tissus traités (Xu ef al.,
2016b) (figure 16). D’autres études précliniques ont montré l'efficacité du systeme
CRISPR/Cas9, distribué a I'aide d’'un AAV, pour éliminer 'exon 51 et restaurer le cadre

de lecture, dans le modéle canin AE50-MD (Amoasii et al., 2018).

A ‘ 23kb

20) 212223| 24 24
07 HIAT >

120:gTAATGAGAATTTCAACGCCCAGG

123:gACCTTTCCCTCTCATCGGTGGGG

B Exon 20 ‘ Exon 24
ISARIRINRRInayiIng

TTGTAAGAATCACATA
120

> -

Figure 16: Délétion d’une grande région dans le géne dmd murin par le systéme CRISPR. (A) Schéma
du sites génomique cible pour ’TARNg du systeme CRISPR. L’exon muté est représenté en jaune. Les croix
rouges indiquent les sites de coupures doubles brins ciblés par le systeme CRISPR au niveau de l'intron
20 (i20) et de l'intron 23 (i23). (B) Analyse du séquencage des produits obtenus aprés RT-PCR des
transcrits exprimés dans les cellules C2C12 traitées avec les ARNg et la Cas9. Figure adaptée de (Xu et
al., 2016b).

Tableau 15 : Etudes du saut d’exon dans le contexte de la DMD.

| Cible |  Outls |  Références
(Long et al., 2016; Nelson et al., 2016)

m CRISPR/Cas9 + AAV 8 ou 9 (Tabebordbar et al., 2016)

| Exon51 |

CRISPR/Cas9 + AAV (Amoasii et al., 2018)

m CRISPR/Cas9 (Xu et al., 2016a)

| Exons 45-55 | CRISPR/Cas9 (Bengtsson et al., 2016; Zhu et al., 2017)
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1.7 Mucoviscidose

1.7.1 Généralités

La mucoviscidose est une pathologie génétique autosomique qui se transmet de
maniére récessive (Lowe et al., 1949). Il s’agit de la pathologie rare la plus commune
dans la population caucasienne. Sa prévalence est de 1 cas pour 3000-4000 naissances.
Elle est caractérisée principalement par des atteintes du systéme gastro-intestinal et du
systéme respiratoire comme une obstruction chronique des voies pulmonaires, une
insuffisance de l'activité exocrine du pancréas ou encore par une forte concentration en
sel dans la sueur. Les hommes atteints par la mucoviscidose sont stériles du fait de

'absence de canaux déférents (Kaplan et al., 1968).

1.7.2 CFTR Gene / Protéine

Le géne défectueux responsable de cette pathologie a été identifié en 1989 par le
clonage et la caractérisation d’ADN complémentaires (Kerem ef al., 1989; Riordan ef al.,
1989; Rommens et al., 1989). Il s’agit du géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator) localisé sur le chromosome 7 dans la région 7q31.2 (Rommens
et al., 1989). Il est composé de 27 exons répartis sur 250 kpb. La protéine CFTR est
classée dans la famille des protéines transmembranaires liant 'ATP et joue un rble de
transporteur d’'ions chlorures et bicarbonates au niveau apical des cellules épithéliales.
La protéine CFTR intervient donc dans la régulation de la conductance transmembranaire

(figure 17).
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coté extracellulaire

Figure 17 : La protéine CFTR et sa localisation dans
la membrane plasmique d’aprés (Souza-Menezes et al.,
2014). C : domaine C-terminal, N : domaine N-terminal,
NBD1 : domaine 1 de liaison aux nucléotides, NBD2 :
domaine 2 de liaison aux nucléotides, R : domaine
régulateur, TMD1 : domaine transmembranaire A, TMD2
: domaine transmembranaire 2

Cc

coté intracellulaire

La protéine CFTR est exprimée dans les tissus pulmonaires, salivaires, sub-
muqueux ainsi qu’au niveau des reins, de la rate, de l'intestin, des glandes de la vésicule
biliaire, du pancréas et de l'utérus. Ceci explique les atteintes pulmonaires et gastro-
intestinales observées chez les patients. Depuis 1982, Sing et ses collaborateurs ont
observé une grande variabilité phénotypique de cette pathologie (Sing ef al., 1982). En
effet, les patients peuvent présenter des maladies hépatiques (obstruction du tractus
biliaire (Gaskin et al., 1988), des sténoses des voies biliaires (Bilton ef al., 1990), des
cirrhoses (Gabolde et al., 2001; Bartlett et al., 2009), des insuffisances pancréatiques

(Corey et al., 1989; Kerem et al., 1989).
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1.7.3 Les mutations

Selon la base de données établie par le consortium d’analyses génétique de la
Mucoviscidose, il existerait 2088 mutations localisées sur le géne CFTR

http://www.genet.sickkids.on.ca/Home.html (figure 18). Selon la mutation impliquée, ce

n’est pas la méme étape qui est altérée dans la production de la protéine CFTR.

t 188.7 kb >

Geéne
A e o — N —— Aﬂ/\/\ A/\A LN
123 4 5 6aé6b 7 10 11 12 14a14b15 16 17a17b 18 19 20 21 22 23 24
B Numéro exon )
C Faux sens 00 LR WORRL DRCRUCEN D NR N DR i NN N ROLRIEE I R
Non sens ORI D N AR R R R R R

Cadrede lecture {{inam W1 0 UOONE 00 0000 W0 000N O0MN (R0 CHUm R T WREm W |
Insertion/délétion | I L Al Il LI 1

Epissage I
Promoteur
Variations de séquence !/ R0 I W0 Ot v o v i ree e e e
Légende exon MM intron (pas a l’échelle) mutation dans un exon

mutation dans un intron ou promoteur

Figure 18 : Le géne CFTR, le transcrit et la distribution des mutations d’aprés source (Tsui & Dorfman,
2013). (A) échelle numérotée schématique des exons et des introns. (B) Schéma des exons et des introns
dont la taille n'est pas a I'échelle. (C) Distribution des mutations connues et des polymorphismes

représentés per des barres verticales.

En effet, les étapes concernant le repliement, I'adressage a la membrane
plasmique ou bien la fonctionnalité de la protéine peuvent étre perturbées par des

mutations répertoriées en 6 classes (figure 19).
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Classe IV Classe V
Moins de Moins de

fonction protéine

CFTR Classe | Classe ll Classe lll
sauvage Pas de protéine Pas de traffic Pas de fonction

Classe V
Moins stable

G542X F508del G551D R117H 3849-10kb C>T  rF508del
wi1282X  N1303K, R560T R334W 3262-26A>G

R1162X AS61E, R1066C

Figure 19 : Classification des mutations de la protéine CFTR d’aprés (Cabrini, 2018). Les six classes
de défauts moléculaires retrouvés pour la protéine CFTR. Les mutations les plus communes et
responsables de chaque défaut sont indiquées en dessous de chaque classe de défaut a titre d’exemple.
Classe | : mutations non-sens au sein du géne CFTR qui n’aboutissent pas a la production de la protéine.
L’ARNmM transcrit a partir du géne muté va directement étre dirigé vers une voie de dégradation. Classe Il :
défaut de conformation spatiale de la protéine, I'entrainant ainsi vers la voie de dégradation au niveau du
réticulum endoplasmique. Classe Il : protéines CFTR ayant une conformation spatiale correcte et localisée
a la membrane plasmique mais qui ne sont pas fonctionnelles. Classe IV : les protéines sont correctement
maturées, localisées a la membrane et peuvent étre activée. Cependant, le flux d’ions qui la traverse est
restreint. Cela est principalement di a des mutations de I'arginine localisée dans le domaine MSD impliqué
dans le transport des ions chlorure a travers la membrane plasmique. Classe V : les mutations qui ménent
a un épissage aberrant de certains ARN aboutissant alors a une protéine erronée. Le nombre de protéines
CFTR fonctionnelle et localisées a la membrane plasmique est largement réduit. Classe VI : les mutations
qui affectent la stabilité de la protéine et/ou son ancrage dans la membrane plasmique.

Parmi ces nombreuses mutations, la plus fréquente en Europe est une délétion
d’'une phénylalanine en position 508 (Riordan ef al., 1989). La mutation F508del engendre
un défaut de conformation et une rétention de la protéine dans le réticulum
endoplasmique empéchant celle-ci d’étre exprimée a la surface des cellules, ce qui

entraine un défaut dans le flux d’ions chlorure.
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Globalement, le dysfonctionnement de la protéine CFTR provoque une
accumulation de mucus compact au niveau des tissus pulmonaires ainsi qu’une
diminution du nettoyage mucociliaire. Ceci favorise la colonisation des tissus par des
bactéries pathogénes engendrant des infections chroniques ou des inflammations. Les
souches bactériennes pathogénes les mieux identifiées sont Staphylococcus aureus,
Herpes influenzae et Pseudomonas aeruginosa. Ces souches établissent des biofilms et
déclenchent des infections responsables de la dégradation des tissus pulmonaires voir

la mort du patient dans la majorité des cas (Domingue et al., 2020).

1.7.4 Traitements pharmaceutiques
De nos jours, aucun traitement curatif n’existe pour cette pathologie. La prise en
charge des patients repose sur le traitement de leurs symptomes par des stratégies
pharmacologiques et donc sur I'emploi d’antibiotiques, de médicaments anti-
inflammatoires, de bronchodilatateurs, de mucolytiques et d’agents osmotiques. Ces
différentes molécules diminuent la progression de la maladie et retardent les dommages

irréversibles au niveau pulmonaire (Trandafir Laura M, 2019).

Le développement des stratégies pharmacologiques permet, aujourd’hui, d’élever
'espérance de vie d'un patient a 50 ans, contre 5 ans dans les années 1960
(www.vaincrelamuco.org). Le tableau 16 regroupe les principaux produits
pharmacologiques autorisés sur le marché européen et américain. Récemment, en
octobre 2019, la FDA a autorisé la vente d’une trithérapie, nommée Trikafta®, qui repose

sur 'emploi combiné de Tezacaftor/ lvacaftor (Symdeko ®) et d’Elexacaftor pour les
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patients agés de plus de 12 ans et ayant au moins une copie de la mutation F508del, soit
90% de la population atteinte de la mucoviscidose. Elexacaftor et Tezacaftor jouent le
réle de correcteur en augmentant le nombre de protéine CFTR F508del au niveau de la
membrane plasmique, en facilitant leur conformation et leur trafic jusqu’a la membrane.
L’ivacaftor joue le réle de modulateur du potentiel du canal ionique CFTR en augmentant
son ouverture pour faciliter le passage des ions chlorures. Cette trithérapie améliore la
qualité et la fonctionnalité des protéines CFTR mutées a la surface de la cellule

permettant ainsi le rétablissement du transport des ions chlorures (Hoy, 2019).

L’emploi de traitements pharmaceutiques permet de retarder I'apparition de
symptomes sévéres chez les patients atteints de mucoviscidose mais ne permettent pas
de guérir de cette pathologie. D’autres stratégies sont en cours d’élaboration et

concernent le développement de la thérapie génique.
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Tableau 16 : Traitements pharmacologiques utilisés dans le contexte de la mucoviscidose d’aprés (De Boeck, 2020), www.cff.org et www.prescriber.co.uk

Cible les ADN extracellulaire pour réduire la viscosité des
expectorations

Dornase a
(Pulmozyme)

lvacaftor
(Kalydeco)

Lumacaftor/
Ivacaftor (Orkambi)

Potentiateur CFTR qui favorise le transport des ions chlorures
en augmentant I'ouverture du canal CFTR a la surface de la
cellule

Hyper-osmotique qui améliore I'évacuation du mucus dans
les poumons

Lumacaftor est un correcteur de CFTR qui agit directement
sur la mutation F508del pour améliorer la formation et le trafic
de la protéine et augmenter le nombre de CFTR fonctionnelle

a la surface de la cellule

Symkevi, Symdeko
(Tezacaftor/
lvacaftor)

Association du potentiateur ivacaftor et du correcteur
tezacaftor

Tri-thérapie composée de trois modulateurs différents
tezacaftor/ivacaftor (Symdeko®) combiné avec elexacaftor

Patients avec une FVC >40% et agés de plus de 5 ans

Patients > 2ans qui ont une mutation de classe Ill : G551D, G1244E,
G1349D, G178R, G551S, S1251N, S1255P, S549N ou S549R

Pour les patients >18ans avec une mutation R117H

Patients >18ans comme thérapie complémentaire

Patients >12ans homozygotes pour F508del

Patients >12ans hétérozygotes pour F508del et ayant au moins l'une
des mutations suivantes : P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E,
D579G, 711 + 3A>G, S945L, S977F, R1070W, D1152H,
2789+5G>A, 3272 26A>G ou 3849 +10kbC>T

Patients >12ans avec au moins une copie de la mutation F508del
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1.7.5 Traitements de la mucoviscidose par thérapie génique

Le recours a la thérapie génique est une solution envisagée pour traiter cette
pathologie. La stratégie la plus pertinente est basée sur le principe de la complémentation
de géne. En effet, l'utilisation d’'un systéme d’édition de génome comme CRISPR/Cas9
nécessiterait une optimisation pour chaque patient puisqu’il existe une multitude de
mutations du géne CFTFR engendrant la mucoviscidose, idem pour les stratégies de saut
d’exon (Gill et Hyde, 2014). C’est pourquoi, l'introduction d’une copie fonctionnelle du
géne CFTR semble étre une approche plus appropriée pour traiter n’'importe quel patient
souffrant de la mucoviscidose indépendamment de sa mutation contrairement a

I'lvacaftor (Gill et Hyde, 2014).

Les principales classes de virus utilisées pour introduire une version fonctionnelle
du géne CFTR sont les adénovirus recombinants (rAd), les virus associés aux adénovirus

recombinants (rAAV) et les lentivirus recombinants (rLV).

Les résultats provenant des modéles animaux ont montré que les adénovirus
recombinants sont des vecteurs hautement efficaces pour le transfert de génes (Gill et
Hyde, 2014). Plusieurs essais cliniques ont été menés avec les adénovirus (tableau 17)
révélant ainsi que la majorité d’entre eux sont responsables d’une réponse immunitaire

qui limite largement leur effet thérapeutique.

Malgré les modifications et les progrés avancés sur ces particules adénovirales,
les résultats de ces précédents essais cliniques ménent a 'abandon progressif de cette

stratégie au profit des virus associés aux adénovirus (AAV). Dans le contexte de la
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mucoviscidose, 'AAV2 est souvent utilisé comme vecteur pour introduire le géne CFTR
dans les cellules des patients. Cependant, un essai clinique de phase Il a révélé que ce
traitement n’améliore pas significativement les performances pulmonaires des patients et
a mis en évidence une production d’anticorps dirigés contre la particule virale chez les

patients traités avec 'AAV2, vecteur du géne CFTR (Moss ef al., 2007a).

Les lentivirus ont une forte efficacité pour transférer des génes dans les tissus
pulmonaires et a intégrer un géne dans le génome des cellules qui se divisent ou non.
L’avantage de ces virus concerne lintégration de la séquence thérapeutique dans le
génome de I'héte qui permettrait la transmission de I'information a la cellule fille lors de
la division cellulaire et donc une expression du transgéne sur le long terme (Griesenbach
et al., 2012). La suppression des séquences LTR des vecteurs lentiviraux a permis de
mettre au point une nouvelle génération de lentivirus recombinants, appelés SIN lentivirus
(Self inactivating lentiviral). Ce type de vecteur viral s’intégrerait préférentiellement dans
des séquences introniques et peut étre modifié dans le but d’obtenir différents
pseudotypes spécifiques d’un type cellulaire (Miah et al., 2019). Dans le contexte de la
mucoviscidose, le vecteur lentiviral rFIV-GP64 a montré des résultats prometteurs pour
la transduction de cultures primaires de cellules épithéliales pulmonaires, de tissus
murins et porcins (Miah et al., 2019). Bien que ce vecteur puisse étre administré plusieurs
fois, il a été montré que deux semaines aprés I'administration par aérosol d’'une seule
dose du vecteur rFIV-GP64 porteur de la séquence codante du gene CFTR, le phénotype
de la mucoviscidose était corrigé chez le porc et plus particulierement le transport
d’anions, le pH a l'interface air/liquide tout en diminuant les populations bactériennes

(Cooney et al., 2016).
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Un autre vecteur lentiviral, le vecteur rSIV-F/HN comportant la protéine de fusion
(F)/ Hemagglutinin/Neuramidase protein (HN), a été mis au point dans le contexte de la
mucoviscidose. En 2017, un essai pré-clinique mené par Alton et al., (Alton et al., 2017)
dans un modéle murin de la mucoviscidose a montré que lI'expression du transgéne
perdure sur une durée de deux ans dans les poumons des souris traitées et que le taux
de transduction s’éleve a 15% dans les cellules pulmonaires. Ce score est largement
supérieur au seuil minimal de 5% de cellules transfectées, nécessaire pour observer des
bénéfices dans le contexte de la mucoviscidose. I a également été montré que
'administration répétée de ce vecteur est possible et aboutit a une réponse cumulative
dans I'expression du transgéne (Miah et al., 2019). A ce jour, aucun essai clinique n’a
été enregistré a propos de I'emploi des lentivirus recombinants dans le contexte de la
mucoviscidose tandis que des stratégies non virales, a base de liposomes ont déja été

testées.
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Tableau 17 : Vecteurs viraux utilisés dans le transfert du géne codant la protéine CFTR (Prickett et

Jain, 2012).

Adénovirus Voie nasale

Voie nasale et

Adénovirus .
pulmonaire

Adénovirus Voies nasales

Adénovirus Voies nasales
Adénovirus Voies nasales
> . Voies nasales et
Adénovirus .
pulmonaires
. . Voies
Adénovirus .
pulmonaires
> . Voies
Adénovirus .
pulmonaires
. . Voies
Adénovirus .
pulmonaires

Voies nasales

Voies
pulmonaires

Voies nasales

Voies nasales et
pulmonaires

Voies
pulmonaires

Voies
pulmonaires

Non

Inflammation
passagere a
haute dose

Inflammation
locale a
haute dose

Non

Non

Non

Non

Symptoémes
proches de
la grippe

Fiévres
passageéres,
myalgies

Non

Possible

Non

Possible

Non

Non

Potentiel nasal rétabli
ARNm et protéine CFTR
indétectable

Potentiel nasal variable

CFTR détectée dans le nez
mais pas dans les poumons

Potentiel nasal inchangé
ARNm CFTR détectée
principalement a haute dose
Partielle correction du
potentiel nasal
Faible retour a la normale du
potentiel nasal
ARNm et protéine CFTR
détectée plus dans le nez que
dans les poumons
ARNm CFTR positive mais
diminue aux administration
suivante

Vecteur ADN détecté

CFTR ARNm et ADN détectés
transitoirement

Correction partielle du
potentiel nasal

ARNmM CFTR non détecté
ARNmM non détecté

Pas de changement du
potentiel nasal
Pas de changement
histologique en IL-8
Pas de changement du
potentiel nasal

Volume d'expiration forcée en
1s a tendance a étre amélioré

ARNm CFTR non détecté
Volume d'expiration forcée en
1s, marqueurs
d'expectorations, pas
d'amélioration avec la prise
d'antibiotiques

Vecteur Méthode Effets
d'administration | secondaires

(Zabner et al.,
1993)

(Crystal et al.,
1994)

(Knowles et al.,
1995)

(Hay et al.,
1995)
(Zabner et al.,
1996)

(Bellon et al.,
1997)

(Harvey et al.,
1999)

(Zuckerman et
al., 1999)

(Joseph et al.,
2001)et
(Perricone et al.,
2001)

(Wagner et al.,
1999)

(Aitken et al.,
2001)

(Wagner et al.,
2002)

(Flotte et al.,
2003)

(Moss et al.,
2004)

(Moss et al.,
2007b)
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D’autres stratégies reposant sur l'introduction de TARNm CFTR associé a des
liposomes (Bangel-Ruland ef al., 2013) ou a des nanoparticules (Robinson ef al., 2018)
(Kolonko et al., 2020) ont également été proposées afin de traiter chaque patient atteint
de la mucoviscidose indépendamment de sa mutation. L’emploi des ARNm permet
d’éliminer I'étape de translocation nucléaire puisque les ARNm sont traduits directement
dans le cytoplasme. Cette caractéristique diminue donc le risque d’insertion dans le
génome héte. Cependant, les ARNm ont une demi-vie courte, une faible stabilité et un
caractére cytotoxique. Dans le but de pallier ces inconvénients, des ARNm modifiés
chimiquement sont synthétisés pour augmenter la stabilité et diminuer 'immunogénicité
notamment par la substitution des UTP et CTP par des pseudo-uridine ou des 5’-méthyl-
CTP (Miah et al., 2019). Les ARNm modifiés sont complexés a des nanoparticules
lipidiques composées de D-Lin-MC3-DMA, DSP, cholestérol, et de DMG-PEG 2K (Haque
et al., 2018) ou a du PLGA recouvert de chitosan (Robinson et al., 2018). En 2018, un
essai clinique a été lancé pour tester l'efficacité d'un ARNm, nommé MRT5005,
administré par inhalation a des patients atteints de la mucoviscidose (NCT03375047).
Cet essai soutenu par la société Translate Bio, Inc. (Lexington, MA, USA) a montré des

résultats encourageants concernant 'amélioration des fonctions pulmonaires.

Dans le contexte de la mucoviscidose, le systtme CRISPR/Cas9 permet de
proposer plusieurs types de stratégies thérapeutiques. En effet, I'édition de génome ou
l'insertion de la séquence saine du géne CFTR permettrait de rétablir 'expression de la
protéine de maniére durable. Le systéeme CRISPR/Cas9 peut corriger la séquence sans
provoquer de cassure double brin et ainsi éditer uniquement les bases (adénine et

cytosine) de 'ADN (Da Silva Sanchez et al., 2020).
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1.8 Conclusion

Globalement, les virus recombinants sont de puissants outils de transfert de génes
capables d’introduire efficacement un transgéne dans une cellule héte. Cependant, ce
type de vecteur est limité par sa capacité d’'empaquetage du transgene. Par exemple, la
taille de la séquence codante de la forme entiére de la dystrophine est de 14 kbp. Ce qui
est un réel obstacle au transfert de genes par les techniques actuelles. C’est pourquoi,
dans le contexte de la DMD, ce sont les formes courtes, mini- et micro-dystrophine, qui
sont utilisées. Bien que les formes raccourcies de la dystrophine réglent le probléme de
la taille et permettent de ralentir la progression de la pathologie, ces mini- et micro-
dystrophines ne sont pas aussi efficaces que la dystrophine compléte. Néanmoins, des
efforts sont en cours pour perfectionner les vecteurs viraux, notamment les AAV, pour
pallier les défauts d’intégration du géne médicament dans les cellules musculaires et leur

immunogénicité.

Chez les patients atteints de la mucoviscidose, les atteintes pulmonaires
correspondent a la premiére cause de déces. C’est pourquoi, la majorité des traitements
visent a améliorer les capacités respiratoires de ces patients. De plus, les poumons sont
relativement accessibles par des aérosols. Cependant, les poumons filtrent I'air par des
mécanismes physiques et immuns pour protéger le reste de I'organisme des molécules
ou des pathogénes présents dans I'environnement. Par conséquent, la structure de
'organe, la composition cellulaire de I'épithélium pulmonaire et la présence de mucus
sont des barriéres au transfert de génes par aérosol. En effet, I'épithélium pulmonaire est
composé de cellules quiescentes et différenciées qui sont remplacées tres lentement par

quelques progéniteurs. En absence d’intégration du géne CFTR, la stratégie de
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délivrance doit permettre des « injections » répétées en cas d’expression transitoire du
transgéne ou alors que le transgéne s’exprime de maniére permanente sans altérer les

tissus (Gill et Hyde, 2014).

Afin de délivrer le géne thérapeutique dans les cellules mutées, les vecteurs
doivent étre capables de franchir I'épaisseur du mucus qui limite I'acces a I'épithélium,
pénétrer dans la cellule cible de maniere relativement rapide afin d’éviter I'exposition au
systéme immunitaire stimulé de maniére basale par les phénoménes d’inflammations des
tissus. La rareté des récepteurs présents a la surface cellulaire réduit I'entrée des

vecteurs dans le cytosol.

Parfois, une réponse immunitaire a certaines particules virales préexiste chez les
individus et limite I'efficacité du transfert de génes. De plus, le caractére immunogéene
des vecteurs viraux interdit les réinjections dans le cas ou le transgéne ne s’intégre pas

au génome de I'héte et disparaitrait au fil des divisions cellulaires.

Lorsque le traitement est efficace, I'inconvénient majeur des virus recombinants
concerne leur colt de production a grande échelle. Le colt du traitement contre
'amyotrophie spinale (Zolgensma) récemment mis sur le marché s’éléve a 1,9 millions

d’€/patient.

Il est donc nécessaire de développer d’autres systemes de transfert de génes

notamment des vecteurs synthétiques.
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2 Chapitre Il : Les systémes de délivrance non viraux dans le contexte de la DMD et

de la Mucoviscidose

2.1 Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non-viraux ou synthétiques ont été développés pour pallier
I'activation du systeme immunitaire par les particules virales et permettre la répétition des
injections des acides nucléiques thérapeutiques, le transfert de fragment d’ADN de

grande taille et la diminution du cout de production.

Les vecteurs non viraux sont majoritairement représentés par les liposomes
cationiques et les polyméres cationiques. Lorsqu’ils se complexent aux acides nucléiques
chargés négativement, ils forment des complexes électrostatiques appelés,
respectivement, lipoplexes ou polyplexes. Des lipopolyplexes peuvent étre obtenus
lorsque des liposomes sont ajoutés a des polyplexes préalablement formés (figure 20).
Cette complexation condense les acides nucléiques, facilite leur passage a travers les

membranes par la dissimulation des charges négatives et les protége des nucléases.

polyplexe lipoplexe lipopolyplexe

Figure 20 : Représentation schématique des vecteurs non viraux. Figure adaptée de (Zhou et al.,
2017).
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Les vecteurs non viraux sont moins immunogénes que les vecteurs viraux mais
leur efficacité de transfection reste faible. Les polyplexes, lipoplexes ou lipopolyplexes
sont des assemblages supramoléculaires capables de compacter les acides nucléiques,
de masquer leurs charges négatives et de les protéger des nucléases extra et
intracellulaires. Afin d’étre utilisé en application clinique, cet assemblage doit étre
biocompatible, biodégradable, spécifique du tissus cible, non immunogéne et bien sar ne
pas provoquer d’effet secondaire sur des tissus hors-cible. L’expression du transgéne
doit persister aussi longtemps que nécessaire pour favoriser ou inhiber I'expression d’une

protéine.

Le point fort des vecteurs synthétiques repose sur I'adaptabilité de leurs propriétés
physico-chimiques qui influent directement sur leur toxicité, leur stabilité et leur capacité
d’empaquetage du transgéne qui est théoriquement illimité. De plus, la production en
grandes quantités des lipides et des polymeéres n’est pas limitée par la reproductibilité
des formulations, ni par leur colt, en comparaison aux vecteurs viraux (Godbey et Mikos,
2001; Davies, 2002; Bono et al., 2020). Selon leur formulation, les complexes sont
caractérisés par des structures, des propriétés physico-chimiques et des mécanismes de
transfection différents (internalisation, échappement endosomal, entrée dans le noyau)
(Ni et al., 2019). Leur taille et leur charge sont deux criteres majeurs pour contréler leur
production et leur reproductibilité. La taille est mesurée par DLS (diffusion light scattering)
et la charge par la mesure du potentiel {. La taille est estimée par la mesure du diamétre
hydrodynamique avec I'approximation que la structure soit une sphére tandis que la
charge ou potentiel ¢ (en mV) correspond a la charge autour de la particule mesurée par

la mobilité des particules dans un champs électrique.
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2.1.1 Liposomes cationiques

Généralement, les liposomes sont composés de deux éléments: un lipide
cationique et un lipide neutre (helper lipid) (Tros de llarduya et al., 2010). Les lipides
mono- ou poly-cationiques sont des molécules amphiphiles structurées en trois
domaines : un domaine hydrophile et un domaine hydrophobe relié par un domaine de
liaison. Le domaine hydrophile correspond a la téte polaire des lipides qui porte les
charges positives qui interagissent avec les acides nucléiques. Le domaine hydrophobe
est caractérisé par des chaines aliphatiques ou du cholestérol (ou autres stéroides). Le
domaine de liaison, ou linker, sépare la téte et le motif hydrophobe. Il est composé
d’éther, d’ester, de carbamate, de pont disulfure ou de ponts amides qui influencent le

degré de biodégradabilité (Al-Dosari et Gao, 2009; Belmadi et al., 2015).

Les lipides cationiques, comme le 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane
(DOTAP) ou le 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium propane (DOTMA), sont
généralement associés a une forte cytotoxicité et a I'instabilité des lipoplexes (Zhi et al.,
2010); Puras et al., 2014; (Puras et al., 2014; Movahedi et al., 2015). L’ajout de PEG
et/ou de lipides neutres, comme le di-oleoyl phosphatidyl ethanolamine [L-a-di-oleoyl
phosphatidyl ethanolamine (DOPE) et le cholestérol, permet de limiter la cytotoxicité et
augmenter la stabilité (Colosimo et al., 1999; Cheng et Lee, 2016). Le DOPE et la L-a-
dioleoyl phosphatidyl choline (DOPC) font partis des premiers co-lipides testés (Gruner
et al., 1988; Farhood et al., 1995; Midoux et al., 2009). Les lipides neutres dits fusogénes
induisent généralement la fusion ou la déstabilisation des membranes par un

changement de conformation (Lin ef al., 2014; Barba ef al., 2019) (figure 21).
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Figure 21 : Structures des lipides cationiques et co-lipides utilisés dans les liposomes d’apres

(Barba et al., 2019).

En milieux aqueux, les lipides s’organisent en formant des vésicules (liposomes).
Les tétes polaires interagissent avec I'environnement aqueux par des ponts hydrogéne
tant dis que les chaines aliphatiques interagissent entre elles par des forces de van der

Waals pour former des bicouches lipidiques avec un compartiment interne lipophile

(Barba et al., 2019).

o o
. 0-5-0-CM
o

| DOTAP
1,2-Di0leoyl-3-TrimethylAmmonium Propane

o y N
o

y  BAAAAAAANAAAAA
MM AN A A - A,
L

DOGS

DiOctadecylamidoGlycylSpermine

,r'-m:k A " DC-Cho

3B[N-(N’,N’-Dimethylaminoethane)-Carbamoyl]
Cholesterol

o o
ANAAANAAA A NoPa ~
e e L ~

” DSPC

1,2-DiStearoyl-sn-glycero-3-PhosphoCholine

N
~LA3
wr s CHOL
Cholesterol

82



Dans le contexte de la mucoviscidose, Alton et ses collaborateurs ont mis au point
un systéme de délivrance non viral, appelé pGM169/GL67A, composé du plasmide
pGM169 dépourvu de nucléotides CpG codant le géne CFTR placé sous la dépendance
d’'un promoteur, composé de I'enhancer du cytomegalovirus humain et du promoteur du
facteur d’élongation 1 a humain, complexé au lipide cationique appelé GL67A synthétisé
a partir de GL67, DOPE et de DMPE-PEG 5000 dans un ratio molaire de 1:2:0,05 (Hyde
et al., 2008; Alton et al., 2013). L'essai clinique de phase IIB, réalisé chez 140 patients,
a montré que ce traitement ne provoque pas d’effet secondaire, diminue les phénomenes
d'inflammation et stabilise les fonctions pulmonaires des patients traités avec
pGM169/GL67A en comparaison au groupe ayant recgu le placebo (Alton et al., 2015).
D’autres formulations a base de DC-Chol/DOPE ou de DOTAP ont été développées et
testées en essais cliniques (tableau 18). Dans le contexte de la mucoviscidose, les
liposomes sont administrés par voies nasales. Bien que la plupart de ces formulations ne
provoquent pas ou peu d’effets secondaires, les bénéfices pour les patients sont souvent

limités.
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Tableau 18 : Récapitulatif des vecteurs non-viraux utilisés dans le traitement de la mucoviscidose

Vecteur

DC-Chol/DOPE

DC-Chol/DOPE

DC-Chol/DOPE

GL67

Nanoparticules
ADN

voies nasales

voies nasales

voies nasales

voies nasales

voies nasales

voies nasales

voies nasales et

pulmonaires

voies
pulmonaires

voies nasales

15

12

11

16

11

12

12

Correction
partielle du
Non potentiel nasal
ARNmM non
détecté
Correction
partielle du
potentiel nasal
Correction
partielle du
potentiel nasal
ARNm CFTR
dans certains
cas
Correction
partielle du
potentiel nasal
ARNm CFTR
dans certains
cas
Pas de
changement
du potentiel
nasal
ARNmM non
détecté
Réponse
significative
avec les deux
vecteurs
ARNm CFTR
pas détecté
Pas de
changement
du potentiel
nasal
ARNm pas
détecté
ADN CFTR
détecté
ARNm
partiellement
détectés
Correction
partielle du
potentiel nasal
ADN CFTR
détecté dans
le traitement et
quelques
contréles

Possible

Non

Non

Non

Non

Symptémes
grippaux

Symptémes
grippaux

Méthode Nombre Effets
d'administration | d'essais | secondaires

Calpen et al.,
Nature Medecine
1995

Gill et al., Gene
Therapy 1997

Hyde et al., Gene
Therapy 2000

Porteous et al.,
Gene Therapy
1997

Noone et al.,
Molecular Therapy
1999

Zabner et al., J Clin
Invest 1997

Alton et al., Lancet
1999

Ruiz et al., Human
Gene Therapy
2001

Konstan et al.,
Human Gene
Therapy 2004
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2.1.2 Polyméres cationiques
Les polyméres cationiques de haut poids moléculaires forment des polyplexes plus
stables que les polyméres de faibles poids moléculaires avec des tailles et des formes
variées selon leur composition (Bloomfield, 1996; Rinkenauer ef al., 2015). Il existe
plusieurs types de polymeres cationiques comme les poly-I-lysines, polyethyleimines
(PEI), poly(amidoamine)s, chitosan (Bono et al., 2020), cyclodextrines cationiques, des

polyméres cationiques alkylés (Belmadi ef al., 2015).

A pH physiologique, les fonctions amines protonées permettent la complexation
avec les acides nucléiques chargés négativement. En général, les polyplexes sont
globalement cationiques. Par conséquent, comme pour les liposomes, le greffage de
molécules hydrophiles comme le PEG diminue les charges de surface, permet de limiter
la cytotoxicité et d’augmenter la stabilité des polyplexes en limitant les interactions
électrostatiques avec la surface des cellules, les protéines sériques et en évitant
l'opsonisation par les cellules du systeme réticuloendothélial (Crowley ef al,

2015)(Kichler, 2004; Crowley et al., 2015; Chen et al., 2017; Ni et al., 2019).

La polyéthylénimine branchée (bPEI) a été utilisée pour la premiére fois en 1995
par I'équipe de Behr. La PEI branchée est composée d’unités -CH2-CH2-NH- (Boussif et
al., 1995) répétées 580 fois et a un poids moléculaire de 25 kDa (figure 22). Cette
macromolécule organique est caractérisée par une forte densité de charge. La PEI existe
aussi sous forme linéaire (figure 22). La forme linéaire de la PEI (IPEI) est un polymére
composé d’environ 510 unités -CH2-CH2-NH- caractérisée par un poids moléculaire

moyen de 22 kDa. Elle contient uniquement des amines secondaires (Goula et al., 1998).
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La PEI est largement utilisée car elle posséde un haut niveau de transfection grace a sa
densité de charge (20% des groupements amines sont protonées en conditions
physiologiques (Suh ef al., 1994; Tang et Szoka, 1997). L’état d’ionisation de ce polymeére
change selon le pH, conférant ainsi a la PEI un pouvoir endosomolytique, c’est-a-dire une
capacité a déstabiliser les membranes pour favoriser 'échappement endosomal des
complexes/acides nucléiques par un mécanisme « éponge a proton » (Boussif ef al.,

1995; Di Gioia et Conese, 2009).
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Figure 22 : Structure de la PEI linéaire et de la PEI branchée. Figure adaptée de (Demeneix et Behr,
2005).

L’efficacité de transfection de la IPEl dépend de sa masse molaire (le standard
étant de 22KDa). A linstar des poly-L-lysines ou des liposomes, I'excés de charges

positives portées par les polyplexes a base de PEI tend a étre cytotoxique. C’est

86



pourquoi, des associations avec des molécules neutres, comme du PEG ou des
cyclodextrines (Ni et al., 2019), sont établies. Le greffage de PEG évite également la
dégradation enzymatique des complexes a base de PEI. Les complexes PEIl les plus
stables et les moins toxiques sont ceux formés de PEI associée a une fonction
hydrophobe comme le salicylamide ou I'acide stéarique (Zhao ef al., 2015; Ni et al.,
2019). Les polymeres cationiques peuvent étre partiellement substitués avec une
molécule hydrophobe, tels que le cholestérol ou la dexaméthasone, permettant de

faciliter le passage de la membrane plasmique (Belmadi ef al., 2015).

Le chitosan est un polysaccharide naturel biodégradable de haut poids moléculaire
(213 KDa) composé de D-glucosamine et de N-acetyl-D-glucosamine lié par une liaison
3(1,4) capable de condenser 'ADN (Leong et al., 1998; Mao et al., 2001). Le chitosan
est obtenu aprés hydrolyse acide de la chitine. Lorsque le chitosan est modifié avec un
groupement imidazole, une amélioration de I'’échappement endosomal et une diminution

de la toxicité ont été observées (Kim ef al., 2003).

Les cyclodextrines correspondent a des oligosaccharides  cycliques
biocompatibles qui possédent 6, 7 ou 8 unités D(+)-glucose liées par des liaisons a-1,4
et appelés a, B ou y-cyclodextrines. Ces molécules peuvent étre transformées en entités
cationiques par substitution avec des acides aminés cationiques (histidine ou lysine) ou
des groupes éthylenimines pour former des complexes avec ’ADN appelés CDplexes

(Bennevault-Celton et al., 2011; Belmadi et al., 2015).
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2.1.3 Lipopolyplexes

Les lipopolyplexes sont réalisés a partir de polyplexes encapsulés dans des
liposomes (Li ef al., 1998; Vangasseri ef al., 2005; Perche et al., 2011). La combinaison
des caractéristiques des polyplexes et des lipoplexes confére aux lipopolyplexes une
meilleure stabilité colloidale, une toxicité plus faible et meilleure efficacité de transfection
(Chen et al.,, 2016). Il a été montré, in vivo, que les lipopolyplexes ont une meilleure
résistance aux nucléases et conduisent a une meilleure expression génique, en
comparaison aux lipoplexes DOTAP/ADN. Les premiers lipopolyplexes ont été réalisés a
partir d’'un polyplexe a base de protamine ou de polylysine et d'un lipide cationique, le
DOTAP, par Huang et son équipe (Gao et Huang, 1996; Li et Huang, 1997). Aujourd’hui
il existe plusieurs formulations de lipopolyplexes qui dépendent de la voie d’administration

choisie (Uchida et al., 2020).

2.2 Traffic intracellulaire des vecteurs non viraux

2.2.1 Généralités

Les vecteurs synthétiques sont employés pour faciliter I'internalisation des acides
nucléiques et les protéger contre les nucléases. Cependant, leurs applications cliniques
sont limitées par leur faible efficacité de transfection, qui est bien inférieure a celle des
vecteurs viraux. |l semblerait que cette faiblesse soit principalement liée a leurs
déplacements intracellulaires. En effet, l'internalisation des polyplexes et des lipoplexes
débute par un attachement a la membrane plasmique de maniére électrostatique ou par
la reconnaissance de récepteurs membranaires présents a la surface de la cellule. Puis,
les complexes sont internalisés le plus souvent par un mécanisme d’endocytose. Par

conséquent, ces complexes se retrouvent piégés dans les vésicules endosomales qu’ils
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doivent quitter avant d’étre entrainés vers la voie lysosomale de dégradation. Lorsque les
complexes s’échappent des endosomes, ils doivent étre capables de relacher les ADNs
dans le cytosol ou de transiter jusqu’a la région périnucléaire. A proximité du noyau, des
meécanismes pour franchir 'enveloppe nucléaire sont sollicités afin que les séquences

ADN pénétrent dans le noyau.

2.2.2 Franchissement de la membrane plasmique
Il existe plusieurs voies d’internalisation qui dépendent des signaux activés a la
surface cellulaire, de la taille du complexe, du type de polymére et du type cellulaire
(Goncalves ef al., 2004; Midoux et al., 2008). Le mécanisme d’internalisation emprunté
par les complexes qui est le plus détaillé est celui de I'endocytose. Cette voie est
constitutivement active dans tous les types de cellules mammiferes (Khalil et al., 2006;
Sahay et al., 2010). Elle est caractérisée par la formation de vésicules appelées

endosomes et peut étre dépendante ou indépendante de la clathrine.

L’entrée dans une cellule débute par un attachement a la membrane plasmique
par des interactions électrostatiques entre les charges positives des vecteurs et les
charges négatives de la bicouche lipidique. Il existerait des interactions avec les
glycoaminoglycanes (GAG) présents a la surface cellulaire associées a des co-
récepteurs qui ont un réle dans l'internalisation des particules (Perez Ruiz de Garibay,
2016). Lorsque le ligand se lie aux récepteurs de la surface cellulaire, les récepteurs se
regroupent et un manteau de clathrine se forme. Ensuite, ces régions membranaires
s’invaginent de maniére a former des puits tapissés de clathrine. Un phénoméne de

constriction puis de fission est déclenché par la dynamine GTPase qui aboutit a
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I'apparition de vésicules dont la taille peut atteindre 200 nm (McMahon et Boucrot, 2011).
A la suite de la fission, les vésicules perdent leur manteau de clathrine et peuvent
fusionner entre elles pour former un endosome précoce (Munsell et al.,, 2016). Les
endosomes précoces correspondent a des vésicules de transport et fusionnent avec les
endosomes tardifs, lesquels fusionnent avec les liposomes. Au cours de ce processus,
la lumiere des vésicules s’acidifie passant d’'un pH 7,2 en surface a un pH 6 dans les
endosomes précoces, puis a pH 5,5-5 dans les endosomes tardifs, et finalement a pH 5-

4,5 dans les lysosomes (figure 23).

L’endocytose a cavéole est un mécanisme actif dans beaucoup de types
cellulaires et notamment dans les cellules musculaires, les cellules endothéliales et les
fibroblastes (Conner et Schmid, 2003). Ce mécanisme d’internalisation, dépendant de
'actine et de la dynamine, a lieu au niveau de rafts lipidiques, qui sont des structures
riches en cholestérol (Damke et al., 1994; Takei et al., 1995). Des vésicules de 50 nm de
diameétres, caractérisées par la présence de la protéine caveolin-1, se forment au niveau
de la membrane plasmique (Parton et Simons, 2007) puis fusionnent soit avec des
endosomes précoces dont le pH s’acidifie jusqu’au stade de lysosomes, soit avec des
vésicules appelées cavéosomes dont le pH reste neutre et qui évitent la voie de
dégradation (Pelkmans et al., 2001; Parton et Simons, 2007). Les cavéosomes sont
utilisés par certaines bactéries et certains virus pour étre transporter de maniére
rétrograde a travers I'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (Harris et al., 2002;

Nichols, 2002; Ferrari et al., 2003; Le et Nabi, 2003).
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A Endocytose a clathrine B Endocytose a cavéoline

de clathrine vésicule
S cavéolaire
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endosome tardif

/
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cavéosome

Figure 23 : Les voies d’internalisation d’endocytose a clathrine (A) et a cavéoline (B). Bleu : particule
internalisée, rouge : clathrine, orange : dynamine, vert : cavéoline.

Les polyplexes cationiques se lient aux protéoglycanes chargés négativement a la
surface cellulaire et déclenchent différents mécanismes d’internalisation selon leur
structure chimique. Les polyplexes formés de PEI associée a I'acide folique entrent par
endocytose a clathrine, comme les polyplexes a base de PEI associée a la transferrine.

Cependant, certains polyplexes empruntent la voie d’endocytose a cavéole.

De la méme maniére que les polyplexes, les lipoplexes se lient a la membrane
cellulaire par des interactions électrostatiques entre les charges positives du complexes
et les charges négatives des protéines de la surface cellulaire, comme les héparanes

sulfate (Khalil et al., 2006). Les lipoplexes franchissent la membrane plasmique soit par
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un phénomene de fusion membranaire car leur composition chimique est proche de celle
des membranes soit par un mécanisme d’endocytose a clathrine (Hoestra ef al., 2007),

comme la lipofectamine par exemple (Hama ef al., 2006).

2.2.3 Echappement endosomal

La libération des complexes ou des acides nucléiques dans le cytosol est une
étape cruciale du transport intracellulaire pour le transfert de génes car en absence
d’échappement, les vecteurs et les acides nucléiques sont dégradés dans les lysosomes
(Munsell et al., 2016; Bus et al., 2018; Ni et al., 2019). L’efficacité de transfection est donc
influencée par la capacité des vecteurs a favoriser 'échappement endosomal des acides
nucléiques et a protéger les ADNs des nucléases cytosoliques. Le développement des
vecteurs non-viraux s’appuie sur des mécanismes spécifiques des organismes
pathogenes pour sortir des endosomes soit en fusionnant avec la membrane vésiculaire,
soit en formant des pores (Marsh et Helenius, 1989) (Gruenberg et van der Goot, 2006)
inspirés respectivement des virus enveloppés (comme le virus de la grippe) et des virus
non-enveloppés (comme les adénovirus) (Hogle, 2002). La plupart des stratégies
utilisées reposent sur le fait que la lumiére de ces vésicules ait un pH compris entre 6.5

et 5.0.

La perforation membranaire, utilisée par les virus non-enveloppés (et les
exotoxines bactériennes), provoque la perméabilisation et la déstabilisation des
membranes endosomales grace a des peptides fusogénes. Ces peptides sont composés
d’acides aminés sensibles au pH (aspartique et glutamine). Cette caractéristique leur

permet d’adopter une conformation en hélice a lorsque le pH diminue (Ni et al., 2019).
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Depuis que les structures en hélice a sont connues pour déstabiliser les membranes
lipidiques, plusieurs équipes ont adapté cette stratégie d’échappement endosomal aux
systémes de délivrance non viraux en leur associant des dérivés de protéines ou de

peptides d’origine virale, animale ou bactérienne.

Des études ont montré que le peptide HA2, dérivé du virus de la grippe, la protéine
vp1, issue de la capside du rhinovirus, ou des protéines provenant du VIH comme le
peptide TAT (frans-activating domain) et la glycoprotéine gp41 ont des propriétés lytiques
qui facilitent I'échappement endosomale (Munsell et al., 2016). D’autres peptides et
protéines ont été identifiés chez bactérie Listeria monocytogenes, comme la Listeriolysin
O (LLO) ou dans le regne animal tels que la mélittine, dérivée du venin des abeilles, la
pénétratine issue de la drosophile a été testées in vitro et in vivo ou encore le transportan
(galanine et mastoparan issus d’un neuropeptide et du venin de guépe) (Munsell et al.,

2016).

Des études ont montré que l'association du peptide fusogéne dérivé de HA2
(GLFGAIAGFIENGWEGMIDG) a des poly-L-lysines (\Wagner et al., 1992; Midoux et al.,
1993) ou a des liposomes (Kichler et al., 1997; Wagner, 1999; Zhang et al., 2001)
favoriserait I'échappement endosomal par fusion membranaire et perméabilisation

membranaire et par conséquent I'efficacité de transfection (Munsell et al., 2016).

Le potentiel fusogéne de la mélittine carboxydiméthylmaléique modifiée (CDM)
consiste a déstabiliser les membranes endosomales aprés avoir été clivée dans un

environnement acide. Ainsi, la mélittine peut s’échapper des endosomes grace a sa
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structure hélicoidale qui favorise la fusion et la perméabilisation membranaire (Tai et Gao,
2017). D’autres peptides fusogénes riches en acide glutamique permettant Ila
déstabilisation des phospholipides membranaires a pH acide ont fait leur apparition,
comme le peptide ESCA (GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCA) ou le peptide GALA
(WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA) par exemples (Subbarao et al.,, 1987;
Midoux et al., 1995). En effet, a pH acide (6.5 a 5.0), la protonation des acides
glutamiques de ces peptides entraine I'apparition d’hélice a au sein de leur structure. Ce
changement de conformation provoque la déstabilisation des membranes. Cependant, il
a été montré, notamment pour le peptide E5, que ce pouvoir fusogéne est perdu en
présence de sérum ou lorsque les peptides sont greffés sur de la polylysine (Midoux et

al., 1995).

Sur le méme principe, des caractéristiques fusogenes ont été recherchées pour
les lipides. C’est dans cette optique que les co-lipides comme le DOPE, le DOPC et le
cholestérol ont été testés. Ces lipides sont capables de former des structures de phase
Hi qui induisent des réarrangements moléculaires menant a la fusion avec la bicouche
lipidique, a une température supérieure a 5-10°C. C’est pourquoi, la plupart des
liposomes cationiques ont comme co-lipide la DOPE qui change de conformation
(structure lamellaire a structure hexagonale) et favorise la fusion membranaire dans les

endosomes.

Des bases faibles telles que la chloroquine, ont été utilisées pour induire une
déstabilisation membranaire par un autre mécanisme appelé « effet éponge a proton »

(Zenke et al., 1990; Midoux et al., 1993). L’'accumulation de la chloroquine dans les
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vésicules endosomales tamponne I'environnement acide dans le lysosome en piégeant
les protons. Le pompage des protons provoque en contrepartie un gonflement osmotique
des veésicules par la création d’'un influx d’'ions chlorures et d’eau. La libération des

complexes dans le cytosol a lieu au moment de I'éclatement de la vésicule (figure 24).

Figure 24 : Schéma du mécanisme d’éponge a protons. La protonation du polymére cationique (bleu)
engendre un influx d’ions dans les vésicules endosomales. L’'augmentation de la pression osmotique
provoque le gonflement de la vésicule puis la rupture de sa membrane. Figure adaptée de (Pack et al.,
2005).

L’échappement endosomal des polyméres ou des liposomes peut étre amélioré
par le greffage de molécules capables d’étre protonées a pH 6.0, comme [I'histidine, afin
de favoriser un mécanisme d’éponge a protons. C’est le cas des poly-L-lysines qui sont
des polymeéres cationiques a pH physiologiques dont I'efficacité de transfection est faible.
Cependant, la substitution des poly-L-lysines avec des groupements histidines,
caractérisés par un cycle imidazole et capables d’agir comme une base faible a pH 6.0,
a montré que ce type de polymére se complexe a 'ADN et améliore I'efficacité de
transfection d’un facteur 3 a 4,5 par rapport aux polylysines classiques dans les cellules

HepG2 (Midoux et Monsigny, 1999).
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Ce mécanisme d'éponge a protons concerne naturellement les vecteurs
synthétiques cationiques avec un fort pouvoir tampon (Pack ef al., 2005; Munsell et al.,
2016). C'est-a-dire ceux qui possédent des groupements amines secondaires et tertiaires
dont le pKa est situé entre 5 et 7. Par exemple, la PEI posséde des amines protonables,
capables d’agir comme une base faible en milieu acide (Boussif ef al., 1995; Demeneix
et Behr, 2005). Dans le but d’augmenter cette propriété de déstabilisation membranaire,
des substitutions de la PEI avec des groupements histidines ont été réalisés (Bertrand et
al., 2011). Ces études ont montré que I'ajout de 16% d’histidine sur la IPEI diminue la
cytotoxicité du polymere et augmente I'effet tampon par rapport a la IPEI. Cette insertion
favorise et améliore l'efficacité de transfection d’'un facteur 1000 dans les cellules

HEK293T et d’'un facteur 100 dans les cellules HelLa (Bertrand et al., 2011).

Les peptides riches en acides aminés cationiques sont capables de se complexer
aux acides nucléiques (Ni et al., 2019). Par exemple, le peptide cRGD-[(H)KKKK]e est
composé de résidus histidines, pour favoriser la délivrance cytosolique, d’'un domaine
oligolysine qui permet la liaison a 'ADN, et d’'un signal de reconnaissance des tumeurs
avec le peptide cyclo RGD (Aoki et al., 2001). Le peptide amphiphile LAH4, riche en
alanine et leucine, posséde des lysines qui permettent de condenser I'ADN et des
histidines qui favorisent 'échappement endosomal (Midoux et al., 2009). Le peptide Tat,
issu du VIH, est connu pour améliorer l'internalisation de beaucoup de molécules dont
les acides nucléiques. Cependant, il est incapable de délivrer TADN dans le cytosol et les
complexes qu’il forme sont instables car ce peptide posséde peu de charges cationiques.
Lorsque 10 histidines sont conjuguées de maniére covalente au peptide Tat (Tat-10H),

I'efficacité de transfection est amélioré d’environ 7 000 fois par rapport au contrble sans
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histidine (Lo et Wang, 2008). Il a également été montré que l'efficacité de transfection
des peptides cationiques peut étre améliorée lorsque les histidines sont regroupées en
cluster. En effet, le peptide (KKKHHHHKKK)6-FGF-2 est capable de condenser 'ADN en
particules stables d’environ 150 nm et son efficacité de transfection est 5 fois supérieure

a celle du peptide (KHKHKHKHKK)6-FGF-2 (Canine et al., 2008).

En comparaison aux polyméres, les peptides riches en lysine ou en histidine sont
plus homogénes mais leur capacité de condensation est plus faible. De plus, leur petite
taille limite leur stabilité (Midoux ef al., 2009). lls sont parfois associés a des fonctions
hydrophobes pour augmenter la stabilité du polyplexe, comme la chaine alkyl des lipides

telle que la séquence MPG dérivée de la protéine gp41 du VIH (Ni ef al., 2019).

Des lipides avec une téte polaire histidine ou imidazole sensibles a I'acidification
des vésicules endosomales ont été développés (Mével ef al., 2008; Midoux et al., 2009).
C’est le cas du lipide lip100, composé de MM27 et de KLN25 (Mével et al., 2008; Billiet
etal., 2012), et du lipide 1,2-di-palmitoyl-deoxyglycerol (4-(2,3-bis-palmitoyloxy-propyl)-
1-methyl-1H-imidazole(DPim). Il a été montré que [lefficacité de transfection des
lipoplexes a base de Lip100 et DPIm/DOPE est au moins 5 fois supérieure a celle des
lipoplexes a base de DOTMA/DOPE dans les cellules NIH 3T3, qui sont des cellules de
fibroblastes d’embryons de souris, mais également dans les cellules HeLa, HEK293 et
COS1 (Budker et al., 1996; Mével et al., 2008). Parmi les lipides ionisables, on retrouve
le DOSPA qui porte des groupements amines secondaires qui ont un effet d’éponge a

protons (Yue et al., 2011; Ni et al., 2019).
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2.2.4 Migration cytosolique

Apres I'échappement endosomal, I'état de complexation des acides nucléiques a
leur vecteur (liposomes ou polymeéres cationiques) est une question qui n’est pas encore
éclaircie. Si les ARNs doivent étre relachés dans le cytosol, les ADNs doivent atteindre
le noyau. Or, des expériences de PCR et de microscopie ont montré que les liposomes
permettent de délivrer 2 000 a 100 000 plasmides par cellule mais seulement 1 a 10%
atteignent le noyau (Cohen et al, 2009; Bai et al., 2017; Ni et al., 2019). Cela
s’expliquerait par la présence de nucléases dans le cytosol (Lechardeur ef al., 1999b)
et/ou par la viscosité de I'environnement qui restreindrait les mouvements des molécules

d’ADN >2 kpb (Lukacs ef al., 2000b).

Peu de données, démontrant les mécanismes précis de migration des complexes
polyméres/ADN ou liposomes/ADN pour atteindre le noyau, ont été publiées. Cependant,
des auteurs ont caractérisés deux phases de migration pour les lipoplexes et les
polyplexes par imagerie cellulaire et notamment par le tracage de particule unique. La
premiéere catégorie correspond a des mouvements rectilignes et relativement rapides qui
correspondraient a un transport vésiculaire des complexes (Ni ef al., 2019). Il a été
rapporté que la vitesse dépend du type de vésicule. Effectivement, les vésicules issues
de I'endocytose a clathrine ont une vitesse d’environ 0,7 um/s (King et Schroer, 2000) ce
qui correspond a la vitesse relevée pour les polyplexes PEI dans les cellules HuH7
(Bausinger et al., 2006) contrairement aux polyplexes PEG-PLL, connus pour emprunter
la voie d’endocytose a cavéole, caractérisés par une vitesse d’environ 0,09 a 0,11 uym/s

(Kimetal.,2012). Il a été montré que la rectitude de la trajectoire des complexes contenus
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dans des vésicules est due au recrutement du cytosquelette, et notamment du réseau de

microtubules (Ni ef al., 2019).

La seconde catégorie correspond a des mouvements browniens relativement lents
caractéristiques du phénomene de diffusion de particule et concernerait les complexes

sortis des vésicules intracellulaires.

2.2.5 Franchissement de I'enveloppe nucléaire

A proximité du noyau, 'ADN doit franchir I'enveloppe nucléaire qui est trés
sélective aux molécules >9nm. Les molécules <9nm diffusent librement a travers
I'enveloppe nucléaire. Dans cette enveloppe nucléaire, les complexes nucléoprotéiques
(NPC) forment des pores a travers I'enveloppe pour importer ou exporter les
macromolécules identifiées par un signal d’entrée ou de sortie (Pante et Kann, 2002; Ni
et al.,, 2019). Il a été observé que les molécules d’ADN rentrent plus facilement dans le
noyau apres la mitose car au cours de ce processus de division cellulaire, I'enveloppe
nucléaire se déstabilise et facilite ainsi linternalisation des fragments d’ADN dans
'environnement proche. Ainsi l'efficacité de transfection chute fortement lorsque la
transfection est réalisée avec des cellules qui ne se divisent pas (Kirchenbuechler ef al.,

2016; Ni et al., 2019).

Dans le contexte de la thérapie génique, la copie fonctionnelle du géne est
complexée a un vecteur permettant de franchir les barriéres extra- et intracellulaires afin
d’atteindre le noyau de la cellule cible et éventuellement s’intégrer dans le génome. Les

polymeéres et les liposomes cationiques se complexent aux acides nucléiques, facilitent
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le franchissement de la membrane plasmique, I'échappement endosomal et favorisent la
résistance des acides nucléiques face aux nucléases. Cependant, leurs applications
cliniques sont limitées par leur faible efficacité de transfection, qui est bien inférieure a
celle des vecteurs viraux. Il semblerait que cette faiblesse soit principalement liée a leurs

déplacements intracellulaires limités.

2.3 Optimisation de 'ADN plasmidique favorise le transport intracellulaire

L’équipe dans laquelle jai effectué mon travail de thése, cherche a optimiser des
systémes non viraux pour faciliter la délivrance d’acides nucléiques, en s’inspirant des
meécanismes d’infection des virus (figure 25). Dans le cadre du transfert de génes, les
différents travaux ont conduit notamment a la préparation d’'un polymere trés efficace, la
IPEI partiellement histidinylée aussi appelée PTG1, permettant de former des polyplexes
qui protegent 'ADN de la dégradation par les DNAses et qui facilite son internalisation
dans les cellules et surtout I'échappement des endosomes par la présence de
groupements histidines greffés sur la IPEI (Bertrand et al., 2011). Cependant, I'efficacité
de transfection de ce polymére reste encore inférieure a celle des vecteurs viraux. Cette
moindre efficacité serait liée au trafic intracellulaire du plasmide aprés I'étape
d’endocytose et de I'échappement endosomal. Pour ces étapes, les vecteurs polymeres
ou liposomes ne seraient pas essentiels pour le transport dans le cytosol et 'importation
nucléaire du plasmide. L’efficacité de transfection pourraient étre améliorée en équipant
directement le plasmide de signaux spécifiques. Néanmoins, peu de données ont été
obtenues sur I'état de complexation du plasmide a la sortie des endosomes et dans le
cytosol. Est-il libre ou encore complexé a son vecteur ? Dans le cas ou le plasmide ADN

ne serait plus complexé, sa taille serait un facteur limitant sa mobilité et son transport
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dans le noyau. Certains auteurs émettent I’hypothése que les acides nucléiques contenus
dans les vecteurs synthétiques seraient libérés dans le cytosol soit par le mécanisme de
fusion membranaire des liposomes qui les projetterait dans le cytosol, soit par le

désassemblage des polyplexes (Perez Ruiz de Garibay, 2016).

Endocytose Echappement Migration Import nucléaire \
endosomal
- £ & < . ’l \\ -
\ p
\ 7
. ”
-
Endosome Microtubule Noyau /

Membrane plasmique

Figure 25 : Mécanisme d’infection d’un adénovirus. L’adénovirus franchit la membrane plasmique en
déclenchant une voie d’endocytose puis s’échappe des endosomes en déstabilisant les membranes
endosomales. En vue d’atteindre le noyau, le virus interagit avec le complexe moteur de la dynéine pour
traverser le cytosol jusqu’au noyau pour y introduire son matériel génétique.

Des études ont montré que les fragments d’ADN de petites tailles <2000 bp
diffusent dans le cytoplasme contrairement aux fragments plus grands que 2000 bp
(Lukacs et al., 2000a). Cela pourrait s’expliquer par le fait que beaucoup de protéines
cytosoliques interagiraient de maniére spécifique ou non avec les acides nucléiques. Il a
également été mis en évidence que la demi-vie d’'une molécule d’ADN est comprise entre
50 et 90 min dans le cytosol des cellules HelLa et Cos (Lechardeur ef al., 1999a). C’est
pourquoi, certaines équipes dont celle ou j'ai effectué ma thése cherchent a accessoiriser

le plasmide de maniére a améliorer son transport jusqu’au noyau et a éviter sa
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dégradation. C’est ainsi que, plusieurs signaux moléculaires ont été identifiés dans

I'équipe.

2.4 Migration cytosolique

L’efficacité de transfection peut étre limitée par le nombre de copies plasmidiques
arrivées jusqu’au noyau. Or, lorsque le plasmide ADN est nu dans le cytosol, sa demi-vie
est estimée entre 50 et 90 minutes dans les cellules HelLa et Cos (Lechardeur et al.,
1999a) et environ 5 minutes dans les cellules musculaires (Bureau et al., 2004). Cette
courte durée de demi-vie dans le cytosol est probablement due a la dégradation des
acides nucléiques par des nucléases. De plus, le cytosol est un environnement
relativement visqueux d( a la présence de nombreuses protéines et du cytosquelette, et
notamment du réseau d’actine (Dauty et Verkman, 2005) qui limite les déplacements des
molécules d’ADN >2000pb et immobilise quasiment les mouvements des plus grandes
molécules (Lukacs et al., 2000a). Cependant, des études ont montré que des interactions
avec des protéines karyophiliques (Wienhues et al., 1987; Kaneda et al., 1989), des
protéines d’origine bactérienne (Ziemenowicz et al., 1999) chargées positivement ou des
peptides se fixant sur le réseau de microtubules permettent aux plasmides d’atteindre la

région périnucléaire (Midoux et al., 2017).

2.4.1 Microtubules
Les microtubules sont des structures tubulaires, dynamiques et polarisées. Il s’agit
de structures essentielles aux cellules eucaryotes puisqu’elles interviennent dans
I'organisation du cytosol (maintien de I'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique),

I'architecture cellulaire, la ségrégation des chromosomes lors des divisions cellulaires, le
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transport des vésicules et des organites, dans la migration cellulaires et dans les

mouvements des cils et des flagelles (Minotti et al., 1991; Midoux et al., 2017).

Les microtubules sont composés de 13 protofilaments de tubuline joints
latéralement de maniére non-covalente (Evans ef al., 1985) pour former des structures
tubulaires de 25 nm de diameétre et dont chaque micrométre est composé de 1650
hétérodimeéres (Cytoskeleton). La tubuline est un hétérodimére de deux protéines de 55
KDa appelées a et B tubuline (figure 26). Ces protéines sont codées séparément par des
génes dont la séquence est hautement conservée chez les eucaryotes. La polarisation
des microtubules correspond a la polymérisation de la tubuline. In vitro, la tubuline peut
se polymériser par les deux extrémités. Cependant, la vitesse de polymérisation n’est
pas égale aux deux extrémités. L’extrémité « plus » polymérise plus vite que I'extrémité
« moins » (Allen et Borisy, 1974). In vivo, I'extrémité « plus » est distale (périphérie
cellule) du centre organisateur des microtubules les MTOCs ou se trouve le pdle négatif
(Cytoskeleton). Le pdle négatif des microtubules est composé uniquement de sous-unité

a contrairement au péle positif composé de sous-unité (3.

Chaque protofilament correspond a une chaine hélicoidale de tubuline a et B. Les
deux sous-unités sont capables de lier le GTP mais seul la sous-unité B hydrolyse le GTP
en GDP + Pi (David-Pfeuty et al., 1977; Spiegelman et al., 1977; MacNeal et Purich,
1978). Des mécanismes de régulation sont mis en place pour établir une balance entre
polymérisation et dépolymérisation selon le stade du cycle cellulaire. Les microtubules
sont régulés par des protéines associées aux microtubules (MAPs, stabilisatrices comme
la protéine tau pour la polymérisation ou la stathmine pour la dépolymérisation) et des

protéines motrices (la dynéine et la kinésine).
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Figure 26 : Composition et structure des microtubules. La tubuline est un hétérodimére de deux
protéines de 55Kda appelées a et B tubuline. Ces protéines sont codées séparément par des génes dont
la séquence est hautement conservée dans le régne des eucaryotes. D’abord la tubuline forme des
protofilaments puis des microtubules composés de 13 protofilaments joints latéralement de maniere non-
covalente (Evans et al 1985). Les microtubules sont des structures ordonnées en fibres qui ont une polarité
intrinséque, (Cytoskeleton). La polarisation des microtubules est due a la polymérisation de la tubuline. In
vitro, la tubuline peut se polymériser par les deux extrémités. Cependant, la vitesse de polymérisation n’est
pas égale aux deux extrémités. L'extrémité « plus » polymérise plus vite que I'extrémité « moins » (Allen &
Borisy 1974). In vivo, I'extrémité « plus » est distale (périphérie cellule) du centre organisateur des
microtubules les MTOCs ou se trouve le pdle négatif (Cytoskeleton).

La dynéine et la kynésine correspondent a deux familles de complexes protéiques
moteurs. Ces complexes protéiques guident certaines vésicules et certains organites a
travers le cytosol. La téte des complexes interagit avec les microtubules et leur queue
avec les vésicules. La kinésine migre vers le podle positif (i.e. vers la périphérie de la
cellule) alors que la dynéine migre de maniére rétrograde vers le pdle négatif (i.e. vers le
noyau). Dans le contexte du transfert de genes, la dynéine est particulierement
intéressante. Il existe plusieurs isoformes de dynéines, organisées sous formes de
complexes macromoléculaires de chaines lourdes, intermédiaires et Iégéres. La dynéine
1 est l'isoforme majeur dans le cytoplasme des cellules eukaryotes (Midoux et al., 2017).
Tandis que I'isoforme 2 est limitée au transport des molécules dans les cils et les flagelles

(Petrantoni et al., 2020).
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Le complexe dynéine 1 est localisée dans le cytoplasme de cellules au niveau des
microtubules. Ce complexe joue un réle dans le transport des éléments de I'appareil de
Golgi, des lysosomes et dans le recyclage des endosomes (Hook et Vallee, 2006). |l
s’agit d'un complexe de 1 a 2 MDa composé de 6 polypeptides différents tous présents
en deux copies : une chaine lourde (DHC ; DYNC1H1), deux chaines intermédiaires
(DIC ; DYNC1IC1 et 2), deux chaines intermédiaires légeres (DLIC ; DYNC1LI1 et 2) et
trois chaines légeres (DLC) : Robl (DYNLRB1 et 2), LC8 (DYNLL1 et 2) et Tctex (DYNLT1

et 3) (figure 27).

Figure 27 : Le complexe de la dynéine. Une chaine lourde (DHC ; DYNC1H1) : 4634 acides aminés de
long, C-ter = domaine moteur, N-ter = domaine contenant un domaine de dimérisation (1-200), région
composée de 9 hélices (201-1420), domaine moteur composé d’un linker en hélice, un anneau de 6
domaines AAA+ suivi d'un domaine de liaison aux microtubules (MTBD) et un domaine C-ter. Deux
isoformes de chaines intermédiaire (DIC ; DYNC1IC1 et 2) contenant un domaine WD40 qui se lie aux
hélices 4 et 5 de DHC, composé de 230 résidus en N-ter qui interagissent avec le dimere DLC. Deux
isoformes de chaines intermédiaires légéres (DLIC : DYNC1LI1 et 2) qui possédent un domaine Ras-like
qui se lie aux hélices 6 et 7 de DHC, DLIC est accroché a DHC en plus par ses hélices a1 et a13 au niveau
des hélices 8 et 5, respectivement, de DHC, les deux DLIC ont un C-ter d’environ 130 acides aminés et
forment 2 hélices a(a14 et a15), I'extrémité C-ter de DLIC interagit avec les adaptateurs mais aussi
directement avec les cargos et deux isoformes de 3 familles de chaines |égéres (DLC) : Robl (DYNLRB1
et 2), LC8 (DYNLL1 et 2) et Tctex (DYNLT1 et 3). Robl se lie a WD40 de DIC. Figure adaptée de (Reck-
Peterson et al., 2018).
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La machinerie de transport impliquant la dynéine correspond plus précisément a
un ensemble composé i) du complexe de la dynéine, ii) du complexe de la dynactine (Gill
et al., 1991; Schroer et Sheetz, 1991) et iii) des adaptateurs activateurs contenant des
motifs superhélices (exemple BICD2) (Reck-Peterson ef al., 2018). Les virus, notamment
les adénovirus, interagissent avec le complexe de la dynéine de maniéere directe ou
indirecte (Leopold et al., 2000; Bremner ef al., 2009). Les liaisons directes sont établies
entre un domaine du complexe de la dynéine et les protéines de la capside virale. Il a été
montré par immunoprécipitation que les protéines de la capside des adénovirus,
appelées hexons, interagissent de maniére directe avec la dynéine et notamment avec
DLIC et DIC (Suomalainen et al., 1999; Bremner et al., 2009). Les liaisons indirectes se
font par l'intermédiaire des endosomes. En effet, certains virus comme les AAV se font
transporter a travers le cytosol a l'intérieur des endosomes. Des expériences de co-
localisation ont mis en évidence ce phénoméne qui dépendrait des glycoprotéines de
'enveloppe virale (Castle et al., 2014). Cependant, les mécanismes ne sont toujours pas

totalement éclaircis (Reck-Peterson ef al., 2018).

2.4.1.1 Dynéine et transfert de génes
La densité du cytoplasme nécessite que les plasmides utilisent un moyen de
déplacement actif pour atteindre le noyau (Munsell et al., 2016). Afin de résoudre cette
problématique, des stratégies ont été développées pour ajouter des fonctionnalités aux
vecteurs synthétiques pour que les complexes migrent le long des microtubules. Par
exemple, lorsque le peptide (KSSQDKSTQTTGD) issu de la protéine virale RPP-139-174
est greffé sur un complexe ADNp/stearoyl-CH2R4H2C par un pont disulfure (Tanaka et

al.,, 2011), l'efficacité de transfection est améliorée d’'un facteur 3. Par rapport au
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complexe PEI/ADN, un gain équivalent a un facteur 10 a été rapporté lorsque des
protéines virales issues des hexons adénoviraux sont greffées sur un polymére de type
PEI de 800 kDa (Carlisle et al., 2001). Il existerait d’autres protéines, telle que la protéine
L2 issue de la capside d'un papillomavirus (Florin et al., 2006) qui seraient susceptibles

de faciliter le transport des transgénes jusqu’au noyau.

D’autres auteurs, privilégiant I'existence d’'une dissociation du complexe vecteur-
ADN dans le cytosol, ont développé des systémes capables d’interagir d’'une part avec
I’ADN et d’'une autre part avec les microtubules ou la dynéine. C’est le cas de la protéine
hybride LD4 composée d'un domaine de liaison a I'ADN (domaine DNADb4 :
WRRRGFGRRR) fusionné avec la partie N-terminale d’'une des chaines Iégéres de la
dynéine, la chaine LC8. Bien que cette stratégie améliore d’un facteur 10 l'efficacité de
transfection de la lipofectamine, aucune interaction avec les microtubules n’a été prouvée
(Toledo et al., 2012). D’autres auteurs ont associé la protéine Rp3, un membre de la
famille des chaines Iégéres Tctex de la dynéine, a la protéine TCTEX-1 (King, 2000),

mais aucune preuve d’interaction avec le réseau de microtubules n’a été fournie.

Des expériences in vitro et in cellulo ont montré que des plasmides possédant des
éléments de séquences du facteur de transcription CREB avaient une vitesse de
migration sur les microtubules comprise entre 150 et 380 nm/s contre 50 nm/s pour des
plasmides qui ne possedent pas ces éléments (King et Schroer, 2000; Mesika ef al.,
2005; Salman et al., 2005; Vaughan et Dean, 2006; Ondrej et al., 2007). Des expériences
in vitro ont mis en évidence la liaison entre les plasmides et les microtubules grace au

facteur de transcription CREB et au complexe de la dynéine (Badding et al., 2012).
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Notre équipe a montré l'intérét de la protéine E3-14.7K et sa capacité d’interagir
avec la protéine FIP-1 pour augmenter la migration cytosolique d’'un plasmide et obtenir

une meilleure transfection (Pigeon ef al., 2013).

2.4.1.2 E3-14.7K

E3-14.7K est une protéine multifonctionnelle retrouvée dans plusieurs sérotypes
d’adénovirus (Horton ef al.,, 1991a). Elle est exprimée durant la phase précoce de
I'infection. Sa taille varie entre 122 acides aminés chez I'’Ad40 a 136 acides aminés chez
'Ad3. Cependant, la séquence est largement conservée entre les différents sous-
groupes. Cette protéine joue un réle dans I'inhibition de I'apoptose induite par le TNF a
lors de linfection virale. Elle protege la cellule infectée, indépendamment des autres
protéines adénovirale, contre la lyse cytosolique et I'apoptose induite par le TNF a
(Gooding et al., 1988; Gooding et al., 1990; Horton et al., 1991a; Krajcsi et al., 1996), Fas
ligand (Chen, 1998) et le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Tollefson et
al., 2001). Cet effet a également été montré in vivo (Tufariello et al., 1994; Pierce et al.,
2003). E3-14.7K inhiberait I'internalisation du récepteur au TNF a induite par le TNF-a
mais n’agirait pas sur le contrdle du récepteur TNF-a (Horton et al., 1991b; Chen et al.,

1998).

La protéine E3-14.7K est localisée dans le cytoplasme, plus précisément dans la
région périnucléaire et parfois au niveau de la membrane plasmique ou dans le noyau (Li
etal., 1997; Li et al., 1998). Cette protéine forme des complexes avec les protéines FIPs,
et notamment la protéine FIP-1 (Fourteen interacting protein 1) dans le cytoplasme et en

périphérie du noyau un membre de la super famille des GTPases (Li ef al., 1997). Bien
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que le réle de cette interaction ne soit pas éclairci, il a été montré que le complexe E3-
14.7K/FIP-1 interagit avec les microtubules via la chaine légére de la dynéine TCTEL1 in
cellulo (Lukashok et al., 2000). De plus, des expériences de BRET, menées au
laboratoire, ont montré que cette interaction a lieu au niveau d’'un motif d’environ 20

acides aminés présent dans la partie C-terminale de E3.14-7K.

2.4.1.3 FIP-1

La protéine FIP-1 joue un réle d’adaptateur entre un composant de la chaine légére
de la dynéine, DYNLT1/TCTEL1/TCTEX1 (UniProtKB - P63172 (DYLT1_HUMAN), et la
protéine E3-14.7K (Lukashok ef al., 2000). FIP-1 est une petite GTPase connue sous le
nom de RagA ou RRag pour Ras-related GTP-binding protein A. Cependant, elle n’est
pas décrite pour étre directement impliqué dans la signalisation apoptotique (Li ef al.,
1997). Son interaction avec TCTEL1 permet aux macromolécules de migrer le long des
microtubules jusqu’au noyau de la cellule (Tai et al., 1999; Mueller et al., 2002). En 2000,
Lukashok et son équipe ont montré in vitro que FIP-1 joue un rbéle d’adaptateur entre E3-
14.7K et TCTEL1 de maniere indépendante de l'addition de TNF-a (Lukashok et al.,

2000).

Dans les cellules de mammifére, les interactions entre E3-14. K, FIP-1 et TCTEL1
non pas été trop documentées. Cependant, il a été observé que l'interaction entre FIP-1
et TCTEL1 par co-immunoprecipitation et immunommarquage dans des cellules HEK
293T (cellules embryonnaires humaines de rein) et dans les cellules A549 (cellules de
carcinomes pulmonaires humains) (Lukashok et al., 2000). Au sein de I'équipe, I'étude

de l'interaction entre E3-14.7K et FIP-1 a permis de déterminer par des expériences de
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BRET que la séquence peptidique contenant les acides aminés 79 a 98 (peptide P78-98
ou P4) de E3-14.7K est responsable de cette interaction. Puis, le peptide P4
(VWVMVGEKPITITQHSVETEG) a été greffé aux plasmides ADN par un pont streptavidine-
biotine (figure 28 A et B) dans le but d’évaluer son impact sur la migration intracellulaire
des plasmides et sur leur efficacité de transfection. A I'aide de la microscopie confocale,
les interactions entre le peptide P4 et les microtubules/FIP1 ont été mis en évidence
(figure 28C). Des analyses par cytométrie en flux ont montré que la présence du peptide
P4 améliore l'efficacité de transfection (figure 28D). Ces données soulignent I'intérét du
greffage du peptide P4 sur des plasmides ADN pour améliorer leur efficacité de
transfection, via une migration le long des microtubules en direction du noyau grace a

I'interaction entre P4, FIP-1 et TCTEL1.
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Figure 28 : Le peptide P79-98 favorise le transport des plasmides ADN le long des microtubules. (A)
Séquence en acides aminés de la protéine adénovirale E3-14.7K et liste des peptides étudiés entre la
position 38 et 125 de la protéine E3-14.7K. (B) Schéma de 'assemblage d’un plasmide biotinylé, marqué
a la cyanine 3/5, avec un peptide biotinylé (ici, P79-98 ou P4) par un pont streptavidine. (C) Interaction du
peptide P4 avec les microtubules isolés. Les microtubules isolés, marqués a la rhodamine (rouge), ont été
polymérisés in vitro puis incubés avec des plasmides couplé avec le peptide P4 (n°1), avec la streptavidine
(n°2) ou avec des Qdots-stretavidine (vert) conjugués avec le peptide P4 biotinyle (bio-P79-98:
VVMVGEKPITITQHSVETEG-Ttds-biotine; n°3) ou avec un peptide contréle (bio-P38-57:
VNLHQCKRGIFCLVKQAKVT-Ttds-biotine; n°4). Echelle de taille : 5um. (D) Efficacité de transfection des
plasmides eGFP conjugués soit a la streptavidine soit avec P79-98-streptavidine, au peptide P38-57-
streptavidine ou au peptide P79-98(SS)-streptavidine. P79-98 = peptide P4 et P38-57 = peptide P1/contrble
négatif. Figures issues de (Pigeon Lucie, 2013) et (Midoux et al., 2017).

2.4.2 Passage de I'enveloppe nucléaire
2.4.2.1 Généralités
Le passage de I'enveloppe nucléaire est un autre point clé du transfert de génes,
notamment en absence de division cellulaire. L'impact de I'enveloppe nucléaire dans la
transfection a été mis en évidence par des expériences de micro-injection. Les résultats

indiquent que I'expression des plasmides micro-injectés dans le cytoplasme n’était pas
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détectée, contrairement aux plasmides injectés directement dans le noyau (Bai et al.,

2017).

Cependant, les virus a ADN ont acquis des mécanismes leur permettant de
franchir I'enveloppe nucléaire et d’introduire leur génome dans le noyau en vue de leur
réplication. L’enveloppe nucléaire est une double membrane qui maintient la forme et la
taille du noyau. Il s’agit d’'une barriére sélective dans laquelle se situent des complexes
protéiques, appelés complexes des pores nucléaires NPC, qui empéchent le flux des
grosses molécules et régulent le transport nucléocytoplasmique (Mettenleiter, 2016)
(figure 29). En effet, il est connu que les petites molécules, notamment les protéines
cytosoliques de taille inférieure a 8-9 nm (soit environ 40-60 kDa), franchissent
I'enveloppe nucléaire par simple diffusion et les plus grandes molécules traversent cette
enveloppe par des mécanismes de transport actif au niveau des pores nucléaires et par
le recrutement de récepteurs solubles cytosoliques comme les karyophérines et les
importines 3 qui reconnaissent les séquences de localisation nucléaire (NLS) présentes

dans la séquence de ces protéines.

L’enveloppe nucléaire est composée de lamina, d’'une double membrane (double
bicouche phospholipidique ; une membrane interne (INM) et une externe (ONM) qui
communique avec le RE) et des pores nucléaires (Martins et al., 2020). Les pores
nucléaires par lesquelles transitent les molécules sont composés de protéines appelées
nucléoporines (Nups) (Terry et Wente, 2009; Knockenhauer et Schwartz, 2016), formant
des complexes tels que Nup107-160, Nup93-205, Nup214, Nup98, Nup62, Nup50,

Nup153 et Tpr, et de trois protéines transmembranaires Ndc1, Pom121 et Gp210 qui les
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maintiennent dans I'enveloppe nucléaire (D'Angelo et Hetzer, 2008; Martins ef al., 2020).
Il existe huit filaments cytosoliques qui émanent librement du cercle protéique présent
dans la membrane externe et qui sont composés des protéines Nup358, Nup214 et
Nup98. Les filaments présents du coté nucléaire, au niveau de la membrane interne,

forment un panier composé entre autres des protéines Nup153, Nup50 et Tpr.
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Figure 29 : Composition de I’enveloppe nucléaire. L’ADN contenu dans le noyau est isolé du cytoplasme
grace a I'enveloppe nucléaire imperméable, composée d’'une membrane externe, une membrane interne.
La lamina est impliquée dans la structure de I'enveloppe nucléaire. Les pores nucléaires permettent le
transport sélectif des molécules a travers I'enveloppe. La structure et la composition moléculaire d’un pore
nucléaire est représentée dans l'insert. Figure adaptée de (Ibarra et Hetzer, 2015).
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Bien que les petits virus de la famille des Parvovirus franchissent I'enveloppe
nucléaire directement, sans interagir avec les protéines du NPC et sans se
désassembler, les autres familles de virus a ADN introduisent leur matériel génétique
dans le noyau par un mécanisme composé de deux grandes étapes : 'amorgage et
l'interaction avec les protéines des NPC suivi par le relargage de 'ADN dans le noyau
(Greber et Fornerod, 2004). D’abord, les virus s’amorcent a la surface des NPC en
interagissant avec les filaments cytoplasmiques de maniéere directe ou indirecte via les
importines qui jouent un role d’adaptateur entre les protéines virales et les protéines
Nups. Par exemple, les virus de la famille des Hepdnaviruses, comme I'Hépatite B,
recrutent les importines grace aux séquences NLS présentes dans les protéines de leur
capside avant d’étre immobilisés dans le NPC. Au contraire, les protéines présentes dans
les hexons des adénovirus interagissent directement avec les protéines Nups,
notamment Nup214. Dans le cas des lentivirus, 'amorgage dépend de quelle protéine du
complexe de préintégration (PIC) des lentivirus est reconnue et par qui. Par exemple,
l'intégrase, présente dans le PIC des lentivirus, interagit avec Nup153. Cependant, les
recrutements des importines a, B, I'importine-7 et la transportine-3 ont également été

décrits.

Alors que les Hepdnaviruses délivrent leur ADN par un mécanisme d’injection, peu
décrits, sans se désassembler, les adénovirus libérent leur génome aprés le
désassemblage de leur capside. Le désassemblage de la capside repose sur des
interactions entre les protéines qui la composent et a la fois avec la kinésine-1 cytosolique
et avec les protéines Nup du NPC. D’un cbté la capside est immobilisée dans le NPC par

ses interactions avec les protéines Nups et d’'un autre coté la capside est étirée par la
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force de traction de la protéine motrice, kinésine-1. Finalement, le désassemblage de la
capside des adénovirus résulte des forces de tractions sur la capside et d'une
déformation du NPC, ce qui aboutit a la libération de 'ADN dans le NPC, puis dans le

noyau (Greber et Fornerod, 2004).

Des études concernant I'impact de I'enveloppe nucléaire sur la transfection ont
montré que l'expression des plasmides transfectés est 10 fois plus élevée dans les
cellules en division en comparaison aux cellules quiescentes (Fasbender ef al., 1997).
Dans les cellules en division, 'ADN présent dans le cytosol serait introduit de maniére
passive dans le noyau lors du désassemblage/réassemblage de I'enveloppe nucléaire.
En absence de division cellulaire, il a été montré par marquage fluorescent, par
hybridation in situ ou a I'aide de PNA-fluorochrome, que les plasmides entrent dans le
noyau par les pores nucléaires grace a un transport actif (Dowty et al., 1995; Dean, 1997,

Wilson et al., 1999).

Pour le transfert de plasmides dans le noyau, différentes stratégies ont été
explorées en leur associant de maniére covalente ou non des peptides dérivés de
séquences NLS (PKKKRKKYV), des peptides dérivés des importines ou des ligands
dérivés des récepteurs nucléaires hormonaux (Hébert, 2003; Forbes et al., 2015). Le
recrutement de protéines endogénes a la cellule a également été envisagé en insérant
dans le plasmide des séquences nucléotidiques cibles de certains facteurs de
transcription (Bai et al., 2017). Ces séquences sont appelées DTS (DNA nuclear targeting
sequences). Dean et ses collaborateurs ont identifié¢ une séquence DTS de 72 bp

présente dans l'origine de réplication et dans la région promotrice du SV40 qui est
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impliquée dans I'import nucléaire des plasmides nus, en absence de division cellulaire
(Dean, 1997; Dean ef al., 1999). Leurs travaux ont mené a la déduction du mécanisme
d'import nucléaire par les facteurs de transcription qui implique une liaison des facteurs
de transcription présents dans le cytosol avec les séquences DTS insérées dans le
plasmide, puis a la reconnaissance de la séquence NLS des facteurs de transcription par
les importines permettant le transport actif a travers les NPCs. Plus tard, des séquences
tels que les éléments de réponse aux glucocorticoides (GRE) (Dames ef al., 2007) ou
encore les motifs de reconnaissance au facteur de transcription NF-kB ont été identifiés
comme séquences DTS (Mesika et al., 2001; Breuzard et al., 2008; van Gaal et al., 2011)

(tableau 19).

Tableau 19 : Exemples de séquences DTS

SV40 5'- GGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCA-3'

3'-CCACACCTTTCAGGGGTCGCGAGGGGTCGTCCGTCTTCATACGTTTCGTACGTAGAGTTAATCAGTCGTTGGT-5'

5'- GGTACATTTTGTTCTAGAACAAAATGTACCGGTACATTTTGTTCTGGTACATTTTGTTCT-3'
3-CCATGTAAAACAAGATCTTGTTTTACATGGCCATGTAAAACAAGACCATGTAAAACAAGA -5’

5- TGGGGACTTTCCGC-3'
3-ACCCCTGAAAGGCG -5'

Séquence de 176 bp du promoteur de I'actine gamma des muscles lisses (Smooth Muscle Gamme Actine promoter)
caractérisée par une spécificité cellulaire (Vacik ef al., 1999)

Ainsi, des études de micro-injection et de FISH ont montré que les plasmides
contenant la séquence compléte ou partielle de I'enhancer du virus SV40 pénétrent
mieux dans le noyau que les plasmides qui ne possédent pas ces séquences (Dean,
1997; Dean ef al., 1999). L’enhancer du virus SV40 possede des motifs de
reconnaissance pour 10 facteurs de transcription, dont AP1, AP2, AP3, NF-kB, Oct-1,
TEF-1 et TEF-Il, qui sont exprimés de maniére ubiquitaire dans les cellules de

mammiféres (voir eucaryotes) (Bai ef al., 2017).
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Si certains facteurs de transcription peuvent étre utilisés pour améliorer
importation nucléaire d'un plasmide, alors le choix des facteurs de transcription
spécifiques du type cellulaire ciblé permettrait de réguler I'entrée de ’'ADN dans le noyau
(Dean et al., 1999). Cette I'hypothése a été testée en utilisant un fragment de 176 bp
provenant du promoteur SMGA spécifique des muscles lisses, reconnu exclusivement
par les facteurs de transcriptions Nkx3.1/3.2 et SRF (Serum Response Factor) (Vacik et
al., 1999; Miller et Dean, 2008). Cette séquence de recrutement s’est montrée suffisante
et essentielle au transport du plasmide dans le noyau (Vacik ef al., 1999; Miller et Dean,
2008). Les séquences DTS du SV40 ont permis d’améliorer de 40 a 200 fois I'expression
ainsi que le nombre de copies du transgéne dans le noyau aprés une électroporation
chez le rat (Young et al., 2003). Idem avec les DTS de SMGA spécifiques des muscles
lisses (Young et al., 2008). Il a été montré que des protéines différentes des facteurs de
transcription sont capables de favoriser I'import nucléaire de plasmides contenant des
séquences DTS comme les importines a/B, Ran, importine 7, RanBP1, RanBP2, des
protéines chaperonnes (Hsc70), des histones (H2B), des protéines du cytosquelette, des
protéines motrices ou encore des suppresseurs de tumeurs (NM23-H2) (Bai et al., 2017)

et pourraient étre utiles a I'établissement de nouvelles stratégies.

2.4.2.2 NF-kB et Séquences 3NF
Le recrutement de protéines endogénes capables de franchir I'enveloppe
nucléaire est une stratégie capable d’améliorer l'importation nucléaire des ADN
plasmidiques. Parmi ces protéines, le facteur de transcription NF-kB a été utilisé car son
expression est ubiquitaire et qu’il posséde un domaine de liaison a ’ADN et un domaine

NLS impliqué dans son transport vers le noyau (Mesika et al., 2001). NF-kB est un
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complexe protéique formé a partir des protéines p50 et p65, associées en homodimeéres
p50 ou p65 ou en hétérodimeres. La translocation de NF-kB a lieu en quelques minutes
sous certaines conditions. Les dimeres NF-kB (UniProtKB - P19838 (NFKB1_HUMAN))
sont présents dans le cytosol ou ils sont séquestrés par une sous-unité IkB inhibitrice.
Lors d’'une stimulation des cellules par le TNF-a (Tumor Necrosis Factor a, UniProtKB -
P01375), cette cytokine se fixe sur son récepteur a la surface de la cellule. Puis, une
kinase active la phosphorylation du complexe IkB. Cette phosphorylation initie le
processus de dégradation d’IkB et la libération des diméres NF-kB qui transitent vers le
noyau. A l'intérieur du noyau, les facteurs de transcription se lient avec une forte affinité
(Kp ~10-10-10-13 M) aux éléments de séquences kB situés dans des régions promotrices

ou enhancer pour activer la transcription des genes (figure 30).
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Figure 30 : Schéma de la voie de signalisation NF-kB. La fixation du TNF a a son récepteur active une
kinase responsable de la phosphorylation de la sous-unité IkB a inhibitrice. Les diméres NF-kB sont libérés
et transitent vers le noyau tant dis que IkB a est dégradée par le protéasome. Dans le noyau, les diméres
se lient aux éléments de séquences kB pour activer la transcription des génes cibles.
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Deux équipes ont tiré profit de I'affinité de NF-kB pour ses éléments de réponse
en construisant un plasmide possédant plusieurs motifs KB successifs. Mesika et al. ont
inséré cing motifs kB (5-GGGGACTTTCC-3’) répétés en tandem dans la séquence
plasmidique et ont montré une amélioration de 35 fois de l'efficacité de transfection par
rapport a un plasmide sans motif kB dans des cellules stimulées au TNF-a et une
augmentation de 2,6 a 5,8 fois, dans des cellules non stimulées (Mesika ef al., 2001). En
2005, Mesika et al. rapportent que la fixation de NF-kB sur le plasmide favoriserait
également une interaction avec les microtubules via les importines et la dynéine et donc

une possible migration du plasmide sur les microtubules (Mesika et al., 2005).

L’équipe ou j'effectue ma thése a développé une séquence originale appelée 3NF
contenant 3 motifs kB (5-GGGAATTTCC-3’) séparés par cing nucléotides espaceurs qui
favorisent la liaison simultanée de trois diméres NF-kB sur le plasmide ADN. Ces
nucléotides espaceurs ont pour but d’éviter les encombrements stériques des dimeéres
entre eux (figure 31 A-C). Le nombre de copies de plasmides a été quantifié aprés avoir
transfecté des plasmides contenant ou non les séquences 3NF, dans cellules HelLa ou
C2C12 (Breuzard et al., 2008). Bien que certains auteurs aient rapporté que I'utilisation
d’'un promoteur CMV, contenant également des motifs NF-kB, masquerait les effets des
DTS et devrait étre remplacé par un promoteur faible pour éviter la saturation de la
machinerie de transcription (van Gaal et al., 2011), les résultats de la figure 31D indiquent
gu’en présence de TNF-qa, le nombre de copies plasmidiques est plus élevées lorsque
les plasmides possédent les séquences 3NF (en moyenne 1500 copies/noyau) en

comparaison aux plasmides qui en sont dépourvus (en moyenne 250 copies/noyau)
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(Breuzard et al., 2008). Les séquences 3NF favorisent donc I'accumulation nucléaire des

plasmides 3NF.

La suite de ces travaux a confirmé I'impact des séquences 3NF sur I'import
nucléaire et I'expression génique. |l a également été montré que ces séquences 3NF
permettent d’augmenter dans le temps l'expression du transgéne par rapport aux

plasmides sans séquence 3NF, injectés in vivo dans des souris (Goncalves ef al., 2009).
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Figure 31 : Les séquences 3NF améliore la délivrance au noyau des plasmides et leur favorise leur
expression. (A) Les plasmides contenant les séquences NF ou 3NF. (B) Les séquences des sites kB. (C)
Etude de bioluminescence comparative entre les plasmides contenant les différents motifs kB. Le plasmide
pCMV-Gluc codant la gaussia luciférase a été transfecté dans les cellules HelLa avec chaque plasmide
(pTAL-luc, pNF-Luc, pNF-Strat, pNF-Ig, p3NF-luc, p3NF-luc-3NF et pCMV-luc). Les mesures de l'activité
de la firefly let de la Gaussia luciférase sont représentées en (a) et (b), respectivement et sont exprimés en
RLU/mg de protéines. ** p<0,01. (D) Quantification du nombre de plasmides dans le noyau des cellules
Hela. Les cellules ont été stimulées au TNFa puis incubées avec les polyplexes PTG1/Cy3-p3NF-luc-3NF
(noir), ou PTG1/fluo-pTAL-luc (blanc) ou PTG1/Cy3-pCMV-luc (gris). En contrdle, les cellules ont été
incubées 5h en présence de polyplexes His-IPEU/fluo-pTAL-luc et His-IPEU/Cy3-pTAL-luc. Les résultats
correspondent a la moyenne du nombre de plasmides comptabilisé dans 12 noyaux. Les différences
statistiquement significatives les losanges noirs, les astérisques et les croix selon des tests de Student
avec un p<0,01. Figures issues de (Gongalves et al., 2009) et (Breuzard et al., 2008).
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L’'optimisation de transfert de génes, présentée dans mon projet, s’appuie sur
l'utilisation de signaux moléculaires, qui sont le peptide P78-98 et la séquence 3NF
impliqués respectivement dans la migration cytosolique le long des microtubules et dans
l'importation nucléaire, dans les contextes pathologiques de la DMD et de la
mucoviscidose. Cependant, afin de rendre cliniquement applicable la liaison entre le
peptide P78-98 et ’TADNp, une méthode différente du pont streptavidine-biotine doit étre
choisie parmi les différentes stratégies de couplages de type covalentes ou non-

covalentes entre un peptide et une molécule d’ADN double brin.
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3 Chapitre lll : Fonctionnalisation d’'un plasmide ADN par un peptide

Mon projet s’inscrit dans la continuité des travaux réalisés par Lucie Pigeon
(Pigeon et al.,, 2013) qui ont mis en évidence que lefficacité de transfection des
polyplexes est améliorée lorsque la migration cytosolique des ADNp est facilitée par
l'intermédiaire d’'un peptide capable d’interagir avec des protéines motrices. Cependant,
la liaison streptavidine-biotine employée dans cette preuve de concept mériterait d’étre
remplacée par une autre méthode de couplage afin de rendre ce systéme cliniquement
applicable. Dans la littérature, les méthodes de couplage entre un peptide et une
molécule d’ADN sont principalement utilisées en vue de greffer des peptides dérivés de
la séquence signal de localisation nucléaire (NLS) du SV-40 large T ag (PKKKRKV) dans

le but de favoriser I'importation nucléaire de molécules d’ADN.

3.1.1 Les liaisons non covalentes

3.1.1.1 Les interactions électrostatiques

La premiere stratégie de liaison non-covalente pour associer le peptide NLS du
SV40 a un plasmide ADN repose sur des interactions électrostatiques entre les charges
négatives portées par les groupements phosphates des molécules d’ADN et les charges
positives du peptide NLS (Collas et Alestrom, 1996; Collas et al., 1996; Aronsohn et
Hughes, 1998; Keller et al., 2003). Grace a ces propriétés intrinseques des deux
partenaires, il est possible d’associer ce peptide NLS a une séquence ADN soit sous
forme de monomére soit sous forme oligomérique pour augmenter les charges positives
(Ritter et al., 2003). Le peptide NLS peut également étre couplé a un polymeére cationique
comme la polylysine (Chan et Jans, 1999) ou a des peptides cationiques (Subramanian

et al., 1999) afin d’'améliorer les interactions avec 'ADN. D’autres auteurs ont utilisé des
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protéines karyophiliques ou des protéines virales contenant des séquences NLS pour
interagir avec les plasmides ADN dans le but de favoriser leur import nucléaire (\Wienhues

et al., 1987; Kaneda et al., 1995; Ziemenowicz et al., 1999).

Cette stratégie ne permet pas de contréler le nombre de peptide NLS par molécule

de plasmide, ni la localisation de ces peptides sur les plasmides.

3.1.1.2 Systeme streptavidine-biotine

Le systéme biotine streptavidine correspond a la stratégie utilisée dans les travaux
concernant le peptide P4 (Pigeon et al., 2013). Cette méthode permet la liaison d’'un
peptide biotinylé sur un fragment d’ADN biotinylé via un pont streptavidine. La réaction
de biotinylation est réalisée a I'aide du réactif « Mirus LabellT biotine » qui se lie de
maniére covalente a ’ADN au niveau de I'azote 7 des guanines. La liaison entre la biotine
et la streptavidine a une haute affinité (10-'° mol/L). De cette maniére le peptide est
conjugué a I’ADN plasmidique de maniéere quasi-covalente. Cependant, ce type de liaison
est limité par le fait que les guanines sont modifiées de maniére aléatoire (Slattum et al.,
2003). De ce fait, une ou plusieurs guanines localisées dans la séquence codante
d’intérét pourraient étre modifiées, ce qui engendrerait I'extinction de I'expression du

transgéne.

3.1.1.3 Triple hélice
3.1.1.3.1 Triple hélice avec des TFO-PNA
Cette stratégie, qui permet de contréler le nombre de peptide et une localisation
spécifique dans le plasmide, repose sur la formation d’une triple hélice entre un conjugué

oligonucléotide-peptide et la molécule ADN. Dans ce cas, on utilise un oligonucléotide
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capable de former une triple hélice (Triple helix Forming Oligonucleotide, TFO) avec une

séquence oligopurinesolipyrimidine spécifique insérée dans la séquence du plasmide.

Cette stratégie a été utilisée pour associer le peptide NLS avec un plasmide en

utilisant un peptide couplé a un TFO composé de PNA (Peptide Nucleic Acid) (Branden

et al., 1999). L'efficacité de transfection du plasmide-NLS est améliorée d’un facteur 8,

par rapport a la transfection du plasmide nu, en utilisant la PEI 25 kDa (Branden et al.,

1999). Dans ce cas, il a été montré que le plasmide-NLS franchit 'enveloppe nucléaire

grace au recrutement des karyophérines o/ (Branden et al., 1999). Les PNAs possedent

un squelette peptidique sur lequel viennent se fixer les bases purines et pyrimidines

(figure 32 A). lls ne possédent donc ni de groupements phosphates, ni de charges

négatives. Les PNA neutres ont une forte affinité et spécificité pour les acides nucléiques

complémentaires pour former des duplex ou des triplex, une forte stabilité et une bonne

résistance aux nucléases et protéases.
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Figure 32 : Conjugaison d’un peptide NLS a un plasmide ADN selon la stratégie de triple hélice de
Branden et al. (A) Comparaison des oligonucléotides natifs versus des oligonucléotides composés de
PNA. (B) Schéma de la stratégie de conjugaison d’un peptide NLS a un plasmide ADN par une triple hélice

utilisant des TFO a base de PNA. Orange :

peptide NLS, vert/bleu: karyophérines a/B. (C) Facteur

d’amélioration de l'efficacité de transfection des plasmides GFP et LacZ, en présence ou non de PNA-NLS

purifiés ou non.(Branden et al., 1999).
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3.1.1.3.2 Padlock oligonucléotide

Dans cette stratégie du padlock (Roulon, 2002), le peptide NLS terminé par une
cystéine est conjugué dans la boucle simple brin d’'un premier oligonucléotide, portant
une fonction amine par l'intermédiaire d’'un agent de liaison, le Succinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate (SMCC). Une triple hélice est formée au
préalable avec un second oligonucléotide possédant la séquence adéquate. Les deux
oligonucléotides qui possédent une séquence complémentaire sont ensuite assemblés
par I'action de la ligase T4 (figure 33). Malheureusement, cette construction ne semble

pas améliorer I'efficacité de transfection par rapport a un plasmide sans NLS (Roulon,

2002).
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Figure 33 : Etapes de construction dans la stratégie padlock. (A) Schéma de la réaction de conjugaison
de m’oligonucléotide-peptide NLS. L’oligonucléotide est incubé en présence du peptide NLS et de of the
Oligonucleotide-Peptide Conjugate. SMCC [N-succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexane-1-
carboxylate ester] (= SMCC) pendant 2H a température ambiante. (B) Stratégie de couplage d’'un peptide
NLS a un plasmide. L’oligonucléotide se lie a une séquence oligopurinesoligopyrimidine. Une étape de
chauffage est nécessaire pour ouvrir I'oligonucléotide et I'enrouler autour de I'ADN double-brin. Puis
I'oligonucléotide est refermé avec l'oligonucléotide en épingle a cheveux préalablement conjugué au
peptide NLS. Figure adaptée de (Roulon, 2002).
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3.1.2 Les liaisons covalentes
L’association d’'un peptide a un plasmide ADN peut se faire par des couplages

chimiques, par la photoactivation ou par une ligation.

La premiére catégorie de liaisons covalentes correspond au couplage du peptide
a une molécule chimique capable de réagir avec les nucléotides. Ces méthodes
chimiques associent un peptide a un plasmide ADN de maniere covalente mais
également de maniere aléatoire. Une premiére méthode consiste a coupler le peptide
porteur d’'un groupement thiol, au groupe maléimide de la molécule de N-(4-azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzyl)-6-maleimidylhexanamide (TFPAM-6) (figure 34 A). La liaison entre
cette molécule et 'ADN est réalisée aprés une exposition aux UV via le groupe azido
(Ciolina et al., 1999). Une autre méthode est basée sur une réaction d’alkylation en
position N3 de I'adénine entre 'ADN et une molécule de cyclopropapyrroindole (CPI)
couplé au peptide NLS (Sebestyen et al., 1998) ou un couplage diazo entre la guanine et

un azido-PEG couplé au peptide NLS (Nagasaki et al., 2003).

De la méme maniere que les stratégies précédentes, les limites de cette stratégie
concernent I'inhibition du transgéne lorsqu’un excés de peptide entraine sa fixation dans
la séquence codante. De plus I'utilisation d’'UV peut engendrer des dommages a 'ADN

comme la dimérisation des thymines et donc inhiber I'expression du transgene.

La photoactivation a été utilisée pour stabiliser une triple hélice par la création de
liaison covalente entre un groupement chimique, le psoralen, et les bases. Pour ce faire,

I'oligonucléotide porte une molécule de psoralen a I'extrémité 5 et un groupement thiol
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en 3’. Ce groupement thiol réagit avec le groupement maléimide porté par le peptide pour
former un oligonucléotide-peptide. Ensuite, celui-ci est mis en présence du plasmide ADN
et aprés une irradiation aux UV, l'oligonucléotide-peptide est lié de maniere covalente au

plasmide (Neves ef al., 1999).
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Figure 34 : Stratégies de couplage chimique entre un peptide NLS et une molécule d’ADN. (A)
Couplage chimique via le TFPAM-6. Le peptide (encadré noir), marqué a la rhodamine (en rouge) est
incubé en présence dune quantité équimolaire de N-(4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzyl)-6-
maleimidylhexanamide = TFPAM-6 (bleu) a température ambiante, pendant 2H pour obtenir un peptide p-
azido-tetrafluoro-benzyl. Ensuite, les peptides sont incubés avec les plasmides ADN sous une lampe UV
pendant 15 minutes pour former les liaisons covalentes entre le peptide et ’ADN. Figure adaptée de(Ciolina
et al., 1999). (B) Couplage chimique avec une molécule de psoralen d’'un oligonucléotide-peptide a un
plasmide ADN contenant une séquence oligopurinesoligopyrimidine. L’'oligonucléotide Pso-GA19-SH est
incubé en présence du peptide FmocK(N-maleoyl)\GAGPKKKRKV- NH:z a température ambiante pendant
2 heures. Puis, le plasmide est incubé en présence du conjugué oligonucléotide-peptide NLS sur la nuit &
37°C. Le mélange est ensuite placé sur la glace et illuminé pendant 15 minutes aux UVs. La molécule de
psoralen (jaune) permet de lier de maniére covalente, le troisi€me brin a la triple hélice. La liaison se crée
entre le furane ou le pyrone du psoralen et la double liaison 5-6 d’'une des thymines de '’ADN. Violet :
groupement thiol, vert : groupement maléimide. Figure adaptée de (Neves et al., 1999).

Dans une autre méthode, comme pour le padlock, la premiére étape consiste a
coupler un oligonucléotide au peptide NLS. Les conjugués sont purifiés a I'aide d’'un gel

PAGE. En paralléle, le plasmide est digéré par des enzymes de restriction qui doivent
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également étre éliminées a la fin de la digestion. Les fragments obtenus par la digestion
enzymatique sont centrifugés dans un gradient de sucrose de 15-30%. Avant la ligation
de l'oligonucléotide-peptide avec le plasmide ADN linéarisé, la forme d’épingle a cheveux
est obtenue par chauffage et refroidissement. L'excés d'oligonucléotide-peptide est

éliminé par centrifugation (Zanta ef al., 1999) (figure 35).
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Figure 35 : Stratégies de couplage entre un oligonucléotide-peptide NLS par la stratégie de ligation
a un ADN double brin linéarisé. (A) Etape de construction pour la stratégie de couplage de (Zanta et al.,
1999) pour obtenir un conjugué oligonucléotide peptide (oligo-NLS). La premiére consiste en une étape de
conjugaison de I'oligonucléotide avec le peptide NLS. Un oligonucléotide en épingle a cheveux contenant
un groupement aminoalkyl dans la boucle T4 (oligo-NH2) réagit avec le SMCC pour donner un
oligonucléotide avec un groupement maléimide (oligo-Mal), réactif aux groupements thiol et donc avec la
partie C-terminale du peptide NLS. La deuxiéme étape consiste a réaliser une digestion enzymatique du
plasmide ADN par des enzymes de restriction. Les fragments digérés sont ensuite purifiés lors de la
troisiéme étape. Finalement, lors de la quatriéeme étape, des oligonucléotides en épingles a cheveux,
porteurs ou non du peptide NLS, sont rattachés au plasmide par I'action de la T4 ligase. (B) Mesure de
I'activité de la luciférase en fonction du peptide NLS et de la quantité d’ADN. Les résultats ont été obtenus
apres transfection de cellules HeLa avec des ADN complexés avec ExGen500 PEI, en présence de 10%
de sérum (Zanta et al., 1999).
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Cette méthode a montré que la ligation du peptide NLS a un plasmide ADN
ameliore I'expression du transgene entre 10 a 1000 fois (Zanta et al., 1999) (figure 36).
Cependant, le développement pharmaceutique de cette méthode est limité par sa

difficulté de production a grande échelle.

Il existe donc plusieurs possibilités pour coupler un peptide a un ADN plasmidique
(tableau 20). Dans le contexte de la thérapie génique, le choix le plus judicieux est une
méthode qui permettrait d’obtenir une liaison qui soit non-immunogéne, résistante aux
nucléases et aux protéases, controlable en nombre de peptides fixés et en localisation
pour ne pas perturber la transcription de 'ADNCc et facile a produire en grande quantité
pour une finalité pharmaceutique. Notre choix s’est donc porté sur la stratégie de triple
hélice car elle permet une fixation du peptide a 'ADN de maniére séquence spécifique et
relativement forte (~10® mol/L) (Roy, 1993; Vasquez et al., 1995). Les triples hélices se
forment méme si le plasmide est en conformation super-enroulée. La triple hélice
augmente la résistance aux nucléases des triplex et n’empéche pas la transcription. En
vue d’équiper un plasmide ADN avec un oligonucléotide-peptide, le contréle du nombre

et de la position des triples hélices sur leur cible est un avantage.
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Tableau 20 : Comparaison des différentes stratégies de couplage d’un peptide sur une molécule d’ADN.

Type de liaison Non-covalente Covalente
Stratégies
Controle de la
localisation
Contréle du
nombre

Résistance aux
nucléases

Production a
grande échelle
Frf;:f:lect;.:: x3ax60 x8 x 1 x3ax5 X 2 x 2 x 100

Risque
mutagenése

Limites Aléatoire Optimisation Complexité Immunogéne Aléatoire Complexité
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3.2 Formation de triple hélice

3.2.1 Généralités

G. Felsenfeld observe en 1957 des structures ADN a trois brins. Ses travaux ont
montré qu’une chaine polyriboadénylique et deux chaines polyribouridyliques forment
une molécule d’ADN triple brin en présence de Mg(ll) (Felsenfeld et al., 1957). Cette
découverte ouvre alors de nombreux horizons pour le domaine de la biologie moléculaire
et des biotechnologies. Plus tard, il a été montré qu’'un ADN en double hélice contenant
une séquence homopurineshomopyrimidine peut lier un troisieme brin composé
uniquement de pyrimidines ou de purines. Le troisiéme brin interagit avec la double hélice
d’ADN au niveau du grand sillon ou des groupements accepteurs et donneurs
d’hydrogéne sont présents. De cette maniére, des liaisons hydrogénes de type
Hoogsteen différentes de celles décrites par Watson et Crick se forment (Hoogsteen,
1959). Selon la séquence cible et I'oligonucléotide employé, les triplex se forment de

maniére paralléle ou antiparalléle (figure 36).

B Double hélice Troisiéme brin
(duplex ADN) + (TFO)
WAN, ¢ VAVA
NN
Triple hélice
I
[
motif (T,C) motif (G,T) motif (G,A)
Liaison paralléle 2 > 2 e
(liaison Hoogsteen) 5 e—— 3’ 5’ eo—— 3’
Liaison anti-parallele ¥ s ¥ s
(liaison reverse Hoogsteen) = 3 g

Figure 36 : Orientations des oligonucléotides formant des triples hélices en fonction de leurs motifs.
(A) Structure d’'une triple hélice dérivée d’une structure RMN provenant de la base de donnée protéique
(PDB-id: 1BWG). (B) Les trois motifs triple hélice de base sont (T,C), (G,A) et (G,T). Les motifs (T,C) se
lient de maniére paralléle tandis que les motifs (G,A) se lient de maniére anti-paralléle a 'ADN double brin.
Les motifs (G, T) peuvent se lier dans les deux orientations. Bleu : brin oligopurine, orange et jaune : brin
oligopyrimidine, vert : oligonucléotide formant une triple hélice (TFO). Figure adaptée de (Duca et al., 2008)
et (Buske et al., 2011).
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Les conditions physiologiques sont importantes pour que ces oligonucléotides
forment des triplex stables. Le premier obstacle a la formation du triplex concerne I'effet
de répulsion de charges entre 'ADN double brin cible et le troisieme brin ADN, tous
chargés négativement. A pH physiologique, les TFO a motif pyrimidique sont relativement
instables puisque les cytosines doivent étre protonées mais que leur pKa est égal a 4,5.
Bien que I'addition de 10 mM de Mg?* permette de neutraliser les charges négatives, les
concentrations utilisées pour former des triples hélices stables ne correspondent pas aux
conditions physiologiques. Concernant la stabilité de la triple hélice, il a été observé que
le troisieme brin changeait de conformation pour s’insérer dans le duplex ADN
provoquant ainsi une distorsion au sein de 'ADN double brin. Cette distorsion rendrait la
structure triple brin instable. La structure des TFO limite la formation des triples hélices.
En effet, les TFO riches en guanines présentent I'inconvénient de former des structures
en tétrades (G tetrads) lorsque la concentration en K* est physiologique. L’apparition de
ces structures secondaires inhibe donc la formation des triples hélices. L’accessibilité de
la cible est également un paramétre a prendre en compte notamment lorsque les
mécanismes biologiques tels que la transcription, par exemple, sont visés. L’hybridation
des TFO peut étre inhibée par la présence des nucléosomes (Seidman et Glazer, 2003).
Par conséquent, un TFO est efficace quand il est capable de former un triplex stable en
condition physiologique afin d’agir sur les mécanismes biologiques ciblant 'ADN et

résistant aux nucléases.

D’aprés la stratégie anti-gene développé par le professeur Claude Héléne et ses
collaborateurs, les oligonucléotides formant des triples hélices (TFO : triple helix forming

oligonucleotide) sont capables de cibler TADN de maniére séquence spécifique et
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d’interférer avec différents processus biologiques comme la réplication, la transcription,
la recombinaison et la réparation de 'ADN (Giovannangeli et Helene, 1997). De ce fait,
de nombreuses applications basées sur les ftriplex d’ADN ont été développées,
particuliérement pour le clivage de sites spécifiques, la mutagenése dirigée (Vasquez et
al., 2000), la modulation de I'expression génique (modulation de la transcription, inhibition
de la réplication) (Giovannangeli et al., 1996; Vasquez et Wilson, 1998), la translocation
de protéines (ou de drogues) au niveau de '’ADN ou la modulation de leur liaison (Levy
et al., 2005), le marquage de duplexe ADN (Roulon et al., 2002) ou encore dans les
méthodes de purification d’ADN (Ji et Smith, 1993). Grace a leur capacité de ciblage
séquence spécifique, les TFO sont des outils attractifs dans les domaines thérapeutiques
et technologiques (Duca et al., 2008). C’est pourquoi, la capacité des TFO a former des
structures en triples hélices a été améliorée grace a des modifications chimiques des
nucléotides. L’optimisation des TFO est illustrée ci-aprés par des exemples de
modifications apportées soit au niveau de la base azotée (C ou T en général), soit au

niveau du sucre ou de la liaison phosphodiester.

3.2.2 Modifications de la base
I a été montré que la 5-methylcytosine, caractérisée par la substitution de
'hydrogéne en C5 par un groupement méthyle, augmente la fourchette de pH dans
laquelle la triple hélice est stable (Lee ef al., 1984). Ceci s’expliquerait par I'apparition
d’'un phénoméne d’hydrophobicité qui chasserait les molécules d’eau situées dans le
sillon de 'ADN et/ou par 'augmentation du pKa au sein du triplex (Provsic et Dervan,

1989).
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3.2.3 Modifications du sucre

Des analyses par résonance magnétique nucléaire (RMN) ont montré qu’au sein
des ADN s triples brins, le troisieme brin a une conformation semblable a celle d’'un ARN.
C’est-a-dire que le sucre est en conformation C3’-endo au lieu d’'une conformation C2'-
endo qui est généralement observée pour les ADN simple brin (Rajagopal et Feigon,
1989) (figure 37). De plus, il a été montré que la triple hélice est plus stable lorsque le
troisieme brin est un acide ribonucléique plutét qu’un acide désoxyribonucléique (Roberts
et Crothers, 1992). Basés sur ces travaux, Shimizu et ses collaborateurs ont montré qu’un
TFO composé d’ARN 2’-O-methyl (2-OMe RNA) se lie plus efficacement et plus
solidement a un duplex ADN qu’un troisieme brin composé uniquement d’ADN. lls ont
également montré que cet ARN 2’-O-methyl a une conformation C3’-endo et que le
groupement méthyl augmente la rigidité du triplex (Shimizu et al., 1992). Cette
méthylation du groupement OH stabiliserait la conformation C3’-endo du sucre en
engendrant une faible distorsion du duplex cible et favorisant ainsi la stabilité du triplex

final. Cette modification confére aux TFO une meilleure résistance aux nucléases.

C5 Base C5 Base
3 2'
.;%1' 4-\3,/0\1‘

C3’-endo C2’-endo

Figure 37 : Conformation des C3’-endo et C2’-endo des sucres des nucléotides. Figure adaptée de
(Julien et al., 2008).
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La présence d’'un ribose 2'-O-aminoethyl (2'-AE) sur un résidu augmente la
cinétique d’hybridation en réduisant la répulsion de charge du duplex sur le troisiéme brin.
Le groupement amine de la chaine latérale forme un pont avec I'oxygéne du phosphate

du duplex et stabilise ainsi la structure triple brin (Seidman ef al., 2005).

En vue d’améliorer les systéemes d’ARN antisens, d’autres auteurs ont développé
des analogues d’oligonucléotides capables d’outrepasser les limites des systémes déja
existant telles que l'activité in cellulo, le temps de demi-vie et surtout la spécificité de
séquence. Ces oligonucléotides sont synthétisés a partir de ribonucléosides modifiés par
une sous-unité morpholine, reliés entre eux pas des groupements carbamates (Stirchak

et al., 1989; Summerton et Weller, 1997).

Puisque ces oligonucléotides morpholino ont montré une bonne activité antisens
et une bonne spécificité de séquence, Lacroix et al., ont tiré profit de ces analogues
d’acides nucléiques en les incorporant dans des TFO afin de former de triples hélices
stables en conditions physiologiques. lIs sont alors les premiers a réaliser une triple hélice
avec un troisieme brin oligonucléotidique non chargé composé de pyrimidine en

conditions physiologiques (Lacroix et al., 2000).

L’'optimisation des TFOs a mené au développement des LNA (locked nucleic
acids) qui sont caractérisés par un pont méthyléne entre I'hydroxyle en position 2 et
'atome de carbone en position 4 du sucre. De cette maniére, le ribose est bloqué de

maniére covalente en position C3’-endo (Koshkin et al., 1998; Singh ef al., 1998). Cette
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conformation augmente la sensibilité et la spécificitt du TFO (un nucléotide de

mismatch).

La derniére génération de TFO utilise des BNANC (Bridged Nucleic Acid) (Rahman
et al., 2008) qui sont caractérisés par une liaison N-O entre le carbone 2’ et 4’ du ribose.
Cette conformation augmente l'inflexibilité du sucre et lui confére un gain d’affinité avec
le duplex cible (propriétés d’hybridation). Cette caractéristique augmente la résistance
aux nucléases par rapport aux LNAs. Les TFOs complétement modifiés avec des BNA
forment des triples hélices stables a pH neutre (Duca et al., 2008). De plus, les
oligonucléotides composés de BNANC sont reconnus pour avoir une meilleure résistance
aux nucléases, une meilleure spécificité et étre moins toxiques que les LNAs. lIs ont
également une stabilité thermique élevée et une bonne solubilité dans I'eau (Soler-Bistuée
et al., 2019). Par conséquent, ce type d’oligonucléotide a été employé dans diverses
applications comme l'inhibition de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries
(Lopez et al., 2015), le ciblage d’ARN défectueux dans le contexte de la dystrophie
myotonique de type 1 (Manning et al., 2017), l'inhibition de géne dans des cellules de
mammiféres (Yamamoto et al, 2012) ou encore pour le diagnostic avec le
développement de sondes fluorescentes (Shivarov et al., 2014) et méme dans des

systémes CRISPR pour améliorer la spécificité de la Cas9 (Cromwell et al., 2018).
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3.2.4 Modifications des liaisons phosphodiesters

La synthése d’oligonucléotide dont le squelette phosphodiester est modifié permet
de palier au probleme de stabilité en augmentant la résistance des oligonucléotides face
aux nucléases. La modification du squelette phosphodiester des oligonucléotides confére
une meilleure stabilité aux oligonucléotides en augmentant leur résistance face aux
nucléases. C'est le cas des oligonucléotides phosphorothioates (PS) et des peptide
nucleic acids (PNA). Les oligonucléotides phosphorothioates sont caractérisés par le
remplacement d’un atome d’oxygéne par un atome de soufre au niveau du groupement
phosphate qui leur accorde une meilleure résistance aux nucléases en comparaison aux
oligonucléotides phosphodiesters (Stein et Cohen, 1988; Ghosh et al., 1993; Hacia et al.,
1994). Il a été rapporté que l'affinité des oligonucléotides PS, composés de pyrimidines,
diminue en fonction du nombre de liaisons PS. Cependant, 'affinité des oligonucléotides
PS composés de purines est supérieure a celle des oligonucléotides PS composés de

pyrimidines et a celle des oligonucléotides natifs (Lacoste et al., 1997).

Les PNAs sont des molécules de synthése, analogues des acides nucléiques,
dans lesquelles le squelette phosphodiester a été remplacé par une chaine pseudo-
peptidique sur laquelle viennent se fixer les bases puriques et pyrimidiques. En effet, le
squelette est composé de répétition N-(2-aminoéthyl)-glycine reliées par une liaison
peptidique et les bases purines et pyrimidines sont attachées au squelette par des
liaisons méthyl-carbonyl. Par conséquent, les PNA ne sont pas chargés et s’apparient
aux sequences d’acides nucléiques avec une forte affinité et une forte spécificité

(diminution de I'effet de répulsion électrostatique entre le duplex et le troisieme brin). Ces
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caractéristiques conféerent aux TFO-PNA une excellente résistance aux protéases et aux

nucléases.

En vue d’améliorer I'efficacité de transfection d’un transgéne thérapeutique, nous
avons décidé de greffer un peptide signal sur un plasmide ADN en employant un ou
plusieurs oligonucléotides capables de former des triples hélices avec un site
oligopurine«oligopyrimidine inséré dans le plasmide mais en dehors des séquences
codantes. Nos travaux portent sur la caractérisation de la formation d’'un ADNp-TFO-
peptide composé d’un plasmide de taille variable (5kb a >20 kb) et d’un oligonucléotide
comportant des BNAs et conjugué a un peptide par « chimie click ». Les caractéristiques
des BNA apportent a l'oligonucléotide certains avantages comme une meilleure
reconnaissance de la séquence cible, une meilleure stabilité et une meilleure résistance

aux endo et exonucléases que les autres types de nucléotides.
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4  Chapitre IV : Matériel et méthodes

4.1 Cellules
4.1.1 Lignée HelLa

Les cellules HeLa (ATCC CCL 2.1) sont cultivées dans du milieu de culture DMEM
(Gibco, Renfrewshire, U.K.) contenant 10% de sérum de veau décomplémenté (a 56°C
pendant 30 minutes) (FBS, Gibco), 1% de L-glutamine (Glutamax, Gibco), 1% d’acides
aminés non-essentiels (M7145, Sigma, Saint Louis, USA), 100 U/ml de penicilline et 50
unités/ml de streptomycine (penicilline-streptomycine, Eurobio, France) a 37°C dans une

atmosphére humidifiee contenant 5% CO:2 et 95% d’air.

4.1.2 Lignée CFBE

Les cellules CFBE, données par Dieter Gruenert, San Francisco, CA, USA, sont
ensemenceées dans des flasques T75 préalablement incubées pendant 15-20 min a 37°C
avec 10 ml d’'une solution contenant 10 mg de BSA et 3 mg de collagéne de type 1 (MP
Biomedicals, USA) pour 100 ml de Minimum Essential Medium Eagle (MEM, Gibco,
Renfrewshire, U.K.) (Goncalves et al.,, 2017). Avant 'ensemencement des cellules, ce
milieu BSA/collagéne/MEM est retiré. Les cellules CFBE sont cultivées dans du milieu de
culture « Minimum Essential Medium » (MEM, Gibco, Renfrewshire, U.K.) avec 10% de
sérum de veau non-décomplété (FBS, Gibco), 1% de L-glutamine (Glutamax, Gibco),
0,4% d’antibiotique (penicilline-streptomycine, Eurobio, France) a 37°C dans une

atmosphére humidifieée contenant 5% CO:2 et 95% d’air.
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4.1.3 Lignée C2C12 et cellules mdx
Les cellules C2C12 et H2kmdx (CRL1772 ; ATCC) sont cultivées dans du milieu
de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM - high glucose,
Gibco, Renfrewshire, U.K.) avec 10% de sérum de veau décomplémenté (FBS, Gibco),
1% de L-glutamine (Glutamax, Gibco), 1% d’antibiotique (penicilline-streptomycine,

Eurobio, France) a 37°C dans une atmosphére humidifiée contenant 5% CO2.

4.1.4 Lignées HelLa-eGFP-tub, HeLa-MRFP-Tub, HeLa-FIP1eGFP

Les cellules HeLa-eGFP-Tub, HeLa-MRFP-Tub et HelLa-FIP1-eGFP sont des
cellules qui expriment de fagon stable la tubuline-eGFP, la tubuline-MRFP et la protéine
FIP1-eGFP, respectivement. Ces cellules ont été établies au laboratoire aprés
transfection de cellules HelLa avec des plasmides codant respectivement les protéines
de fusion tubuline-eGFP, tubuline-MRFP et FIP1-eGFP, placées sous la dépendance du
promoteur CMV ainsi qu'un géne de résistance a I'antibiotique G418. Ces cellules sont
cultivées dans du milieu de culture DMEM (Gibco, Renfrewshire, U.K.) contenant 10% de
sérum de veau décomplémenté (FBS, Gibco), 1% de L-glutamine (Glutamax, Gibco), 1%
d’antibiotique (penicilline-streptomycine, Eurobio, France), 400 ug/ml de G418 (Sigma,
Saint Louis, USA) dans le but de maintenir la pression de sélection des clones, a 37°C

dans une atmosphére humidifiée contenant 5% CO:2 et 95% d’air.

4.1.5 Passage des cellules
Les cellules sont passées deux fois par semaine par un décollement avec un

mélange PBS/trypsine (Sigma, Saint Louis, USA). Aprés 5 minutes d’incubation a 37°C,
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la trypsine est inactivée par le sérum en ajoutant un volume de milieu complet. Les
cellules sont centrifugées a 400 g pendant 3 min puis le culot est repris dans du milieu
complet et les cellules sont ensemencées a 2.10° cellules/ml dans un T75 ou a 8.10°
dans un T25. Les cellules sont testées pour les mycoplasmes avec le kit Mycoalert™

(Lonza).

4.1.6 Transfection avec PTG1

24h avant la transfection, les cellules sont ensemencées a 1.10° cellules/puits
dans 500 ul de milieu de culture complet dans une plaque 24 puits. Pour la transfection,
nous avons utilisé le polymére PTGI qui correspond a de la polyéthyléimine linéaire
histidinylée (Bertrand et al., 2011). Les polyplexes sont préparés comme suit: 6 ul de
polymére PTG1 a 1 pg/pl dilué au 2 avec de 'HEPES 10 mM, pH 7,4 est ajoutée goutte
a goutte, en vortexant, a une solution contenant 1 ug de plasmide ADN dilué dans 13 pl
dHEPES 10 mM pH 7,4. Le mélange est laissé au repos pendant 30 minutes a
température ambiante afin que les polyplexes se forment puis le volume est ajusté a 500
Ml avec du milieu de culture sans sérum (MEM ou DMEM-high glucose). Le milieu de
culture des cellules est éliminé et remplacé par 500 ul de polyplexes. Aprés 4h
d’incubation a 37°C dans une atmosphére humidifiée contenant 5% CO2 et 95% air, le
milieu de transfection est éliminé et remplacé par 500 ul de milieu complet dans chaque

puits.
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4.1.7 Mesure de l'efficacité de transfection

. Préparation des lysats cellulaires :
48h aprés la transfection, les cellules sont lavées avec du PBS 1X. Puis, 133,4 pl
de tampon de lyse composé de CCLR 1X (Promega, Madison, USA), complémenté a 8
mM MgClz, sont ajoutés dans chaque puits. Les cellules sont décollées par grattage avec
un rubber policeman, transférées dans des tubes eppendorf de 1,5 ml puis vortexées
pendant 10 secondes dans la solution de lyse. Ensuite, les échantillons sont centrifugés
a 12 000 g pendant 15 secondes et placés sur la glace. 20 ul de chaque échantillon sont
mélangés avec 6 yl d’ATP a 2 mM. La mesure de l'activité de la luciférase est effectuée
avec le luminometre LUMAT LB 9507 (Berthold, Wilbach, Allemagne) apreés injection de
150 pl de Bettle luciférine diluée 6 fois dans I'eau (1 mM final). L’activité de la luciférase
est exprimée en RLU (Relative Light Units) par mg de protéine aprés un dosage protéique
réalisé avec le dosage colorimétrique BCA (Interchim, Montlugon, France) qui permet de

normaliser les échantillons.

En présence d’ATP, de Mg?* et d’'O2, la luciférase transforme la luciférine en une
molécule d’oxyluciférine et un photon. Cette réaction produit également de 'AMP, du PPi

et du COz2 (figure 38).

N N C=0OH i‘t“: KT P
LY s at
" i Ovis 9 +AMP + PPi + CO, +
p-Luciferin —_— Oxyluciferin

Firefly luciferase 562 nm

+ ATP, Mg+, and O,

Figure 38 : Réaction de I’activité de la luciférase.
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. Dosage BCA:

Le dosage protéique repose sur I'établissement d’'une gamme étalon composée
de BSA diluée dans le réactif CCLR a 0,1X, allant de 0 pg/uL a 1 pg/pl. Sur la méme
plaque 96 puits, 0,5 ul de chaque échantillon sont déposés en triplicata. 10 ul de tampon
CCLR 0,1X sont ajoutés a chaque échantillon puis 300 pul du mélange BCA-A/BCA-B
(Interchim, Montlugon, France) sont rajoutés. La plaque est incubée 45 minutes a 37°C.
La quantité de protéine est mesurée a 562 nm avec le spectrophotometre (Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France). Ce dosage protéique permet de normaliser les valeurs obtenues
en bioluminescence par rapport a la quantité de protéines présentes dans les
échantillons. Ce dosage est un test colorimétrique qui repose sur la réduction de Cu?* en
Cu™ par les protéines dans un milieu alcalin (figure 39). L’acide bicinchoninique chélate
les ions Cu* avec une haute spécificité pour former un complexe soluble violet. La
réaction est mesurée par absorbance a 562 nm du complexe Cu*. L’absorbance est
directement proportionnelle a la concentration en protéine dans une fourchette comprise
entre 20 — 2000 ug/ml (d’apreés la fiche technique Interchim, France). La concentration en
protéine est calculée a partir d’'une courbe étalon obtenue avec une gamme de protéine
(BSA, bovine serum albumin).

OH-

Protéine + Cu2* L.l Cu'™ + Protéine +

Acide Complexe
Bicinchonique BCA-Cuivre
(BCA)

Figure 39 : Réaction colorimétrique du test d’acide bicinchonique de dosage des protéines. La
premiére étape correspond a la chélation du cuivre par les protéines dans un environnement alcalin qui
forme un complexe avec des liaisons peptidiques. La seconde étape est la réduction de l'acide
bicinchoninique, responsable du changement de couleur.
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4.2 Les plasmides

4.2.1 Construction du plasmide pTG11033-6TH
. Amplification et digestion de la séquence 6TH

La séquence 6TH est amplifiée a partir de 10 ng du plasmide pUC57-6xgenegrip
(GenScript) et du mix KAPA HiFi HotStart Ready (New England Biolabs, Ipswich,
Angleterre) en présence de 0,3 pM damorce sens (5-GAAGCAGCCGGC
CTTGGGCTGGCGTAATAGC-3), 0,3uM d’amorce antisens (5-AGTGACACCGGTACT
CACTATAGGGCGAATTG- 3’) et 5% DMSO. La réaction de PCR est programmée selon
une étape de dénaturation initiale de 3 minutes a 95°C, 35 cycles d’amplification
(dénaturation : 98°C, 20 secondes ; hybridation : 69,5°C, 15 secondes ; élongation :
72°C, 1 minute) et une étape d’élongation finale de 5 minutes a 72°C. 1 ug de produits
PCR est digéré en présence de tampon CutSmart a 1X final (New England Biolabs,
Ipswich, Angleterre), 20 unités d’enzyme Agel (New England Biolabs, Ipswich,
Angleterre) et 30 unités de Nael (New England Biolabs, Ipswich, Angleterre) dans un
volume ajusté a 50 pl avec de I'eau. Aprés 4h d’incubation a 37°C, les enzymes de
restriction sont inactivées pendant 20 minutes a 65°C. Les fragments sont purifiés avec
du phénol/chloroforme a pH 7,7-8,3 (Sigma, Saint Louis, USA) puis précipités dans 0,1
volume de NaCl 5M additionné de 2 volumes d’éthanol absolu froid (stocké a -20°C).
Aprés 16H d’incubation a -20°C, le mélange est centrifugé a 20000 g pendant 15 minutes.
L’ADN culoté est lavé avec 500 pl d’éthanol 70%, centrifugé a 20000 g pendant 15
minutes. Le culot ADN est séché a température ambiante pendant 10 minutes puis
repris dans de I'eau. En paralléle, 2 ug du plasmide destinataire pTG11033 (9 514 bp,

Transgene S.A., Strasbourg, France) sont digérés en présence de tampon CutSmart a
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1X final (New England Biolabs, Ipswich, Angleterre), 20 unités de Agel (New England
Biolabs, Ipswich, Angleterre) et 30 unités de Nael (New England Biolabs, Ipswich,
Angleterre), 10 unités de Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) (New England
Biolabs, Ipswich, Angleterre) dans un volume ajusté a 50 pl avec de I'eau. Aprés 4h
d’incubation a 37°C, les plasmides sont purifiés a I'aide du kit Macherey-Nagel « gel and
PCR clean up » (Duren, Allemagne), dosage au Nanodrop (NanoDrop One, Thermo

Scientific).

. Ligation
L’étape de ligation est réalisée selon la réaction décrite dans le tableau ci-

dessous et incubée 5 minutes a température ambiante :

| Contrdle | Ratio1/3* | Ratio1/6* | Ration1/10*

25 ng pTG11033 digéré par

Nael/Agel 0,6 pl 0,6 pl 0,6 pl 0,6 pl
Insert 6xTH digérés par
Nael/Agel 0 pl 1,83 pl 3,29 pl 5,48 pl
Tampon Quick Ligase (New
England Biolabs, Angleterre Sul Sul Sl Sl
Quick Ligase
(New England Biolabs, 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Angleterre
D 39 2,07 pl 0,61 pl 0
Volume total 10 10 10 11,93

* ratio 1/3, 1/6 et 1/10 correspondent a 1 quantité d’ADN pour 3, 6 et 10 quantités d’ADN

50 pl de bactéries Neb5a (New England Biolabs, Ipswich, Angleterre) sont
transformés avec 2 pyl de ligation puis incubés pendant 30 minutes sur la glace. Les
échantillons subissent un choc thermique a 42°C pendant 30 secondes avant d’'étre
replacés sur la glace pendant 2 minutes. 200 ul de SOC (B9020S, New England Biolabs,

Ipswich, Angleterre) sont ajoutés a chaque échantillon. Aprés une heure d’'incubation a
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37°C, sous agitation a 220 rpm, les bactéries sont étalées sur des boites LB +

kanamycine et placées a 37°C sur la nuit.

Les boites de culture sont énumérées et les résultats obtenus sont décrits dans le

tableau suivant :

42
68
62
> 200

10 mini-cultures sont réalisées a partir de 10 colonies piquées au hasard parmi les
plus petites de la boite LB-Kanamycine 1/10 puis ensemencées dans 2 ml de LB + 2 pl

de Kanamycine et placées a 37°C sous agitation (220 rpm) pendant la nuit.

Les cultures bactériennes sont centrifugées a 3300 g, pendant 5 minutes. Les
culots sont repris dans 300 ul de tampon RES (Machery-Nagel, Diuren, Allemagne), puis
300 pl de tampon NEU (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne) sont ajoutés. La mixture est
mélangée par retournement et incubée sur la glace pendant 5 minutes. Les échantillons
sont centrifugés a 14500 g pendant 10 minutes et les surnageants sont transférés dans
des nouveaux tubes. L’ADN est ensuite précipité avec 0,6 volume d’isopropanol,
centrifugé a 14500 g pendant 10 minutes, lavés a I'éthanol 70% et centrifugés a 14500 g
pendant 5 minutes. Les culots sont séchés, resuspendus dans 30 ul d’eau « DNase free
et RNase free » puis I'absorbance est mesurée a 260 nm avec un Nanodrop (NanoDrop
One, Thermo Scientific). Une digestion enzymatique est réalisée pour éliminer les clones
faux positifs. Pour cela 1 ug de chaque échantillon est mélangé avec le tampon CutSmart

(New England Biolabs, Ipswich, Angleterre), 20 unités de Agel-HF (New England Biolabs,
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Ipswich, Angleterre), 30 unités de Nael (New England Biolabs, Ipswich, Angleterre) dans

un volume réactionnel de 20 pl.

4.2.2 Amplification et purification de plasmide

Lorsque les clones bactériens sont corrects, ils sont amplifiés par une pré-culture
bactérienne de 2 ml (milieu LB + kanamycine) pendant une nuit a 37°C, sous agitation
220 rpm. Puis 500 pl de cette pré-culture sont ensemencés dans 500 ml de milieu de
culture LB + kanamycine pendant 1 nuit a 37°C, sous agitation 220 rpm. Les bactéries
sont culotées par une centrifugation a 6 000 g pendant 20 minutes. Puis les plasmides
sont purifiés a l'aide du kit Maxiprep (Macherey-Nagel, Diren, Allemagne) selon les
recommandations du fournisseur. Leur quantité est estimée par la mesure de
'absorbance a 260 nm avec le Nanodrop (NanoDrop One, Thermo Scientific. Le
Nanodrop permet également de tester la pureté des échantillons a l'aide des ratios
260/280 et 260/230 qui permettent d’évaluer d’éventuelles contaminations par des
protéines ou par des produits de purifications (phénols, sels etc...), respectivement.
Finalement, une digestion enzymatique est réalisée pour vérifier la conformité des

plasmides obtenus.

4.2.3 Peptides et oligonucléotides

Les oligonucléotides avec des BNA marqués par un + (5-
C+TC+TC+TC+TC+TC+TC-3' ou 5-C+TC+TC+TC+TC+TC+TC-[S-S]-3’), avec des
phosphodiesters (5-CTCTCTCTCTCTC-3’), des phosphorotioates marqués par une *

(5-*C*T*C*T*C*T*C*T*C*T*C*T*C-3’) ont été synthétisés par Biosynthesis (USA) et les
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PMO (5°-CTCTCTCTCTCTC-3’) ont été synthétisés chez Gene Tools (USA). lIs

possédent tous a leur extrémité 3’ un groupement dibenzocyclooctyne (DBCO).

Les oligonucléotides fluorescents BNA (Biosynthesis, USA) et PMO (Gene Tools,
USA) possedent le 6-FAM a leur extrémité 3’. Le 6-FAM correspond a une molécule de
fluorécéine caractérisée par une longueur d’'onde d’excitation maximale aux alentours de

498 nm et une longueur d’'ondes d’émission maximale aux alentours de 517 nm.

Les peptides P4 (H-VVMVGEKPITITQHSVETEG-Lys(Ns)-NH2) et P1
(VNLHQCKRGIFCLVKQAKVT-Lys(N3)-NH2) ont été synthétisés par JPT Innovative
Peptide Solutions (Berlin, Allemagne) et possédent a leur extrémité C-terminale un

groupement azide.

Le peptide P4 biotinylé (H-VVMVGEKPITITQHSVETEG-Ttds--Lys(biotin)-NH2

provient également de JPT Innovative Peptide Solution (Allemagne).

4.2.4 Formation des triples hélices
Les oligonucléotides-FAM en quantités variable (de O uM a 1 yM) sont incubés en
présence de plasmides sans ou avec 1 ou 6 séquences TH dans un tampon phosphate
(10mM, pH = 5,8). La réaction est réalisée sur la nuit, si aucune indication n’est précisée.
La formation des triples hélices est évaluée aprés une électrophorése verticale en gel
d’agarose 2%. La migration est réalisée a 100 V pendant 20 min puis les oligonucléotides
fluorescents sont révélés a I'aide du scanner Typhoon FLA 9500 (GE HealthcarelLife

Sciences, Uppsala, Suéde). La quantification du taux d’oligonucléotides-FAM libres et
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fixés sur les plasmides est réalisée a I'aide du logiciel Imaged (Rasband, W.S., ImageJ,
U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Les plasmides sont révélés
a I'aide d’'une exposition aux UV (Gel Doc™ XR+, Bio-Rad Laboratories, USA) aprés une
incubation sur la nuit du gel d’agarose dans un bain de SybR Green (Sigma, Saint-louis,

USA) a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

4.3 Caractérisation des complexes ADN/Polymeéres

Une solution avec 30 ul de polymére PTG1 a 1 ug/ul diluée avec 30 ul ’HEPES
10 mM, pH 7,4 est ajoutée goutte a goutte, en vortexant, a une solution contenant 5 ug
de plasmide ADN dilué dans 45 ul dHEPES 10 mM pH 7,4. Le mélange est incubé 30
minutes a température ambiante. Les complexes sont dilués 50 fois dans de 'HEPES 10
mM pH 7,4 puis caractérisés en utilisant 'appareil Nano Particle Analyzer SZ-100 (Horiba

Scientific).

4.4 Microscopie confocale

4.4.1 Immunomarquages de la protéine CFTR
1.108 cellules sont ensemencées sur une lamelle en verre déposée au fond des
puits d’'une plaque de 4 puits. Puis, 48h aprés la transfection avec les complexes
PTG1/ADNp-CFTR+/-6TH, les cellules sont lavées 3 fois avec 500 ul de PBS 1X puis
fixées et perméabilisées avec du méthanol 90% froid, pendant 30 minutes a -20°C. Les
cellules sont lavées 3 fois avec 500 pyl PBS/BSA 0,5%/puits. Aprés I'élimination du dernier
lavage, 200 pl d’anticorps primaires (anticorps monoclonal de souris anti-CFTR;

sc58615, lot D1515, Santacruz) dilués au 1/50°™ dans PBS/BSA 1% sont déposés sur
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les cellules et placés a température ambiante pendant 1 heure. Les cellules sont lavées
3 fois avec 500 pl de PBS/BSA 0,5%/puits. Puis, 200 ul d’anticorps secondaires
(anticorps de lapin Alexa fluor 488 anti-immunoglobulines G de souris, A11059, Lot
1832425, Thermofisher Scientific) dilués au 1/200®™ dans PBS/BSA 1% sont incubés
avec les cellules a température ambiante pendant 45 minutes. Aprés 3 lavages avec du
PBS 1X, les lamelles sont montées sur les lames d’observation avec une goutte de milieu
de montage (Vectashield, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) et scellées
avec du vernis. Les lames sont stockées a 4°C et a 'abri de la lumiére. Les images ont
été réalisées a I'aide du microscope confocal Zeiss LSM 510 équipé d’un objectif x63 a

immersion.

4.4.2 Immunomarquages de la protéine Dystrophine
Pour l'immunomarquage des cellules transfectées avec les complexes
PTG1/ADNp-Dys+/-6TH, le méme protocole a été suivi a la différence des anticorps
primaires (anticorps primaires de lapin anti-dystrophine ab15277; Abcam) et anticorps
secondaires (immunoglobulines de chévre Alexa fluor 488 anti-IgG de lapin ; A10034,

Thermofisher).

4.5 Interactions microtubules isolés Qdot-P4

4.5.1 Quantum dots
Les quantum dots sont des sondes fluorescentes nanométriques constituées de
cristaux en matériaux semiconducteur (CdSe). lls sont recouverts d’'une coque semi-
conductrice en ZnS améliorant les propriétés optiques des particules. La couleur émise

par les quantums dots est dépendante de la taille des particules. Le contrdle de la taille
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lors de leur production permet d’assurer des spectres d’émission trés pointus. Les
quantum dots sont caractérisés par leurs propriétés optiques de brillance et de
photorésistance. Les quantum dots (Q10141MP, Invitrogen, USA) utilisés dans ce projet
possédent une couche supplémentaire de polymére qui permet le couplage de 5 a 10
molécules de streptavidine par quantum dot. Ces Qdots conjugués a la streptavidine ont
une taille comprise entre 15-20 nm (figure 40) et sont caractérisés par un spectre

d’émission dont le pic maximum est a 525 nm (figure 40).

La préparation des Qdots-stretavidine/P4 commence par une étape de
centrifugation de la solution stock de Qdots 525 ITK™ & 1 uM (Q10141MP, Invitrogen,
USA) a 5000 g pendant 3 minutes. Puis, 3 pl de la solution sont mélangés a 1 ul de PBS
10X, 3 pl d’eau et 3 yl (0,3 pg) d’'une solution de peptide biotine-P4 a 0,1 pg/ul. Les
complexes Qdots-streptavidine + P4 sont incubés pendant 1 h a température ambiante

avant les observations microscopiques.
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Figure 40 : Caractéristiques des Qdots® 525 conjugués a la streptavidine. A : Structure globale d’'un

Qdot conjugué a des molécules de streptavidine avec les différents éléments structuraux qui composent le
Qdots. B : Spectre d’excitation (pointillés) et d’émission (vert plein) des Qdots 525 streptavidine.
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4.5.2 Microtubules isolés
Avant de commencer la préparation, le tampon G-PEM 4,5% glycérol (composé
de Microtubule Cushion Buffer 60% glycérol, General Tubulin Buffer et de GTP a 1 mM)
(Cytoskeleton, Inc., Denver, USA) et le tube de X-rhodamine tubuline (Cytoskeleton, Inc.,
Denver, USA) sont placés sur la glace pendant 5 minutes. La tubuline (Cytoskeleton, Inc.,
Denver, USA.) est suspendue dans 4 ul de G-PEM 4,5% glycérol, centrifugée a 4°C a

14 000 g pendant 10 min puis aliquotée a 0,5 pl/tube.

. Préparation des microtubules isolés
Un aliquot de 0,5 ul de tubuline/G-PEM 4,5% est incubé a 37°C pendant 20
minutes sur un bloc chauffant. En paralléle, 1 pl de taxol a 2 mM est mélangé a 19 ul de
G-PEM + 4,5% glycérol et gardé a température ambiante. 0,15 pl de taxol a 100 uM sont
ajoutés ala réaction de polymérisation de la tubuline et incubés a 37°C pendant 5 minutes
afin de stabiliser les microtubules. Pour les observations microscopiques, les 0,5 ul de
microtubules sont dilués dans 80 pl de tampon G-PEM contenant 30% glycérol, 1 mM de

GTP et 20 yM de taxol, préchauffé a 37°C.

. Préparation d’extraits cytosoliques
Les extraits cytosoliques sont préparés a partir d’'une flasque T75 contenant 1.107
cellules HelLa. Les cellules sont lavées 3 fois pendant 2 min avec 2 ml de PBS froid
complété avec 0,2% BSA puis lavées 3 fois pendant 2 min avec 2 ml de PBS 1X froid.
Apreés ces lavages, les cellules sont récupérées en grattant la flasque en présence d’1 ml
de PBS 1X puis transférées dans un tube falcon de 14 ml. Les cellules sont centrifugées

a 400 g pendant 5 min, a 4°C. Le surnageant est éliminé et les cellules sont reprises dans
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3 ml de tampon d’homogénéisation (250 mM sucrose, 3 mM imidazole, 0,1% de gélatine,
pH 7.4) puis centrifugées a 400 g, 5 min, a 4°C. Le surnageant est éliminé et les cellules
sont reprises dans 1 ml de tampon d’homogénéisation auquel sont ajoutés 10 pl (dilution
au 1/100°) de cocktail inhibiteur de protéases (1 ug/ml d’antipaine, 1 pg/ml de pepstatine,
1 ug/ml de leupeptine, 15 pg/ml de benzamidine) (Sigma, Saint Louis, USA). Les cellules
sont lysées en les passant 5 fois dans une seringue jetable avec une aiguille de 22G,
puis centrifugées a 800 g, 5 min, 4°C. 400 ul sont prélevés a la surface du mélange et 45
pl d’ATP y sont ajoutés (concentration finale = 100 mM). Les extraits cytosoliques sont
conserveés sur la glace, puis réchauffés a 37°C au moment de I'observation pour éviter la

dépolymérisation des microtubules.

Une fois que les échantillons sont préparés, 1 ou 2 pl d’échantillon (extrait
cytosolique + microtubules + Qdots) sont déposés sur une lame de microscope placée
sur une plaque chauffante a 40°C pendant 30 secondes a 1 minute. Ensuite, une lamelle
est placée sur I'échantillon a observer avant que le dép6t soit totalement sec. Finalement,
les acquisitions ont été réalisées avec le microscope confocal Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss

Microlmaging) équipé d’un objectif x63 a immersion dans I'huile.

4.5.3 Co-Immunoprécipitation
Les lysats de cellules HeLa-FIP1-C1eGFP sont préparés a partir d’'une flasque
T75 d’environ 107 cellules. Les cellules sont lavées avec 3 ml de PBS 1X et décollées
avec 5 ml de Trypsine a 37°C pendant 5 minutes. Les cellules sont transférées dans un
tube de 15 ml et 5 ml de milieu complet sont ajoutés pour neutraliser I'action de la

trypsine, puis centrifugées a 400 g pendant 3 min. Les culots cellulaires sont lavés avec
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du PBS 1X et centrifugées a 400 g pendant 3 min. Les cellules sont lysées avec 1 ml
d’'un tampon acétate de sodium 50 mM a pH = 6, contenant 0.5% Triton X-100, en
vortexant a température ambiante pendant 10 minutes. Le lysat est clarifié par une

centrifugation a 800 g pendant 10 minutes a 4°C.

100 ul de lysat contenant la protéine FIP1-C1eGFP sont incubés dans un tube a
hémolyse en verre avec 50 pg du complexe streptavidine-biotine-P4 en présence d’1 pl
dATP a 1 M (5 mM final) complété a 200 pl avec du tampon HBSS 1X. Aprés une
incubation sur la nuit a 4°C, 200 pl de tampon HBSS 2X et 20 ug de billes (soit 20 ul de

billes + 80 pl de tampon HBSS 10% BSA) sont ajoutés au mélange.

Le surnageant est transféré dans un nouveau tube a hémolyse en verre et sont
ajoutés 20 ug de billes agarose couplées a des anticorps monoclonaux de souris anti-

eGFP (SC-9996AC, Santa Cruz) dans 80 yl HBSS 10% BSA.

Aprés une nuit d’incubation a 4°C, les billes d’agarose sont centrifugées a 800 g

pendant 30 secondes et lavées 3 fois avec 500 yl HBSS 1X a pH 8.2.

Ensuite, une électrophorése SDS-PAGE est réalisée afin de mettre en évidence
les interactions entre le peptide P4 et |la protéine FIP1-C1eGFP cytosoliques en déposant
20 ul d’échantillon dans du Tampon Laemmli 2X (LBS 2X) préalablement chauffé a 95°C

pendant 5 minutes ou stockés a -20°C.

o Co-immunoprécipitation en présence de plasmide ADN
Afin de vérifier la présence de 'ADN plasmidique associé au peptide P4, ’ADN
doit étre purifié. Pour cela, les billes sont lavées 3 fois avec 500 yl HBSS 1X, pH 8.2, puis

incubées 1 heure a 65°C en présence de 100 ul de tampon HBSS 1X contenant 0,1% de
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SDS et 30 ug de protéinase K (Invitrogen, USA). 200 pl de tampon HBSS 1X sont ajoutés
pour obtenir un volume suffisant avant de réaliser les lavages au phénol/chloroforme.
L’ADN immunoprécipité est lavé 3 fois dans un volume de phénol/chloroforme, vortexé
pendant 1 minute et centrifugé a 20000 g pendant 1 minute a 4°C. La phase aqueuse est
récupérée apres chaque lavage. Apreés le dernier lavage, pour précipiter ’ADN, le volume
est ajusté a 500 ul avec de I'eau avant d’ajouter 0,1 volume de NaCl 5 M et 2 volumes
d’éthanol absolu froid. Le mélange est incubé sur la nuit a -80°C, centrifugé a 20000 g
pendant 20 min et lavé a I'’éthanol 70% avant d’étre séché et repris dans de I'eau. Les
échantillons d’ADN immunoprécipités sont dosés en prenant 'absorbance a 260 nm au

Nanodrop (NanoDrop One, Thermo Scientific).

Afin de vérifier que les ADN précipités correspondent au plasmide de départ une

réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

Composant 25 pl réaction | 50 pl réaction | Concentration finale
5ul 1X

5X OneTaq Standard

oo 10 ul
tampon de réaction
10 mM dNTPs (#N0447 0,5 ul 1ul 200 uM

10 uM amorce Luc sens 0,5 pl 1ul 0.2 uyM
10 uM amorce Luc antisens 0,5 pl 1ul 0.2 uM
OneTaq Hot Start 1,25 unités/50 ul
ADN Polymerase 0.125u 0.25 ul PCR
Matrice ADN variable variable <1 000 ng

Jusqu'a 25yl Jusqu’a 50 pli

L’amplification des plasmides sont réalisées avec le thermocycleur (4484073,
Thermofisher) selon le protocole suivant : Dénaturation initiale (94°C 30 seconds), 30
cycles : (94°C,15-30 seconds; 45-68°C, 15-60 seconds; 68°C 1 minute per kb),

Extension finale (68°C, 5 minutes).
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5 Chapitre V : Partie expérimentale
5.1 Construction de plasmide de différentes tailles

L’objectif de mon projet de thése concerne I'optimisation du transfert non-viral de
genes et plus particulierement le développement d’'une stratégie de fixation d’'un peptide
signal sur un plasmide ADN pour augmenter la migration du plasmide sur les
microtubules dans le contexte de la dystrophie musculaire de Duchenne et de la
mucoviscidose. |l a été montré que le peptide P4, associé a un plasmide ADN par un pont
streptavidine-biotine, tend a faciliter la migration du plasmide le long des microtubules et
a améliorer l'efficacité de transfection. Mes recherches avaient pour but de remplacer le
systéme biotine-streptavidine par une liaison du peptide P4 en un site spécifique dans le
plasmide afin de rendre la conjugaison du peptide P4 sur 'ADN cliniquement applicable.
Nous avons choisi un systeme d’ancrage ciblé du peptide sur le plasmide par
l'intermédiaire d’'un oligonucléotide formant une triple hélice (TFO) au niveau d’un site

oligopurine«oligopyrimidine inséré dans le plasmide (figure 41).
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Figure 41 : Les stratégies de conjugaison du peptide P4 sur un plasmide ADN. (A) Le peptide P79-98
biotinylé est lié a un plasmide ADN biotinylé via un pont streptavidine (Pigeon et al., 2013). (B) Le peptide P4
a un ADNp via un TFO-BNA capable de former une triple hélice avec un plasmide ADN contenant des
sequences oligopurines*oligopyrimidines (site TH).




Nous avons utilisé pour cela des plasmides de tailles variables (5kb, 10kb et 20kb)
codant le géne luciférase ou le géne luciférase et un géne médicament (Dystrophine ou
CFTR) et contenant un ou six sites composés de 6 séquences (AGAGAGAGAGAG-
TCTCTCTCTCTC) répétées en tandem, notées TH, dans lesquelles peuvent s’insérer 6
brins complémentaires (CTCTCTCTCTCTC) en formant une triple hélice (figure 41)
(Zelphati et al., 1999). Le TFO utilisé dans ce projet correspond a la séquence
(CTCTCTCTCTCTC) dans laquelle les cytosines sont remplacées par des cytosines
contenant un pont 2’-O-4’-aminoéthyléne en position 2’ et 4’ du ribose. Ces structures
nucléotidiques sont appelées BNA, pour « Bridged Nucleic Acids ». Ces analogues de
nucléotides conférent une meilleure complémentarité des bases azotées avec une
séquence composeée de nucléotides phosphodiesters et forment des liaisons plus stables
et plus fortes que celles observées dans une triple hélice utilisant des oligonucléotides
phosphodiesters, des Peptide Nucleic Acids (PNA) ou encore des locked nucleic acid

oligonucléotides (LNA) (Hertoghs ef al., 2003) (figure 42).

Les BNA nucléotides favorisent la complémentarité de séquence avec les ARN et
les ADN, augmentent la spécificité, la stabilité thermique des duplexes et des triplexes et
conferent une meilleure résistance aux exo- et endonucléases. Par conséquent, notre
but a été de maitriser les conditions de liaison du peptide sur 'ADN, la formation de la

triple hélice et du nombre de peptide capable d’'étre fixé selon la taille du plasmide.
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Figure 42 : Exemple des principaux types d’analogues de nucléotides retrouvés dans les TFO. (A)
phosphorothioates, (B) phosphoroamidates morpholino, (C) Peptide nucleic acids (PNA), (D) Locked
nucleic acids (LNA) et (E) Bridged nucleic acids (BNA).

La premiére étape de ce projet correspond a la vérification de I'expression des
transgénes portés par les différents plasmides par des tests de bioluminescence et par
immunofluorescence. Ensuite, les conditions de conjugaison du peptide avec le TFO ont
été étudiées ainsi que les parametres de formation des triples hélices entre le TFO et les
plasmides ADN. Puis, la robustesse et la stabilité de la triple hélice sur la résistance
thermique, la stabilité de cette liaison et la formation des polyplexes ont été évaluées.
Finalement, des expériences in vivo ont été menées en collaboration avec 'UBO de Brest
en injectant les plasmides dans les membres postérieurs de souris Swiss, par une

injection hydrodynamique.
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La figure 43 résume les constructions plasmidiques réalisées pour ce projet. Les
différents plasmides ont été réalisées par Delphine MAZE et les étapes de leur
construction sont décrites dans I'annexe 1. Les plasmides finaux codent pour la séquence
compléte de la dystrophine (DYS) ou de CFTR sous la dépendance d’'un promoteur tissu-
spécifique et possédent six sites TH (TCTCTCTCTCTCe AGAGAGAGAGAG), soit
théoriquement 36 sites capables de former une triple hélice avec le TFO complémentaire
de séquence C+TC+TC+TC+TC+TC+T. Deux versions de chaque plasmide ont été
construite 'une avec des séquences 3NF comme signal pour I'importation nucléaire et
I'autre sans (figure 43). La séquence du géne de la luciférase est également insérée dans

la séquence plasmidique et placée sous la dépendance du promoteur CMV.

Le géne de la luciférase permet d’évaluer plus simplement et rapidement par
bioluminescence [Iefficacité de transfection in vitro et in vivo par rapport a un
immunomarquage pratiqué pour détecter I'expression de la protéine dystrophine ou
CFTR dans les tissus lors d’un premier criblage. Le fait que le géne de la luciférase et le
géne médicament (dystrophine ou CFTR) soient insérés dans le méme plasmide sous la
dépendance de leur propre promoteur devrait permettent la corrélation entre les données

de bioluminescence et I'expression du géne médicament.
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Le géne de la dystrophine est placé sous la dépendance du promoteur spc5.12,
spécifique des cellules des muscles squelettiques (Li ef al., 1999) et le gene codant la
protéine CFTR est placé sous la dépendance du promoteur hCEF1-CFTR (human CMV-

Elongation Factor 1 a) spécifique des tissus pulmonaires (Pringle et al., 2012).

Une séquence 3NF est insérée en amont de chaque promoteur, une autre en aval
des transgenes (Luc, DYS ou CFTR). La construction de ces différents plasmides est
détaillée dans I'annexe 1. Des plasmides supplémentaires codant pour le géne de la
luciférase ont également été utilisés dans cette étude. Il s’agit des plasmides pGeneGrip
(5,063 kb), pTG11033 (9,514 kb) et pTG1133-6TH (10 kb). Ces plasmides sont plus petits
que les plasmides codant les génes médicaments et contiennent une seule séquence
TH, soit six sites de formation de triples hélices. Seul le plasmide pTG11033 ne posséde
pas de séquence TH. Ces plasmides sont utilisés pour évaluer, par bioluminescence,
'impact du nombre de peptide P4 par molécule de plasmide sur 'efficacité de transfection

en fonction de la taille des plasmides.
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Figure 43 : Schéma des plasmides utilisés dans le projet. Le plasmide pGenegrip (5,063 kb) contient
le géne codant la luciférase (Luc, orange) sous la dépendance d’un promoteur CMV (blanc) et une
séquence oligopurineseoligopyrimidines (TH, rouge). Le plasmide pTG11033 (9,514 kb) contient le géne
Luc sous la dépendance d’'un promoteur CMV. Le plasmide pTG11033-6TH (10 kb) contient Luc sous la
dépendance d'un promoteur CMV et 6 séquences oligopurineseoligopyrimidines. Le plasmide pCMV-
CFTR-3NF-6TH (20,2 kb) contient le e géne codant la protéine CFTR (vert) sous la dépendance d’un
promoteur CMV, le géne Luc sous la dépendance d’'un promoteur CMV, quatre séquences 3NF (violet) et
6TH. Le plasmide phCEF1-CFTR-3NF-6TH (20,1 kb) contient le géne CFTR (vert) sous la dépendance
d’'un promoteur hCEF1 spécifique des tissus pulmonaires (hCEF1, noir), le géne Luc sous la dépendance
d’'un promoteur CMV, quatre séquences 3NF et 6TH. Le plasmide phCEF1-CFTR-6TH (18,5 kb) contient
CFTR, Luc, 6TH mais pas de séquence 3NF. Le plasmide pspc5-12-DYS-3NF-6TH (22,2 kb) contient le
géne codant la dystrophine (DYS, gris) sous la dépendance du promoteur spc5.12 spécifique des tissus
musculaire (Spc5.12, jaune) et le géne Luc sous la dépendance d’'un promoteur CMV, quatre séquences
3NF et six séquences oligopurineseoligopyrimidine. Le plasmide pspc5-12-DYS-6TH (20,7 kb) contient
DYS, Luc, six séquences TH mais pas de séquences 3NF.
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5.1.1 Fonctionnalité des ADNp : expression du géne codant la luciférase par

bioluminescence

Aprés la construction des différents plasmides, I'expression du géne de la
luciférase, présent dans chaque plasmide sous la dépendance du promoteur CMV, a été
évaluée par des tests de bioluminescence dans différents types cellulaires comme les
cellules Hela, qui sont des cellules épithéliales de carcinomes ovariens humains, les
cellules C2C12 provenant de muscles squelettiques murins et les cellules CFBE qui sont
des cellules épithéliales de bronches d’origine humaine et porteuses de la mutation
AF508 dans le géne CFTR. 48H apres la transfection des différents plasmides complexés
au polymere PTGH1, l'activité de la luciférase a bien été détectée dans les différents types
cellulaires testés (figure 44). Globalement, le niveau de 'activité de la luciférase dans les
cellules HelLa et CFBE est plus élevé que dans les cellules C2C12. Ces différences sont
probablement dues au degré de transfectabilité propre a chaque type cellulaire. Ces
résultats indiquent que I'ensemble des plasmides construits pour ce projet de thése

expriment fortement la luciférase dans les cellules de mammiféres.
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Figure 44 : Efficacité de transfection des différents ADNp dans les cellules HeLa, CFBE et C2C12.
Les cellules HeLa, C2C12 et CFBE sont transfectées avec 0,5 (histogramme blanc) ou 1 ug (histogramme
noir) de pTG11033, pGenegrip, pTG11033-6TH, CMV-CFTR-3NF-6TH, hCEF1-CFTR-3NF-6TH, hCEF1-
CFTR-wo3NF-6TH, pspc5.12-Dys-3NF-6TH complexés avec PTG1PTG1. L’activité de la luciférase dans
le lysat cellulaire est mesurée 48h aprés la transfection et exprimée en unités relatives de lumiére (RLU)
par mg de protéines. Les conditions qui n'ont pas été testées en transfection sont indiquées par des
astérisques (*). Les résultats correspondent aux moyennes des valeurs mesurées +/- SD (n=3).

5.1.2 Fonctionnalité des ADNp : immunomarquage des protéines CFTR et
Dystrophine et spécificité des promoteurs
La fonctionnalité des plasmides codant la dystrophine a été étudiée dans les
cellules H2Kmdx. Ces cellules, qui ne possédent pas de dystrophine endogene, ont été
transfectées avec le plasmide pspc5.12-DYS-3NF-6TH. L'immunomarquage montre un
fort taux d’expression de la protéine dystrophine (figure 45 B). En comparaison aux

cellules H2Kmdx transfectées avec le plasmide pCMV-Dys-3NF, codant la dystrophine
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sous le contrdle d’'un promoteur CMV, le niveau de dystrophine semble inférieur a celui
observé dans les cellules transfectées avec le géne de la dystrophine sous la
dépendance du promoteur spc5.12 spécifique des tissus de muscles squelettiques
(Figure 45 A et B). Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Li et al. (Li et al.,
1999). La spécificité du promoteur pour les tissus musculaires a été évaluée en utilisant
des cellules HepG2 (lignée cellulaire de carcinomes hépatiques) dans lesquelles le
promoteur spc5.12 ne fonctionne pas. L’absence de marquage dystrophine dans les
cellules HepG2 transfectées avec le plasmide spc5.12-Dys-3NF-6TH codant la
dystrophine sous le contrdle du promoteur spécifique spc5.12 montre la spécificité du
promoteur spc5.12 pour les tissus musculaires (figure 45 D-F). Des images similaires ont

été obtenues avec le plasmide pspc5.12-DYS-6TH.

La fonctionnalité des plasmides CFTR a été évaluée dans les cellules CFBE.
L’immunomarquage révele un fort taux d’expression de la protéine CFTR dans les
cellules CFBE, 48h apreés la transfection, en comparaison aux cellules non transfectées
(figure 45 G-l). La spécificité de promoteur hCEF1 pour les tissus pulmonaires a été
vérifiée en transfectant les cellules C2C12. En comparaison des cellules CFBE, 'absence
de marquage CFTR dans les cellules C2C12 transfectées avec le plasmide phCEF1-
CFTR-3NF-6TH codant la protéine CFTR sous le contrble du promoteur spécifique
hCEF1 montre la spécificité de ce promoteur pour les tissus pulmonaires (figure 45 J et
K). Comme le montre I'expression du CFTR dans les cellules C2C12 avec le plasmide

CMV-CFTR-3NF, I'absence d’expression de CFTR dans les cellules C2C12 transfectées
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avec le plasmide phCEF1-CFTR-3NF-6TH n’est pas due a une non-fonctionnalité du

plasmide.

H2k mdx CFBE

[ | [
pCMV-DYS-3NF pspc5.12-DYS-6TH Non transfectées CMV-CFTR-3NF hCEF1-CFTR-3NF  Non transfectees

A

L
*—o *—e
20 pm

HepG2 C2C12

Figure 45 : Inmunomarquage et spécificité tissulaire des promoteurs spc5.12 et hCEF1. Les cellules
H2kmdx sont transfectées avec PTG1 complexé avec 1ug (A) p3NF-CMV-DYS, (B) pspc5-12-DYS-6TH
ou (C) non transfectées et les cellules HepG2 sont transfectées avec PTG1 complexé avec 1 ug (D) p3NF-
CMV-DYS, (E) pspc5-12-DYS-6TH ou (F) non transfectées. L'immunomarquage est réalisé avec des
anticorps primaires anti-dystrophine (ab15277 ; Invivogen) et des anticorps secondaires Alexa fluor 488 de
chevre anti-IgG de lapin (A10034, Thermofisher). Les cellules CFBE sont transfectées avec PTG1
complexé avec 1 ug (G) pCMV-CFTR-3NF, (H) phCEF1-CFTR-3NF-6TH ou (I) non transfectées et les
cellules C2C12 sont transfectées avec PTG1 complexé avec 1 ug (J) pCMV-CFTR-3NF, (K) phCEF1-
CFTR-3NF-6TH ou (L) non transfectées. L'immunomarquage de la protéine CFTR est réalisé avec des
anticorps primaires anti-CFTR (sc58615, SantaCruz) de souris et des anticorps secondaires Alexa fluor
488 de lapin anti-lgG de souris (A11059, Thermofisher). Les analyses microscopiques (Confocal laser
scanning microscopy (CLSM)) sont réalisées avec le microscope Zeiss Axiovert 200 M associé au Zeiss
LSM 510 scanning device.

L’ensemble de ces résultats indique que les différents plasmides construits pour
ce projet permettent de faire exprimer la luciférase, la dystrophine ou le CFTR selon les

cellules avec une spécificité des promoteurs tissus spécifiques.
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5.2 Caractérisation des étapes de construction des ADNp-TH-peptide

La suite du projet se concentre sur la maitrise des conditions de liaison du peptide
P4 sur les plasmides ADN. Les différentes étapes sont la conjugaison du peptide sur les
TFO puis I'évaluation du nombre de TFO-peptide par molécule d’ADN, la spécificité, la

cinétique de formation des triples hélices ainsi que la stabilité de la liaison.

5.2.1 Conjugaison entre peptide et TFO

La réaction de conjugaison entre I'oligonucléotide (TFO) capable de former des
triples hélices et le peptide (P4 ou P1) se réalise spontanément en milieux aqueux entre
le groupement azide présent a I'extrémité C-terminale du peptide P4 et la fonction
dibenzycyclooctyne, DBCO, présente a I'extrémité 5 du TFO (C+TC+TC+TC+TC+TC,
Biosynthesis, Lexis, TX, USA) (figure 46Figure 46). Cette réaction de « chimie click » est
quantitative, indépendante de la présence de cuivre et ne génére pas de produits
secondaires nécessitant une étape de purification.
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Figure 46 : Schéma de la conjugaison entre le TFO et le peptide P4
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Pour caractériser cette conjugaison, une étude cinétique a été réalisée afin de
déterminer le temps nécessaire pour que tous les oligonucléotides soient conjugués au
peptide. Pour cela, les oligonucléotides TFO(BNA)-DBCO (Lexis, TX, USA,
C+TC+TC+TC+TC+TC-DBCO) sont incubés a différents temps en présence d’une
quantité fixe de fluorochrome FAM-azide (0,3 pg, soit 1 équivalent molaire de TFO-
DBCO). La comparaison des profils de migration entre les oligonucléotides-FAM et les
molécules FAM-azide indique que tous les oligonucléotides sont conjugués au

fluorochrome FAM-azide aprés une nuit d’incubation (figure 47Figure 47).
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Figure 47 : Etude cinétique de la conjugaison entre I'oligonucléotide-DBCO et un fluorochrome
FAM-azide. Le BNA-DBCO est incubé a différents temps en présence d’'une quantité fixe de FAM-azide
(0,3 pg) (A) Migration des échantillons sur des couches minces de silice révélés aux UVs. L : FAM-azide
libre ; E : oligonucléotide-DBCO en présence de FAM-azide. (B) Graphique représentant le pourcentage
de FAM-azide libre calculé a partir des intensités de fluorescence des taches en fonction du temps).

o
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Cette expérience détermine le temps d’incubation nécessaire pour que les
molécules de FAM-azide a un équivalent molaire se fixent complétement aux
oligonucléotides. Cependant, dans ces conditions, des oligonucléotides-DBCO peuvent
rester libres/non couplés. Par conséquent, nous avons incubés les oligonucléotides TFO-
DBCO (Lexis, TX, USA, C+TC+TC+TC+TC+TC-DBCO) en présence d’'une quantité
croissante du peptide-azide (P4: VVMVGEKPITITQHSVETEGK(N3)-NH2 ou P1:
VNLHQCKRGIFCLV KQAKVTTK(N3)-NHz),) sur la nuit, a température ambiante. Ensuite,
0.3 pg d'un dérivé azide de la fluorescéine-azide (FAM), sont ajoutés au milieu
réactionnel et incubés pendant une nuit supplémentaire. L’ajout du FAM-azide permet de
visualiser les oligonucléotides n’ayant pas réagi avec le peptide. Pour suivre la réaction
de couplage, nous avons utilisé la chromatographie sur couche mince de silice (Polygram

SIL G/UV2s4, Macherey Nagel, Duren, Allemagne).

Apres dépbt du mélange réactionnel, la migration a lieu dans un bécher fermé
contenant un mélange de solvant (16 ml méthanol additionnés de 2 ml d’eau ; 8/1;
vol:vol) permettant de séparer le FAM-azide libre, qui migre, du FAM-azide fixé sur
I'oligonucléotides qui ne migre pas. Apres séchage, la couche mince est observée aux
UVs (Gel Doc™ XR+, Bio-Rad Laboratories, USA). Le taux de FAM-azide libre ou
conjugué aux oligonucléotides est estimé a 'aide d’'ImagedJ (Rasband, W.S., ImageJ, U.
S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Les résultats indiquent qu'il
est nécessaire de se situer a un rapport molaire peptide-azide/TFO-DBCO de 5 (figure

48).
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Figure 48 : Etude de saturation entre I’'oligonucléotide-DBCO et un peptide-azide. (A) Révélation des
couches minces de silice aux UV, aprés migration des échantillons contenant une quantité fixe
d’oligonucléotide-DBCO (1) incubé en présence d’une quantité croissante en équivalents molaire de
peptide-azide (0,1, 2, 3, 4, 5, 10 et 20). Ensuite, 0,3 pg de fluorescéine-azide sont ajoutés au milieu
réactionnel et incubés pendant une nuit supplémentaire. L : FAM-azide libre. (B) Graphique représentant
les intensités de fluorescence des FAM-azide libre en fonction de la concentration en peptide.

5.2.2 Hybridation des TFO-FAM aux plasmides ADN
Dans le but de caractériser la formation des triples hélices, I'hybridation du
troisieme brin complémentaire responsable de la triple hélice est évaluée a I'aide d’un
TFO fluorescent, le TFO-FAM (6-FAM-C+TC+TC+TC+TC+TC). Ce TFO est mis en
présence de plasmides possédant ou non la séquence spécifique
oligopurine«oligopyrimidine. Aprés une nuit d’'incubation a 4°C, I'analyse de I'hybridation
est réalisée par une électrophorése sur un gel contenant 2% d’agarose selon la méthode

employée par Hertoghs en 2003 (Hertoghs et al., 2003). La révélation des TFO-FAM est
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effectué par fluorescence en utilisant le scanner Typhoon 9500 qui permet de discriminer

les oligonucléotides hybridés et les oligonucléotides libres.

La figure 49 illustre les résultats obtenus aprés la migration du mélange TFO-
FAM/ADNp. L’excitation de la molécule FAM a 488 nm par les lasers du scanner Typhoon
FLA 9500 met en évidence deux niveaux de migration. Ces résultats indiquent qu’une
partie des TFO-FAM est retardée par I'hybridation avec le plasmide pGenegrip contenant
des séquences oligopurinesoligopyrimidine tandis que l'autre partie reste libre et migre
plus rapidement. Pour 1,5 ug de plasmide, le taux de triple hélice augmente en fonction
de la concentration en TFO-FAM et sature en présence d’environ ~0.4 uM (figure 49Figure
49). Quand la méme expérience est réalisée avec le plasmide pEGFP qui ne contient pas
de séquence TH, il n’y a pas de bande correspondante aux oligonucléotides hybridés sur
le plasmide ADN (figure 49). Donc, il n’y a pas d’interaction entre le TFO-FAM et le
plasmide pEGFP. Ces résultats concernant la spécificité de séquence sont en accord

avec ceux utilisant des LNA publiés par K. Hertoghs (Hertoghs et al., 2003).
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Figure 49 : Formation de triples hélices entre les TFO-FAM et 1 uM de (A) pGeneGrip (contenant des
sites polypurine-polypyrimidine) ou (C) pEGFP (sans site polypurine-polypyrimidine) en fonction de la
concentration en TFO-FAM. L’hybridation est mesurée a I'aide d’'un gel d’agarose a 2% contenant ou non
du SybR Green et visualisée a 'aide d’'une lampe UV. (B) Quantification de I'intensité de fluorescence des
TFO-FAM fixés en fonction de la concentration en TFO-FAM a 'aide d’imageJ (D) Spécificité d’hybridation
: la triple hélice est formée en présence de 1 yM pGeneGrip et 0,2 yM TFO-FAM en présence de TFO non
marqués en quantité variable.

Ces expériences sont répétées avec des plasmides de taille différentes afin de
déterminer le nombre de TFO-FAM hybridés par molécules d’ADN en fonction de la
concentration en TFO-FAM et du nombre de sites TH. La quantification du nombre de
TFO-FAM hybridés est réalisée aprés électrophorése en gel d’agarose a partir des
mesures des intensités de fluorescence des oligonucléotides-FAM libres, afin d’éviter les

biais au niveau de l'intensité de fluorescence qui pourraient étre dus au couplage des
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TFO-FAM sur les ADNp. Les intensités de fluorescence sont relevées a I'aide du logiciel
Imaged, puis la quantité d’oligonucléotides libres est déterminée de maniére
proportionnelle a la condition contréle du TFO-FAM seul ou en présence d’'un plasmide
sans site TH. Ensuite, le rapport entre le nombre de moles de TFO-FAM et le nombre de
moles de plasmide ADN permet de déterminer le nombre de TFO-FAM hybridés par
molécule de plasmide dans les conditions de I'expérience. Finalement, le nombre
maximal de triple hélice capable de se former selon les conditions de I'expérience est
déterminé par une courbe en double inverse qui confronte le nombre inverse de TFO-
FAM hybridés en fonction de l'inverse de la concentration en TFO-FAM présents dans le

milieu réactionnel.

D’aprés ces calculs, les résultats, répertoriés dans le tableau 21, indiquent que 6
TFO-FAM peuvent se fixer par molécule de plasmide pGenegrip, contenant un site TH.
Cette valeur correspond au nombre maximal de TFO capables de s’hybrider dans le site
TH du plasmide pGenegrip (tableau 21). Pour les plasmides de 10 et 20 kb contenant 6
sites TH capables de former 36 triples hélices, le nombre maximal de triples hélices
formées est estimé a 19 et 18 TFO-FAM, respectivement (tableau 21). Ceci s’expliquerait
par la présence des six répétitions de sites TH successives qui pourraient étre a 'origine
de structures secondaires (triple hélices intramoléculaires) tant dis qu’un seul site TH ne

serait pas suffisant pour former ce genre de structures (Buske ef al., 2011).
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Tableau 21 : Nombre de triple hélice en fonction de la taille du plasmide et du nombre de sites TH
ADNDp (en kbp) Nombre de sites TH LD T 63 Ecart type
TFO-FAM fixés
5 | 1 6 2
I [ 6 4

19
20 6 18 8

5.2.3 Hybridation des TFO-P4 aux plasmides ADN

Afin d’évaluer I'impact de 'encombrement stérique du peptide P4 sur la formation
de la triple hélice, les plasmides possédant les sites TH sont incubés en présence d’1 yM
TFO-FAM et d’'une quantité croissante de TFO-DBCO ou de TFO-peptide (0 a 10 pyM).
Les intensités de fluorescence relevées a l'aide du logiciel Imaged indiquent que le
pourcentage de TFO-FAM liés aux ADNp diminue de la méme fagon en fonction de la
concentration en TFO-DBCO ou TFO-P4 (figure 50 A). La disparition des oligonucléotides
fluorescents en présence de TFO-DBCO, ou de TFO-peptide, signifie qu'’il existe une
compétition entre les deux entités. Les intensités de fluorescence en présence de TFO-
P4 sont proches de celles relevées en absence de peptide. La superposition des courbes
indique que la présence du peptide n’interfére pas avec I'hybridation du TFO-P4 sur le
plasmide ADN. La méme expérience de compétition a été réalisé avec le plasmide
pGenegrip (5 kb ; 1 site TH) et avec le plasmide pDYS-3NF-6TH (22,2 kb et 6 sites TH)
(figure 50 B). La superposition des courbes pGenegrip et pDys-3NF-6TH indique que les

triples hélices se forment de la méme maniére quel que soit le nombre de sites TH.

De plus, ces résultats appuient la caractéristique de spécificité de ce type de
liasison par la formation d'une triple hélice au niveau d’'une séquence oligopurines

oligopyrimidine.
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Figure 50 : La formation des triples hélices entre le TFO-P4 et le plasmide pGeneGrip ou pspc5-12-
DYS-3NF-6TH. (A) La triple hélice est formée sur la nuit en présence d'1 ug pGenegrip and 1 yM FAM-
TFO en présence d'une concentration variable de (A) TFO-P4 ou de TFO-DBCO (e). (B) La triple hélice
est formée sur la nuit en présence d'1 ug de pspc5.12-Dys-3NF contenant 36 sites TH (A) ou de plasmide
pGenegrip contenant 6 sites TH (o) et 1 uM TFO-FAM en présence d’une concentration croissante de TFO-
P4. L’hybridation est mesurée par électrophorése sur gel d’agarose 2% et visualisée aux UV. Les intensités
de fluorescence sont quantifiées par Imaged.

Une étude cinétique montre que la formation de la triple hélice est compléte aprés
quatre heures d’incubation du pGenegrip en présence de TFO-FAM (Figure 51). La figure
51 montre également que les intensités de fluorescence mesurées pour le plasmide
pGenegrip sont plus élevées que celles obtenues pour le plasmide phCEF1-CFTR-6TH.
Ceci s’explique par la difféerence en nombre de plasmide contenu dans 1 ug de plasmide
a5 kb (3.107"* mol) et 1 ug de plasmide a 18,5 kb (8.10-'* mol). Il y a donc environ 4 fois
plus de plasmide pGenegrip que de plasmide phCEF1-CFTR-6TH. On sait aussi que le
plasmide pGenegrip peut fixer 6 TFO grace a son site TH et que le plasmide phCEF1-
CFTR peut fixer 18 TFO sur 'ensemble de ses 6 sites TH (soit 3 sites TH complets).
Donc le plasmide pGenegrip fixe environ 1.810-'> mol de TFO contre environ 1,4.10'2
pour le plasmide phCEF1-CFTR-6TH. C’est pourquoi les intensités de fluorescence
relevées pour le plasmide phCEF1-CFTR-6TH, qui posséde 6 sites TH, sont plus faible

que celles pour le plasmide pGenegrip (figure 51).
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L’ensemble de ces résultats montrent que la stratégie adoptée pour fixer le peptide

P4 sur un plasmide de maniére spécifique et contrdlée est bonne.
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Figure 51 : Cinétique de formation de la triple hélice. 1 yM TFO-FAM est mélangé avec 1 ug (e)
pGeneGrip (contenant 1 site TH) ou (A ) pTG11033 (sans site TH) ou (¢) phCEF1-CFTR-6TH (contenant
6 sites TH). L’hybridation est mesurée en fonction du temps par électrophorése sur un gel d’agarose et
visualisée avec une lampe UV. Les intensités de fluorescence sont quantifiées a I'aide d’ImageJ.

5.3 Efficacité de transfection des plasmides nus ou complexés associés au peptide P4
par une triple hélice

Dans cette partie, les travaux se focalisent sur I'efficacité de transfection des
différentes constructions moléculaires (ADNp-TFO-peptide) et sur I'impact du peptide P4
lorsqu’il est associé a un plasmide par une triple hélice. Pour cela, des tests de
bioluminescence in vitro et in vivo ont été réalisés. Dans un premier temps, les différentes
constructions ADNp-TFO-peptide sont complexées au polymére PTG1 afin d’assurer la
transfection de différentes lignées cellulaires. Dans un second temps, l'efficacité de
transfection des ADN-TFO-peptide est évaluée in vitro en utilisant des vecteurs

synthétiques et en utilisant la technique d’électroporation. L’efficacité in vivo est
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déterminée apres une injection hydrodynamique des plasmides nus via la veine saphéne

dans les membres postérieurs de souris Swiss.

5.3.1 Efficacité de transfection des plasmides associés au peptide P4 et

complexés a un vecteur synthétique

5.3.1.1 Caractérisation des complexes

La taille et la charge des complexes ont été caractérisées afin d’évaluer I'impact
de la triple hélice sur I'état de complexation entre les plasmides ADN de 5, 10 et 20 kb et
le polymére cationique utilisé, ici le PTG1. Les résultats obtenus par DLS indiquent que
les polyplexes formés entre le PTG1 et les différents plasmides en absence de TFO
montrent que celle-ci augmente de 62 nm entre un ADNp de 5kB et un ADNp de 10 kb.
On remarque que la taille des polyplexes ne varie plus avec la taille des plasmides : 10
kb = 187,3 +/- 17 nm, 15 kb = 185,2 +/- 38 nm, 20 kb = 165,4 +/- 4,7 nm. Aprées la
formation de la triple hélice, on observe que la taille des polyplexes avec le pGenegrip de
5 kb augmente de 39,2 % (173 nm) par rapport aux polyplexes sans triple hélice. En
revanche, il n'y a pas d’effet sur la taille des polyplexes faits avec un plasmide de 20 kb
apres la formation des triples hélices. (PTG1/phCEF1-CFTR-3NF-6TH a 165 nm contre
PTG1/phCEF1-CFTR-3NF-6TH-TFO a 179 nm) (figure 52 A). Les mesures du potentiel
¢ des différents polyplexes avec un plasmide ADN de 5 kb et un plasmide ADN de 20 kb
indiquent que l'ajout de TFO chargés négativement (TFO-BNA) diminue drastiquement
la charge des complexes (figure 52 B). La diminution du potentiel { observée entre les
polyplexes PTG1/ADNp-TFO et PTG1/ADNp est liée a l'ajout des TFO et donc a

'augmentation de la quantité d’acide nucléique dans les complexes.
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Figure 52 : Caractérisation de la taille (A) et du potentiel zeta (B) des complexes formés entre la
PTG1 et des plasmides de 5, 10, 15 et 20 kb en présence de triple hélice (gris) ou non (noir). Les résultats
correspondent aux moyennes des valeurs mesurées +/- SD (n=6).

5.3.1.2 Test de l'activité de la luciférase in cellulo
L’efficacité de transfection des différentes constructions ADNp-TH-peptide ont été
testées sur la lignée cellulaire HeLa qui a servi a la réalisation de la preuve de concept
(Pigeon et al., 2013). Pour cela, une quantité variable de plasmide phCEF1-CFTR-6TH
ou pGenegrip (0,5 ug, 0,25 ug et 0,125 pg d’ADNp/puits) a été incubée en présence de

5 uM de TFO-peptide pendant une nuit, a 4°C. La concentration de TFO-peptide choisie,
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soit 5 uM, permet de réaliser la triple hélice dans des conditions saturant les sites TH et
donc favoriser la formation du nombre maximal de triples hélices par molécules de
plasmides. Ensuite, les plasmides-TFO-peptides sont complexés au PTG1, selon un ratio

1:6 avant d’étre déposés sur les cellules (figure 53).

A B
,, 1.00E+10 @ 1,00E+10
(] [ =
£ S
g 1,00E+09 £ 1,00E+09 { g- _
S = N
g 1,00E+08 = 2 1,00E+08 ,
o I
£ 1,00E+07 I _ £ 1,00E+07 ,
= -
3 B : |
Z 1,00E+06 : : 1,00E+06 - . .
0,5 0,25 0,125 0,5 0,25 0,125
ADN (ug) ADN (ug)

Figure 53 : Efficacité de transfection en fonction de la quantité en ADN. Les plasmides (A) phCEF1-
CFTR-6TH ou (B) pGenegrip seul (gris), ou en présence de TFO-P4 (bleu) ou de TFO-P1 (orange) ont été
transfectés dans les cellules Hela, aprés complexation avec PTG1au PTG1 a un ratio 1:6. Les résultats
correspondent aux moyennes des valeurs mesurées +/- SD (n=6).

Logiquement, l'activité de la luciférase diminue lorsque la concentration en

plasmide diminue. Cependant, le peptide P4 n’améliore pas I'efficacité de transfection

des ADNp contenant un ou six sites TH.

L’efficacité de transfection des ADNp pourrait étre influencée par le peptide ou
I'oligonucléotide impliqué dans cette nouvelle stratégie de liaison. Afin d’expliquer les
résultats obtenus et d’'améliorer I'impact du peptide P4 sur I'efficacité de transfection des
ADNp contenant un ou six sites TH, nous avons commencé par contrdler les interactions

entre le peptide P4 et les protéines cytosoliques soit par des expériences en microscopie
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confocale en utilisant des extraits de cytosol et des microtubules isolés, soit par des
expériences de co-immunoprécipitation. En paralléle, nous avons étudié I'impact du
nombre de triple hélice par ADNp car un nombre trop élevé de peptide P4 par plasmide
pourrait entrainer une multiplicité des interactions avec les partenaires cytosoliques et
défavoriser le transport intracellulaire en créant un phénomeéne de rétention. Nous avons
également exploré des pistes concernant l'accessibilité du peptide P4 aprés la
complexation des ADNp-TH-peptide avec un polymére cationique en jouant sur la taille

des oligonucléotides, les étapes d’assemblages et la nature du vecteur synthétiques.

5.3.2 Vérification de la fonctionnalité du peptide

5.3.2.1 Interaction des ADNp-P4 avec les microtubules isolés
Des études de microscopie confocale ont été menées dans le but de vérifier la
fonctionnalité du peptide P4 seul ou associé a un plasmide ADN par une triple hélice.

Pour cela, les échantillons sont composés :

- des extraits cytosoliques frais préparés extemporanément a partir d’'un T75
contenant des cellules HelLa confluentes pour obtenir les protéines cytosoliques
nécessaires a I'interaction (FIP1 et le complexe de la dynéine),

- des microtubules isolés polymérisés a I'aide du kit Cytoskeleton (Cytoskeleton,
Inc., Denver, USA)

- des échantillons de peptide a tester : P4-Qdots ou ADNp-biotine-streptavidine-

biotine-P4

179



Pour éviter la dépolymérisation des microtubules, tous les éléments sont
conservés a 37°C sur un bloc chauffant. Afin de réaliser les observations et les
acquisitions des interactions entre le peptide et les microtubules, la proportion de chaque
élément du mélange a été mise au point. En effet, les microtubules étant des structures
trés dynamiques et sensibles aux proportions de tampon G-PEM, qui permet de stabiliser
les MT grace a la présence de taxol, mais également a la proportion de cytosol et

d’échantillons P4 a ajouter au mélange de microtubules.

Les conditions permettant le maintien de la stabilité des microtubules et
I'observation d’objets en quantités suffisantes sont 60% cytosol (complété avec de 'ATP
a 100 mM, du cocktail inhibiteur de protéases dilué 100 fois, taxol a 20 yM), 20% de

microtubules polymérisés et 20% d’échantillon Qdots-P4 ou ADNp-P4.

Dans un premier temps, l'interaction entre le peptide P4-biotine associé a un
Qdots-streptavidine 525 (vert) et les microtubules isolés (rouge) a été observée par
microscopie confocale en présence d’extrait cytosolique (figure 54 A). On observe que le
peptide P4 est a proximité des microtubules isolés. La méme expérience a été menée
avec le peptide P4 biotinylé associé au plasmide pspc5.12-Dys-6TH, marqué a la cyanine
5 (bleu), via un pont streptavidine-biotine. Les figures 54 B et C illustrent les interactions
entre les ADNp-Cy5-biotine-streptavidine-P4 (bleu) et les microtubules isolés, dans deux
échantillons indépendants. Ces résultats sont en faveur d'une interaction entre le
plasmide-P4 et les microtubules isolés. Cependant, ces résultats ne permettent pas

d'affirmer que le peptide P4 favorise une interaction systématique entre les ADNp et les
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microtubules car il semblerait qu’en absence du peptide P4, quelques plasmides sont
tout aussi proches des microtubules (figure 54 C). Il serait donc nécessaire d’approfondir
la mise au point des conditions de polymérisation des microtubules et d’acquisition des
images. En effet, les microtubules sont des structures dynamiques, difficiles a imager et
les conditions utilisées pour réaliser les interactions entre le peptide P4 et les éléments
cytosoliques ne sont peut-étre pas les conditions idéales pour I'observation de ces
événements. De plus, le type de résultats obtenus au cours de cette thése ne correspond
pas aux précédentes observations publiées par Pigeon et al. en 2013. En comparaison
a la figure 28 C, les conditions expérimentales ne semblent pas avoir été reproduites a
'identiques dans la figure 54 puisque la taille des microtubules differe entre les

expérimentations.
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Figure 54 : Observation par microscopie confocale des interactions entre le peptide P4 et les
microtubules. (A) Les microtubules isolés (Cytoskeleton, Inc.) marqués en rouge par la rhodamine. Les
Qdots 525 ITK™-P4 (Q10141MP, Invitrogen, USA) sont représentés en vert. (B et C) Observation des
interactions entre des (B) DysCyb5biot-str-bio-P4 et (C) des plasmides Dys-Cy5 sans P4 et les microtubules
isolés. Les microtubules isolés (Cytoskeleton, Inc.) sont marqués en rouge par la rhodamine. Les plasmides
pspc5.12-Dys-biot-str-biot-P4 et pDys sont marqués par la cyanine 5 (Mirus Bio, USA) représentés en bleu.
Acquisition réalisée avec le microscope confocal Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss Microlmaging) équipé avec un
objectif x63 a immersion dans I'huile. Les flechent blanches mettent en évidence les interactions observées
entre les plasmides et les microtubules.
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5.3.2.2 Co-Immunoprécipitation

Des expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées entre le peptide P4
et la protéine de fusion FIP1-eGFP. Pour cela, des billes recouvertes d’anticorps anti-
eGFP (SC-9996AC, Santa Cruz) ont été utilisés pour capturer la protéine FIP1-eGFP
présente dans un extrait cytosolique préparé a partir d’'une lignée cellulaire HelLa
génétiquement modifiées pour surexprimer la protéine FIP1-eGFP. Apres des étapes
d’incubation, de centrifugation et de lavages, la capture de la protéine FIP1-eGFP par les
anticorps anti-eGFP permet d’isoler les molécules en interaction avec la protéine FIP1.
Le complexe streptavidine-rhodamine/Biotine-P4 a été incubé une nuit a 4°C dans du
cytosol enrichit en protéine FIP1-eGFP. Aprés I'immunoprécipitation, les complexes
protéiques isolés sont analysés a I'aide d’'une électrophorése sur gel d’acrylamide 14%
en conditions dénaturantes. D’aprés les résultats, le peptide P4 est bien précipité en
présence de FIP1-eGFP (figure 55). Les migrations de I'extrait de cytosol enrichit en
FIP1-eGFP, de la streptavidine, du peptide P4 biotinylé et du complexe streptavidine-
biotine-P4 témoignent de la taille de chaque protéine en absence d’anticorps anti-eGFP.
La protéine FIP1-eGFP (fleche verte), les monoméres de streptavidine (fleche blanche),
les complexes streptaividine-biotine-P4 (fleche rouge) ont donc une masse moléculaire

aux alentours de 70 kDa, 13 kDa, et 64 kDa, respectivement.

La méme expérience a été réalisé avec des plasmides associés au peptide P4 par
des liaisons streptavidine-biotine. L’amplification de la séquence de la luciférase a partir
des échantillons immunoprécipités n’a pas révélée la présence de plasmide associé a la

protéine FIP-1.
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Figure 55: Co-immunoprécipitation des complexes FIP1-eGFP/P4. Le complexe streptavidine-
rhodamine/Biotine-P4 a été incubé une nuit a 4°C dans du cytosol enrichit en protéine FIP1-eGFP. Puis,
limmunoprécipitation a permis de révéler les interactions entre les protéines. Les fleches vertes désignent
FIP1-eGFP, les fleches blanches encadrées en rouge indiquent les monoméres de streptavidine-
rhodamine, les fléches rouges désignent les complexes streptavidine-rhodamine/biotine-P4, |a fléche noire
désigne la chaine lourde des anticorps anti-eGFP et |a fleche grise désigne la chaine lIégére des anticorps
anti-eGFP. L'avant derniére piste coorrespond au marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Protein™
Dual Color Standards, #1610374, Bio-Rad Laboratories).

5.3.3 Optimisation de la triple hélice

5.3.3.1 Quantité TH
En paralléle des études précédentes concernant le peptide P4, I'impact du nombre
de triple hélice par plasmide ADN a été évalué par des expériences de transfection. En
effet, les premiéres transfections ont été réalisées en présence d’'un exces de TFO-
peptide fixé par molécules d’ADN. Or, nous émettons I'hypothése qu’il existerait une

quantité optimale de TFO-peptide par plasmide qui favoriserait I'efficacité de transfection.
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Par conséquent, I'impact du nombre de peptide P4 associé a un plasmide ADN
par une triple hélice sur l'efficacité de transfection est évaluée en mesurant I'expression
de la luciférase, en comparaison aux transfections réalisées avec les plasmides associés
au peptide P1 qui n’interagit pas avec les microtubules. L’'activité de la luciférase est
mesurée 24 ou 48 heures aprés la transfection par des complexes PTG1PTG1/ADNp-
TFO-peptide dans les cellules HelLa. La figure 56 A montre que I'efficacité de transfection
du plasmide hCEF1-CFTR-6TH n’est pas améliorée en présence de P4 par rapport aux
plasmides associés au peptide P1, quel que soit la quantité de peptide associée aux
plasmides. 48 h apreés la transfection, I'activité de la luciférase diminue car les plasmides
sont transfectés de maniére transitoire et tendent a étre éliminés au fil des divisions

cellulaires.

Des résultats similaires ont été obtenus lorsque les cellules ont été transfectées
avec des TFO-ss-P4. Le pont disulfure présent a I'extrémité 3’ de I'oligonucléotide a été
ajouté pour favoriser le relargage de 'ADNp dans la région périnucléaire et ainsi faciliter

le passage de I'enveloppe nucléaire.

5.3.3.2 Accessibilité du peptide
Nous avons pour but de remplacer la liaison biotine-stretavidine permettant
d’associer le peptide P4 aux plasmides ADN par une liaison séquence spécifique
reposant sur la formation d’une triple hélice. Or, il existe une différence de masse
moléculaire entre les premiers assemblages biotine-streptavidine-biotine-peptide
préalablement utilisés (soit environ 55,8 kDa) et la nouvelle stratégie TFO-peptides

(approximativement 7kDa). Ceci implique que 'encombrement stérique des deux types
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de liaisons est différent et que ce paramétre impacterait la reconnaissance ou la
disponibilité du peptide pour FIP-1 dans le cytosol lorsque 'ADNp est complexé a un
polymeére cationique. Par conséquent, les assemblages ont été réalisés difféeremment.
Tout d’abord le TFO-DBCO est hybridé au plasmide, lequel est ensuite complexé a la
PTG1 (figure 56 A). Dans un second temps, les polyplexes sont préalablement formés
avec 'ADNp-TFO puis incubés en présence d’une quantité croissante de peptide azide
(figure 56 B). Finalement, les cellules sont transfectées avec ces complexes. Les
résultats de bioluminescence présentés dans la figure 56 indiquent que [l'ordre

d’assemblage ne semble pas avoir d'impact sur I'efficacité de transfection.

186



A n
b 1,00E+08 - & = 1
c = 7 I =A F A
T ; N 78 |7
= x [/ 7 m P4-24h
s " P1-24h
E:
S 1,00e+07 {Q [ BP4-48h
g‘ P1-48H
) oplasmide seul-24h
EI oplasmide seul-48h
1,00E+06 - Z
Concentration en
TFO-peptide (en uM) 1 ’ 0,15 ‘ 0,075 ‘ 0,037 ‘ 0,018 ‘ 0,009 ‘ 0
Nombre moyen de Triples
Hélices / ADNp L ‘ 4 ‘ 8 ‘ 2 ‘ 1 ‘ 0. ‘ 0

1,00E+08

1,00E+07 -

bl

Figure 56 : Efficacité de transfection des plasmides phCEF1-CFTR-6TH en fonction de la quantité
de peptides associés et complexés au polymére His/IPEI a 24 et 48 heures aprés la transfection de
cellules HelLa. (A) Les TFO-DBCO sont conjugués au peptide P4-azide ou P1-azide puis hybridés avec le
plasmide phCEF1-CFTR-6TH avant d’étre complexés avec le polymeére cationique PTG1. (B) Les TFO-
DBCO sont hybridés avec les plasmides phCEF1-CFTR-6TH puis complexé au polymére cationique PTG1
puis les peptides sont conjugués en quantité variable. Les histogrammes noirs représentent les valeurs
obtenues pour les phCEF1-CFTR-TFO-P4, les histogrammes gris représentent les résultats obtenus pour
les phCEF1-CFTR-TFO-P1. Les histogrammes en couleur unie ou hachurés illustrent les résultats obtenus
24h ou 48h aprés la transfection, respectivement. Les résultats correspondent aux moyennes des valeurs
mesurées +/- SD (n=6).
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Puisque l'ordre de complexation ne permet pas d’améliorer lefficacité de
transfection en présence du peptide P4, nous avons allongé la liaison entre le TFO-DBCO
et le peptide par des molécules de polyéthyléne glycol de différentes tailles (600, 1000,
2000 ou 5000 Da). Selon la taille du PEG, les peptides a lI'extrémité d'un PEG
deviendraient plus accessibles a FIP1 dans le cytosol (figure 57). Le TFO-PEG-peptide
est obtenu aprés plus étapes de conjugaison. La premiére étape correspond a la
conjugaison entre le TFO-DBCO et une molécule azide-PEG-azide. Cette réaction se
réalise en milieux aqueux entre un groupement azide présent a 'une des extrémités du
PEG et la fonction dibenzycyclooctyne, DBCO, présente a I'extrémité 5’ du TFO. La
seconde étape conjugue le TFO-PEG-azide au groupement DBCO présent a I'extrémité

C-terminale du peptide.
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Figure 57 : Schéma du greffage d’un TFO-P4 et d’un TFO-PEG-P4 a un plasmide ADN. Le plasmide
posséde les séquences codantes pour le géne thérapeutique et de la luciférase et une séquence
oligopurine+oligopyrimidine, appelée site TH, ou le TFO forme la triple hélice. Bleu: TFO, violet:
groupement DBCO, vert : peptide P4 et orange : PEG de 0,6/1/2 ou 5 kDa. Dans l'insert, représentation
schématique des polyplexes formés a partir de PTG1 et des plasmides-TFO-P4 ou PTG1 complexé a des
plasmides-TFO-PEG-P4.
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Les mesures de bioluminescence indiquent une augmentation de I'efficacité de
transfection en faveur du peptide P4 lorsqu’il est conjugué a un TFO allongé par une
molécule de PEG. A une concentration de 1uM de TFO-PEG-peptide, P4 améliore
I'efficacité de transfection x1,14, x1,23 et x2,7 lorsque le PEG a une masse de 0,6, 1 et
5 kDa, respectivement. A 0,037 yM de TFO-PEG-peptide, P4 améliore I'efficacité de
transfection x1,34, x1,24 et x1,3 lorsque le PEG a une masse de 0,6, 1 et 5 kDa,
respectivement. A 0,019 uM de TFO-PEG-peptide, P4 améliore I'efficacité de transfection
x1,54 et x1,3 lorsque le PEG a une masse de 2 et 5 kDa, respectivement. Cependant,

les écarts types calculés pour chaque condition soulignent la faible reproductibilité de

I'expérience (figure 58).
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Figure 58 : Efficacité de transfection des plasmides phCEF1-CFTR-6TH en fonction de la quantité
de TFO-PEG-peptides, 48 heures aprés la transfection. Les cellules HelLa ont été transfectées avec 0,5
Mg de plasmides phCEF1-CFTR-TFO-PEG-P4 (noir) et les phCEF1-CFTR-TFO-PEG-P1 (gris) par puits.
Les peptides P4 azide ou P1-azide sont conjugués aux (A) TFO-PEG_600-DBCO, (B) TFO-PEG_1K-
DBCO, (C) TFO-PEG_2K-DBCO ou (D) TFO-PEG_5K-DBCO. Les résultats correspondent aux moyennes
des valeurs mesurées +/- SD (n=6).
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Dans l'optique de vérifier I'accessibilité du peptide pour ces cibles cytosoliques,
nous avons greffé le peptide P4-N3 ou P1-N3 directement sur du polymére cationique
PEI. Les résultats de bioluminescence, obtenus a la suite de cette transfection,

n’indiquent pas de bénéfice en faveur du peptide P4 (Figure 59 59).
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Figure 59 : Efficacité de transfection des plasmides phCEF1-CFTR-6TH complexés a la IPEI-P4, la
IPEI-P1, la IPEI ou la PTG1. Les cellules HelLa ont été transfectées avec 0,5 pg de plasmides phCEF1-
CFTR-6TH. Les résultats correspondent aux moyennes des valeurs mesurées +/- SD (n=6).

5.3.3.3 Influence du vecteur

La nature du vecteur est un parameétre pouvant influencer [l'efficacité de
transfection. C’est pourquoi, les cellules HelLa ont été transfectées avec des ADNp-TFO-
peptides complexés a des liposomes cationiques (lipofectamine 3000, Invitrogen). Aprés
48h de transfection, I'activité de la luciférase est mesurée a partir du lysat cellulaire. De
la méme fagon que les résultats de transfection obtenus avec les polyplexes (ADNp-TFO-
peptide/PTG1), le peptide P4 ne semble pas avoir un avantage sur le peptide P1 contréle
(figure 60Figure 60). La nature du vecteur (liposomes cationiques ou polymeéres

cationiques) ne semble pas changer les résultats de bioluminescence concernant la
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transfection des ADNp-TFO-peptide. Cependant, nous observons que les plasmides
possédant le plus faible nombre de TFO-P4 (0,019 pM et 0,037 uM soit une ou deux
triples hélices) a une activité de luciférase plus élevée qu’avec le TFO-P1. Ces données
pourraient suggérer qu’'un nombre trop important de peptide P4 aurait un impact négatif
sur l'efficacité de transfection. La multiplicité des peptides P4 sur '’ADN pourrait
augmenter la rétention des plasmides sur les microtubules et donc avoir un effet contraire

a celui attendu.
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Figure 60: Efficacité de transfection des lipoplexes phCEF1-CFTR-TFO-peptide/lipofectamine 3000
en fonction de la concentration en TFO-peptide. Les cellules HelLa ont été transfectées avec 0,5 ug de
plasmides phCEF1-CFTR (blanc) ou phCEF1-CFTR-TFO-P4 (noir) ou phCEF1-CFTR-TFO-P1 (gris) par
puits. Les résultats correspondent aux moyennes des valeurs mesurées +/- SD (n=4).

5.3.3.4 Stabilité de la triple hélice
Nous avons également testé la stabilité de la triple hélice puisque ni les variations
dans le nombre de TFO-peptide par plasmide, ni les optimisations dans I'accessibilité du
peptide, ni la nature du vecteur synthétique ne permet de mettre en évidence un bénéfice

net en faveur du peptide P4. Nous émettons alors I'hypothese que la triple hélice ne serait
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pas stable lors de la condensation de ’ADNp avec le polymeére cationique. La stabilité de
la triple hélice a donc été vérifiee en fonction de la température, du temps et aprés
précipitation a I'éthanol (précipitation, congélation/décongélation, centrifugation) (figure
61). D’apres les résultats, la triple hélice est toujours formée aprés une heure d’incubation
a des températures comprises entre 25 et 50°C, aprés au moins 9 jours d’incubation a

4°C et aprés avoir été purifiée par précipitation dans I'éthanol.

A Cc

25 30 35 40 45 50 Echantillons Echantillons
purifiés non purifiés

pTG11033 -+ + - - + - -

phCEF1-CFTR-6TH - - - + - - + -

pGenegrip - - - - + - - +

TFO-FAM + - + + + + + o+

i

Temps (en jour)
1 8 9

av, L e

Figure 61 : Etude qualitative de la stabilité de la triple hélice (A) en fonction de la température (25°C,
30°C, 35°C, 40°C, 45°C et 50°C), (B) apres une conservation a 4°C jusqu’a 8 jours et (D) aprés une
précipitation a I'éthanol 100%/NaCl 5M. 1 : 1E-11 moles de TFO-FAM, 2 : 1 ug pTG11033, 3 : pTG11033-
6TH purifié, 4 : hCEF1-CFTRwo3NF-6TH purifié, 5 : pGenegrip purifié, 6 : pTG11033-6TH non purifié, 7 :
hCEF1-CFTRwo3NF-6TH non purifié, 8 : pGenegrip non purifié. Les acquisitions ont été réalisées a l'aide
du scanner Typhoon 9500 et du logiciel ImageJ.

Nous avons également testé la résistance de la triple hélice face a la condensation
et a la décondensation des complexes formés avec la IPEI. La décomplexation des

polyplexes PEI/ADNp-TFO-FAM a été réalisée en présence de sulfate de dextran de haut
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poids moléculaire (8000 kDa) (figure 62). Le sulfate de dextran est un polyanion qui rentre
en compétition avec 'ADNp dans le polyplexe. Généralement, la stabilité des polyplexes
est évaluée de maniére relative en comparant les concentrations en sulfate de dextran a
partir desquelles TADNp commence a étre dissocié des polyplexes. Plus les interactions
entre '’ADNp et le polymére est stable, plus la concentration en sulfate de dextran sera
élevée (Yamashita et al., 2008). Ici, TADNp-TFO-FAM est complexé a la IPEI a un ratio
1:2 pendant 30 minutes puis le sulfate de dextran est ajouté en concentration croissante
afin d’évaluer I'impact de la dissociation du complexe sur la stabilité de la triple hélice.
Aprés I'électrophorése sur un gel d’agarose, il apparait que '’ADNp-TH-FAM est dissocié
du polyplexe a partir de 5 uM de sulfate de dextran et que la triple hélice a résisté a la
complexation ainsi qu’a la décomplexation. Par conséquent, la triple hélice n’est pas

déstabilisée ni par la condensation, ni par la dissociation de 'ADN avec la IPEI.

Cependant, nous observons qu’en absence de sulfate de dextran, aucun TFO libre
n’est observé. Cela signifie que les TFO libres, en excés lors de la formation de la triple

hélice, sont également complexés avec la IPEI tout comme ceux hybridés au plasmide.
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Figure 62: Stabilité de la triple hélice aprés la complexation et la décomplexation
avec la IPEI. 10 ug de plasmide (1 pg/puits) a été condensés a un ratio 1 :6 avec la IPEI
pendant 30 minutes puis incubés en présence d’'une quantité croissante en sulfate de
dextran 8000 kDa. (A) Révélation de la fluorescence des TFO-FAM avec le scanner
Typhoon 9500. (B) Révélation des plasmides ADN aux UV aprés un bain de SybR Green.

Or, une fois dans les cellules, les TFO-P4 libres pourraient entrer en compétition
avec les TFO-P4 liés au ADNp pour interagir avec les protéines FIP1 et donc avec les
microtubules. Ceci pourrait expliquer I'absence d’effet P4 sur la transfection. En effet,
d’aprés les travaux de Branden et al. publiés en 1999, la purification des TFO-peptides
libres permettrait d’améliorer I'efficacité de transfection d’un facteur 1,33 en comparaison

au plasmide possédant des triples hélices non purifiées (Branden et al., 1999).
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5.3.3.5 Purification des oligonucléotides libres

Afin de s’acquitter des TFO-peptides libres présents dans le mélange réactionnel
et éliminer toutes compétitions entre les TFO-peptides libres et les ADNp-TFO-peptide,
différentes méthodes de purification ont été comparées (tableau 22). Bien qu’aucune des
techniques n’a permis de séparer totalement les oligonucléotides libres des ADNp-TFO-
peptides, des tests de bioluminescence ont été réalisés aprés avoir éliminé les TFO-
peptides libres selon les meilleures méthodes de purification (i.e la méthode de
précipitation a I'éthanol et la dialyse) (figure 63Figure 63 A). Or, d’aprés les résultats
obtenus en bioluminescence, la purification des TFO-peptide libres par la méthode de
précipitation a I'’éthanol ou par dialyse n'augmente pas le gain de transfection entre les

plasmides associés au peptide P4 et ceux associés au peptide P1 (figure 63 B).

195



Tableau 22 : Purification des triples helices entre les FAM-TFO et les ADNp sans site TH (pTG11033)
et ADNp avec 6 sites TH (ADNp-6TH). Le mélange est incubé pendant une nuit avec 1,5 ug d’ADNp et 1
UM de TFO-FAM. La purification des TFO-FAM libre est mesurée a I'aide d’'une électrophorése en gel
d’agarose et visualisée a 488 nm avec le scanner Typhoon 9500. Ensuite, le gel d’agarose est incubé en
presence de SybR Green pour la visualisation de I'’ADN. Les intensités de fluorescence des TFO-FAM
libres et les quantités d’ADN sont évaluées avec le logiciel Imaged.

Méthodes de Fluorescence Fluorescence Qlfl.aFn(t)ité ADN Triole
g ADNp des TFO-FAM des TFO-FAM g o P
purification o . o purifiée (%) hélice
liés (%) libres (%) (%)
Précipitation éthanol
100%/NaCl 5M ADNp-6TH 76,2 23,83 50 / +
1ére précipitation
éthanol 100%/NaCl 5M AR € el S0 B2 | *
2e precipitation
éthanol 100%/NaCl 5M ADNp-6TH 82,78 11,22 66,47 / +
3e precipitation
&thanol 100%/NaCl 5M ADNp-6TH 75,35 24,65 52,05 / +
Précipitation éthanol
100%/Acétate de ADNp-6TH 83,83 16,17 83 / +
sodium 3M
Colonne SepRacex GoO0N RN I ¥ 57,22 42,78 55,09 / +-
(Mirus column)
Précipitation éthanol
100%/NaCl 5M ADNp-6TH 84,21 15,79 83,42 / +
Colonne
kit PCR clean up pTG11033 / 21,4 78,6 / /
Macherey Nagel
Colonne
kit PCR clean up ADNp-6TH 0 44 56 / +

Macherey Nagel

Dialyse membrane de
ce)lllulose 12.4 kDa pTG11033 / ~25 ~75 / /
Dialyse membrane de
ce)I,Iquse 12.4 kDa pTG11033 / ~31 ~68 / /
pur-A-Iy;ﬁr 12 kDa pTG11033 / 27,22 . . )

pur-A-lyzer 12 kDa

b pTG11033 / 33,67 66,33 4454 |
S B 57611033 / 12,94 87,06 6823  /
pTG11033 ! 39,61 60,39 933 !
pur-A-lyzer 25 kDa pTG11033 / 25,81 74,19 95,92 /

22h

pur-A-I)gz:t: 25 kDa pTG11033 / 16.42 83,58 84,53 /
i g?: Q:gcm oG / 31,6 68,4 / /

HEE 000 G ADNp-6TH 66 34 38,5 / /
Qiagen
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Figure 63 : Efficacité de transfection des phCEF1-CFTR-TFO-peptides aprés purification I'éthanol (A)
ou par dialyse (B). Les valeurs de bioluminescence ont été mesurées 48h apres transfection des cellules
HelLa avec les phCEF1-CFTR-TFO-P4 (noir) ou phCEF1-CFTR-TFO-P1 (gris) complexés a la PTG1 a un
ratio 1:6.

5.3.3.6 Equilibre et déplacements des triples hélices

La difficulté de séparer totalement les oligonucléotides libres de ceux associés aux
plasmides par une triple hélice suppose l'existence d'un état d’équilibre entre les
différents éléments moléculaires : les molécules de plasmides ADN et les TFO-peptide
(ADNp + TFO = ADN-TFO). Afin de déterminer, I'existence d’un état d’équilibre et/ou la
stabilité de la triple hélice, les plasmides ADN-6TH sont incubés en présence de TFO-
FAM durant une nuit. Une fois la triple hélice formée, une quantité croissante de TFO-
DBCO est ajoutée au mélange. Aprés une nuit supplémentaire d’incubation, le nombre
de TFO-FAM par molécule de plasmide est évalué aprés une migration sur gel d’agarose.
Comme le montre la figure 64 C, l'intensité de fluorescence des TFO-FAM hybridés aux
plasmides reste constante bien que la quantité de TFO-DBCO compétiteurs augmente.
Cela signifie que les triples hélices formées par les TFO-FAM ne sont pas remplacés par

les TFO-DBCO.
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Figure 64: Test de stabilité de déplacement entre les TFO-FAM et les TFO-DBCO. 1
MM de TFO-FAM ont été incubés en présence de phCEF1-CFTR-6TH pendant une nuit
a 4°C. Puis, une quantité croissante en TFO-DBCO a été ajoutée au mélange
(0,2/0,5/1/2/5/10/20 uM). Aprés une nuit d’incubation a 4°C, les échantillons sont
analysés a la suite d’'une électrophorése sur un gel contenant 2% d’agarose. (A)
Révélation de la fluorescence des TFO-FAM a l'aide du scanner Typhoon 9500. (B)
Révélation aux UVs des phCEF1-CFTR-6TH. (C) Courbe représentant le nombre de
moles de TFO-FAM fixées par plasmides en fonction de la concentration en TFO-DBCO.
Les intensités de fluorescence ont été mesurées a I'aide du logiciel ImageJ.
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5.3.3.7 Formation de triples hélices avec des oligonucléotides non BNA

Le choix initial concernant I'utilisation de TFO-DBCO composés de BNA reposait
sur leurs caractéristiques de résistance, de stabilité et de stabilité. Cependant, face a la
difficulté de purifier totalement les TFO-peptide libres et au fait que les TFO libres se
complexent aux polymeéres cationiques, nous avons examiné la formation des triples
hélices a partir d’autres types d’oligonucléotides. Nous avons comparé la capacité a
former des triples hélices avec des TFO de type phosphodiester dans un tampon
légérement acide (pH 5,8). Des TFO de type phosphorothioate (PS) et de type
morpholino (PMO) ont été aussi utilisés (figure 65). Le TFO-PMO offre I'avantage de ne
pas posséder de charges négatives et donc de ne pas étre complexé avec un polymére

cationique.

La capacité a former des triples hélices avec différents types de TFO a donc été
testée dans les mémes conditions de formation que celles utilisées pour les TFO-BNA.
L’analyse par électrophorése sur gel d’'agarose indique que dans ces conditions, les TFO-
phosphodiester et les TFO-phosphorothioates ne s’hybrident pas aux plasmides
contenant des séquences oligopurine+oligopyrimidine contrairement aux TFO-BNA et aux
TFO-PMO (figure 65). Par conséquent, nous avons transfecté des cellules HelLa avec
des plasmides ADN associés a un peptide par un TFO-PMO ou un TFO-BNA. D’aprés
les résultats de bioluminescence, l'efficacité de transfection est Iégérement améliorée
lorsque le peptide P4 est associé en petite quantité (0,019 uyM et 0,037 uM soit 1 a 2

TFO-peptides/plasmide) a un plasmide ADN d’environ 20 kb possédant six sites TH.
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Figure 65 : Test de formation des triples hélices avec différents types
d’oligonucléotides. (A-D) Révélation de la migration des TFO-FAM comportant des
BNA (A), de liaisons phosphodiesters (B), des liaisons phosphorothioates (C) ou des
phosphoroamidates-morpholino (D). Les plasmides phCEF1-CFTR-6TH ont été incubés
une nuit a 4°C en présence de 0 uM, 0,009 uM, 0,019 uM, 0,037 pM, 0,075uM, 0,15 pM,
0,3 uM ou 1 uM de TFO-BNA, TFO-phosphodiester ou TFO-phosphorothioates (D) 1 uM
de TFO-PMO (1) ou 1 yM de TFO-BNA (2) ont été incubés en présence de phCEF1-
CFTR-6TH. (E) Mesures de bioluminescence des plasmides phCEF1-CFTR-TFO(PMO)-
P4 (noir hachuré), phCEF1-CFTR-TFO(PMO)-P1 (gris hachuré), phCEF1-CFTR-
TFO(BNA)-P4 (noir) et phCEF1-CFTR-TFO(BNA)-P1 transfectés dans les cellules Hel a.
Les rectangles rouges indiquent les modifications chimiques des nucléotides par rapport
aux nucléotides natifs.
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5.3.4 Efficacité de transfection des plasmides nus associés au peptide P4
5.3.4.1 Electroporation

Les transfections réalisées en utilisant des complexes ADN/polymére cationique
n'ayant pu mettre en évidence un gain certain quant a la fixation du peptide P4 sur le
plasmide, nous avons émis I'hypothése le passage de la membrane plasmique,
'échappement endosomal et la dissociation des complexes ADN/polymeére cationique
dans les cellules n’étaient pas efficace. Aussi nous avons utilisé la méthode de
I'électroporation pour transférer ’ADN nu dans les cellules. Cette méthode permet de
perméabiliser la membrane plasmique des cellules grace a un choc électrique permettant
lintroduction de I'ADN dans les cellules. D’aprés les résultats obtenus en
bioluminescence, le peptide P4 ne semble pas favoriser l'efficacité de transfection des
ADNp par rapport au peptide P1 (figure 66). Cependant, certains auteurs ont décrit que
lors de I'électroporation le réseau de microtubules est déstabilisé durant un certain temps
selon la lignée cellulaire et les paramétres propres aux pulses électriques ce qui pourrait

expliquer les résultats obtenus (Kanthou ef al., 2006; Graybill et Davalos, 2020).
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Figure 66 : Mesures de bioluminescence 48h aprés électroporation en fonction de la concentration
en TFO-peptides. Les cellules HelLa ont été électroporées avec 1 ug de plasmides phCEF1-CFTR-TFO-
P4 (noir) et les phCEF1-CFTR-TFO- P1 (gris). Les résultats correspondent aux moyennes des valeurs
mesurées +/- SD (n=3).
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Les conditions de formation et la stabilité des triples hélices entre des plasmides
ADN possédant une ou six séquences oligopurine*oligopyrimidine et des TFO formés de
BNA ont été déterminées. Tous les TFO-DBCO sont conjugués a un peptide-azide quand
le ratio molaire est de 1 :5 (1 TFO pour 5 peptides). Les plasmides ADN possédant une
séquence TH peuvent former jusqu’a 6 triples hélices sur les six sites disponibles tandis
que les plasmides possédant six séquences TH peuvent en former 19-18 triples hélices

sur 36 sites disponibles, aprés un minimum de 4H d’incubation a 4°C.

D’aprés les résultats de bioluminescence obtenus précédemment, I'ajout d’'une
grande quantité de TFO-P4 ne permettrait pas d’améliorer I'efficacité de transfection de
0,125 ug a 0,5 ug d’ADNp. Apres la vérification des interactions entre le peptide P4 et la
protéine FIP-1 par des observations en microscopie confocale et par des expériences de
co-immunoprécipitation, nous avons trouvé grace aux différentes transfections que de
faibles quantités de TFO-P4 sont suffisantes pour observer une amélioration de
I'efficacité de transfection de gros plasmides (environ 18 kpb) quel que soit le type de

TFO ou de vecteur employé.

Ces travaux ont mis en évidence que lhybridation du TFO aux séquences
oligopurine«oligopyrimidine est stable dans le temps, a différentes températures et aprés
dissociation des complexes. Cependant, la robustesse de la triple hélice peut étre un
inconvénient dans le cas ou le peptide P4 ne se dissocierait pas de la protéine cytosolique
FIP-1. Ainsi, TADNp-TFO-peptide serait « piégé » et une fois arrivé a proximité du noyau

repartirait plus loin sans permettre la libération de 'ADN dans la région périnucléaire.
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Nous avons vu que des TFO-P4 libres sont toujours présents aprés purification.
Or, ces TFO libres sont aussi complexés aux polyméres cationiques et aux liposomes
cationiques au méme titre que les ADNp-TH-peptides. L'impossibilité de purifier
totalement ces TFO-P4 libres suggére I'existence d’'un phénoméne déquilibre avec ceux
fixés sur ’ADN, pour la protéine FIP1. Ce qui atténuerait les bénéfices dus au peptide P4

in vitro.

L’'impact du peptide P4 sur l'efficacité de transfection pourrait également étre
atténué par un manque d’accessibilité du peptide lorsque les plasmides sont complexés
a un vecteur synthétique (polyméres ou liposomes cationiques) ou méme lorsqu’ils sont
fixés sur un ADN nu. Ainsi ce mode de fixation d’'un peptide sur un ADNp pourrait faire
que le peptide ne soit pas aussi bien accessible que dans le cas de sa fixation via la
streptavidine. En effet, les expériences d’électroporation n'ont pas permis de déterminer
si la présence du vecteur cationique impacte I'efficacité de transfection des plasmides-
TFO-P4 car aucune amélioration en présence de P4 n’a été observée. Cependant, les
conditions employées pour réaliser I'électroporation seraient susceptibles d’entrainer la
dépolymérisation des microtubules. D’aprés certains auteurs, selon le type cellulaire, le
temps et l'intensité du choc électrique, le cytosquelette est plus ou moins déstabilisé
pendant plus ou moins longtemps (Kanthou ef al., 2006; Rosazza et al., 2016). Dans le
cas ou le réseau de microtubules serait dépolymérisé, le systeme TFO-P4 ne permet pas

d’améliorer le transport intracellulaire des plasmides ADN.
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5.3.5 Efficacité in vivo

L’utilisation d’ADN nu est envisageable dans le contexte de la thérapie génique
non-virale pour la dystrophie musculaire de Duchenne. Compte tenu de la taille du géne
de la dystrophine, celui-ci ne peut étre transfecté dans les muscles squelettiques par des
vecteurs viraux, comme les AAV ou les lentivirus. L’injection hydrodynamique par la veine
saphéne (HLV : hydrodynamic limb vein) est une méthode d’administration locorégionale
spécifiquement dédiée aux muscles squelettiques. Ce mode d’administration consiste en
une interruption transitoire du flux sanguin dans un membre, suivie par une rapide
administration, via le systéme veineux, d’un large volume de solution contenant les
constructions d’acides nucléiques. De cette maniére, une augmentation transitoire de la
pression hydrostatique dans la veine saphéne améliore la dispersion de 'ADN nu dans
les muscles. Ce phénomeéne contribuerait a augmenter I'expression du transgéne dans
les cellules (Le Guen et al., 2020). Du fait que les muscles soient riches en vaisseaux
sanguins et notamment en capillaires sanguins autour des fibres musculaires,
'administration d’agents thérapeutiques par le réseau sanguin permet un acceés plus aisé
en comparaison a une injection intramusculaire (ltaka et al., 2010). Dans les années
1990, J. Wolff et al. pensent que cette procédure est une solution pertinente pour traiter
la globalité de la musculature pour un membre donné grace a une seule injection. Il a été
rapporté que l'injection HLV est efficace chez les petits et les grands animaux et que cette
méthode d’administration ne provoque pas d’effet secondaire (Hagstrom ef al., 2004,
Wooddell et al., 2011; Le Guiner et al., 2014; Le Guen et al., 2020). Elle se révele donc
attractive pour le traitement par thérapie génique de myopathies comme celle de

Duchenne (Herweijer et Wolff, 2007).
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D’apreés les résultats obtenus in vitro, la concentration la plus appropriée en TFO-
peptide a associer aux plasmides ADN codant la dystrophine compléte est de 0,25 yM.
Bien qu’a cette concentration, peu de bénéfices en faveur du peptide P4 aient été
observés avec les complexes ADN/polymére cationique, il s’agit de la concentration
minimale en TFO-peptide a laquelle le nombre maximal de triples hélices formées sur
des plasmides possédant six sites TH est quasiment atteint, tout en limitant la quantité

de TFO-peptide libres (figure 67Figure 67).
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Figure 67: Choix de la concentration en TFO-peptide a greffer sur les pDys-6TH +/- 3NF. (A)
Moyennes des mesures des intensités de fluorescence en fonction de la concentration en TFO-FAM aprés
une nuit d’incubation a 4°C, en présence de plasmides possédant 1 site TH (A) ou 6 sites TH (e).

Les expériences in vivo ont été réalisé par I'équipe du Dr Montier de 'UBO de
Brest qui possédent la maitrise de l'injection hydrodynamique par la veine saphéne. Les
échantillons d’ADNp-TFO-ss-peptides ont été préparés au laboratoire avant d’étre
envoyes, puis injectés dans les membres postérieurs des souris Swiss. Ainsi, 50 ug de
plasmides (pDys-6TH : 20,7 kb ou pDys-3NF-6TH : 22,2 kb) associés a 0,25 uM de TFO-
ss-peptides P4 ou P1 ont été préparés et injectés de maniére hydrodynamique dans les

deux membres postérieurs de souris Swiss (figure 68).
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Figure 68 : Injection hydrodynamique par la veine saphéne dans les membres postérieurs murins.
(A) Méthode de l'injection hydrodynamique. (B) Représentation des différents muscles squelettiques dans
les pattes postérieures des souris. 1: quadriceps, 2: les muscles postérieurs de la cuisse, 3: le
gastrocnemius, 4 : le tibialis, 5 : 'extenseur long des doigts (EDL), 6 : le plantaris, 7 : le soleus et 8 : I'ischio-

jambier.

Les valeurs de bioluminescence ont été mesurées 3 et 7 jours aprés l'injection. En
bioluminescence in vivo, le peptide P4 associé au pDys-6TH permet d’augmenter

significativement 'activité luciférase par un facteur deux comparativement au peptide P1

(figure 69 A et B).
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Figure 69 : Mesure de I’activité de la luciférase par bioluminescence aprés I'injection des plasmides
pDYS-6TH-P1 et pDYS-6TH-P4 ou d’une solution saline NaCl. Mesures in vivo, a 3 (A) et 7 (B) jours
aprés l'injection HLV dans les membres postérieurs des souris Swiss. Les résultats sont exprimés en
photon/pixel/seconde (Ph/pix/sec) et correspondent aux moyennes des signaux de bioluminescence in vivo
par traitement +/- SD. ***p<0.001 ; test de Mann-Whitney (P1-luc utilisé comme référence).
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La méme expérience a été réalisée avec le plasmide pDys-3NF-6TH, qui posséde des
séquences 3NF favorisant le passage de 'ADN dans le noyau. Les mesures de
bioluminescence in vivo a 3 et 7 jours indiquent que le peptide P4 n’améliore pas aussi

significativement l'efficacité de transfection des plasmides avec 3NF par rapport au

peptide P1 (figure 70 A et B).
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Figure 70 : Mesure de I’activité de la luciférase par bioluminescence aprés I'injection des plasmides
pDYS-3NF-6TH-P1 et pDYS-3NF-6TH-P4 ou d’une solution saline NaCl. Mesures in vivo, a 3 (A) et 7
(B) jours aprés l'injection HLV dans les membres postérieurs des souris Swiss. Les résultats sont exprimés
en photon/pixel/seconde (Ph/pix/sec) et correspondent aux moyennes des signaux de bioluminescence in
vivo par traitement +/- SD. ***p<0.001 ; test de Mann-Whitney (P1-luc utilisé comme référence).

7 jours apreés l'injection, 5 souris de chaque condition ont été sacrifiées et huit
muscles de chaque patte postérieure ont été prélevés afin de mesurer I'activité de la
luciférase dans les broyats musculaires. Les résultats obtenus a partir des broyats de

muscles révelent que le peptide P4 permet d’augmenter significativement la transfection
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des plasmides pDYS-6TH dans I'ischio-jambier, en comparaison au contréle P1. Une
tendance en faveur du peptide P4 est systématiquement observée, notamment pour les
muscles comme 'EDL (x3,8), le soleus (x3,3) et le gastrocnemius (x2,4) (tableau 23 et
tableau 24). De plus, la distribution des points de mesures en bioluminescence in vivo ou
ex vivo indique une forte homogénéité dans les muscles des souris traitées avec les

pDys-TFO-P4 en comparaison aux souris traitées avec les plasmides pDys-TFO-P1.

Les mesures ex vivo de I'activité de la luciférase, 7 jours aprés l'injection, a partir
des plasmides 3NF associés au peptide P4 ou P1, révelent une amélioration significative
de l'activité de la luciférase dans les muscles EDL (x4,3) et les quadriceps (x3) et une
tendance en faveur du peptide P4 dans les muscles postérieurs (x3,5), les ischio-jambiers

(x2,7) et les plantaris (x1,5) (tableau 23 et tableau 24).

Les ratios pDYS-3NF-6TH-P4/pDYS-3NF-6TH et pDYS-3NF-6TH-P4/ pDYS-3NF-
6TH-P1 indiquent également un effet positif du peptide P4 sur 'efficacité de transfection
des plasmides contrairement au peptide P1 (tableau 25). Ainsi, la présence de P4 apporte

un gain d’efficacité de transfection de maniére globale.

Cependant, la comparaison entre les plasmides avec des séquences 3NF et les
plasmides sans séquence 3NF ne montre pas d’effet de ces séquences. L’effet 3NF est
dépendant de l'activation du facteur de transcription NF-kB. Une hypothése concernant
I'effet 3NF pourrait donc provenir de I'activation variable du facteur de transcription NF-
KB selon le type de muscles et la présence ou non d’inflammation. Les souris Swiss sont

normalement dans un état non inflammatoire et donc leurs muscles seraient moins
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sensibles aux signaux 3NF. Des études ont montré que l'injection HLV génére une
inflammation Iégére et transitoire au niveau du site d’injection (Toumi et al., 2006).
Cependant, si l'inflammation n’est pas homogéne alors cela expliquerait les résultats de

bioluminescence obtenus avec les plasmides 3NF.

Ces différences ne devraient pas s’observer avec les souris mdx, modéle pour la
dystrophie musculaire de Duchenne, puisque ces souris mdx souffrent d’inflammations
au niveau des tissus musculaires, provoquées par la dégénérescence de la pathologie.
Par conséquent, chez ces souris mdx la voie NFkB, activée en amont de l'injection et de
maniére homogéne dans les pattes, devrait favoriser la migration et le passage de

I'enveloppe nucléaire des plasmides contenant les séquences 3NF.

De plus, I'impact des séquences 3NF serait probablement masqué par la présence
d’'un promoteur CMV dans tous les plasmides, situé en amont du géne codant la
luciférase (figure 43, p145). En effet, ce promoteur posséde également des motifs de
reconnaissance speécifiques du facteur de transcription NF-kB. Par conséquent, le
franchissement des barriéres intracellulaires des plasmides sans séquence 3NF peut

déja étre amélioré par le recrutement de NF-kB au niveau de leur promoteur CMV.
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Tableau 23 : Résultats de luminescence ex vivo sur les broyats de muscles.

pDYS-3NF- pDYS-3NF-
pDYS-6TH-P1 | pDYS-6TH-P4 | pDYS-3NF-6TH iy Ay

EDL 8,28E+05 3,18E+06 5,59E+05 3,27E+05 1,40E+06

Gastrocnemius 9,91E+05 2,40E+06 8,48E+05 1,65E+06 1,45E+06

Ischio-jambier 2,67E+06 5,64E+06 5,28E+05 6,51E+05 1,76E+06

7,64E+06 1,08E+07 4,45E+06 4,15E+06 6,28E+06
Muscles
postérieurs de la 1,85E+06 2,20E+06 6,90E+05 5,76E+05 2,00E+06
cuisse

1,86E+06 2,76E+06 4,15E+05 2,72E+05 8,06E+05
m 2,64E+06 8,66E+06 2,03E+06 4,74E+06 2,17E+06
2,57E+06 4,98E+06 1,23E+06 1,44E+06 1,01E+06
2,14E+06 3,17E+06 1,36E+06 1,76E+06 1,75E+06

Tableau 24 : Effet du peptide P4 et des séquences 3NF sur la transfection a partir des résultats de
luminescence obtenus pour 8 muscles squelettiques de membres inférieurs de souris Swiss aprés
une injection HLV.

e o it | e WL | o o | ]
3.8 24 2.1* 1.4 1.2 1,5 33 19
4.3 0.9 2.7 15 3 3.0 0.5 0.7
0.4 06 0,3 0.6 0.9 0,3 0.3 0,2
04 16 0,2 0.5 0.3 0.1 18 0,6
25 1.7 3.3 1.4 29 1.9 1.1 0.8
17 18 12 0.9 0.8 0.7 23 12

*p<0,05 ; test de Mann-Whitney (P1-Luc utilisé comme référence)

Globalement, aprés une injection HLV des plasmides codant la dystrophine avec
ou sans 3NF, I'expression de la luciférase est augmentée en présence du peptide P4

dans les muscles squelettiques des souris (tableau 25).
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Tableau 25 : Effet général de P4 sur la transfection des muscles squelettiques des membres
inférieurs de souris Swiss par injection HLV.

Nombre de Nombre de Moyennes des activités
Traitements attes muscles analysés luciférase ex vivo Ratios P4/P1
- i (RLU/mg muscle)

n=8 n=64 263537,6 o
n=10 n=80 5081295,6 !
n=8 n=64 1712270,3 s
n=8 n=64 2109347,9 !

Nous observons également que le gain dans I'expression de la luciférase differe
selon le type de muscle. Ces variations ne semblent pas dues aux types de fibres (type |
ou Il) qui composent chaque muscle car sur les huit muscles, seul le soleus est un muscle
riche en fibre de type | (Augusto ef al., 2004). De plus, des résultats proches sont obtenus
dans le soleus et dans le gastrocnemius, riche en fibre de type IIB. Le tableau 26 assigne
des valeurs approximatives de longueur et de masse a chaque muscle ou groupes de
muscles (Charles et al., 2016) et indique que les variations dans I'expression de la
luciférase ne semblent pas étre influencées ni par la taille, ni par la masse des différents
muscles. En effet, a I'exception des soleus et des ischio-jambiers, le gain obtenu par le
peptide P4 lorsqu’il est associé au pDYS-6TH varie entre les plantaris (x1,4), les
quadriceps (x1,5), les tibialis (x1,9), les EDL (x3,8) et les gastrocnemius (x2,4). Les
muscles les plus lourds (i.e. quadriceps, muscles postérieurs, ischio-jambiers et
gastrocnemius), les intermédiaires (i.e. plantaris, et tibialis) et les plus Iégers (i.e. soleus
et EDL) affichent tous des variations dans le gain d’expression entre les plasmides 3NF
et les plasmides sans 3NF. Globalement, aprés une injection HLV des plasmides codant
la dystrophine avec ou sans 3NF, I'expression de la luciférase est augmentée en

présence du peptide P4 dans les muscles squelettiques des souris (tableau 26).
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Dans le cadre de linjection HLV, d’autres caractéristiques anatomiques ou
morphologiques pourraient influencer l'accessibilité des plasmides aux muscles
squelettiques des pattes postérieures des souris comme la localisation du muscle par
rapport au site d’injection, sa profondeur, sa vascularisation ou encore ’lhomogénéité de

la diffusion du volume injecté dans la totalité de la patte.

Tableau 26 : Analyse des résultats d’efficacité de transfection dans les muscles squelettiques des
membres inférieurs de souris Swiss par injection HLV.

Ratio Ratio Types de Longueurs des Masse des
pDYS-6TH-P4/ pDYS-3NF-6TH-P4/ fibres mugcles (mm) muscles
pDYS-6TH-P1 pDYS-3NF-6TH-P1 musculaires

mg
3,3 0,5 INMA 9,23 6,5

3,8 4,3* IIDB/1IB 11,08 8

1,4 1,5 1B 11,46 20
Quadriceps 1,5 3* Il 10,75 150
Tibialis 1,9 0,7 IIDB/IIB 11,3 42
e 1,2 35 / 11,9 180
Ischio-jambier 2,1* 2,7 / 15,96 150
Gastrocnemius® 24 0,9 1IB 11,11 106

a : les muscles postérieurs de la cuisse regroupent le rectus femoris, vastus medialis, le vastus lateralis et
le vastus intermedius. b : les muscles ischios-jambiers regroupent le biceps femoris anterior, le biceps
femoris posterior, le semitendinosus et le semimembranosus ; ¢ : les gastrocnemius regroupent le medial
gastrocnemius et le lateral gastrocnemius.
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6 Conclusions et perspectives

L’ensemble des travaux réalisés au cours de mon doctorat s’appuient sur le fait
que le peptide P4 (Pigeon et al., 2013) et les séquences 3NF (Goncalves et al., 2009)
contribuent a améliorer le trafic intracellulaire des plasmides le long des microtubules et
le passage de I'enveloppe nucléaire, de maniére respective. Mes travaux de recherche
sont dédiés a l'association de ces deux signaux moléculaires en vue d’améliorer
I'efficacité de transfection de plasmides thérapeutiques dans le contexte de la dystrophie

musculaire de Duchenne et de la mucoviscidose.

6.1 Construction des ADNp-TFO-peptide

Mon projet décrit 'attachement d’'un peptide sur un plasmide ADN grace a un
oligonucléotide (TFO) capable de cibler et de former des triples hélices avec une
séquence homopurinechomopyrimidine insérée dans [I'ADNp. Les différentes
constructions plasmidiques ont été réalisées grace a la méthode « Gateway cloning » qui
a permis de maitriser I'ordre des inserts constituants ces plasmides. Ainsi, les plasmides
thérapeutiques posseédent des séquences 3NF et six sites TH (homopurines
homopyrimidine) distincts des génes rapporteurs et des génes thérapeutiques (codant
pour la protéine CFTR ou dystrophine) placés sous la dépendance de leur promoteur

respectif.

L’emploi d’'un TFO contenant des BNA permet de former des triples hélices de
maniére robuste et de maitriser la localisation et la quantité de peptides associés au

plasmide. Cette stratégie de fixation permet de conserver I'expression du transgéne.
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Nous avons montré que la conjugaison des TFO-DBCO aux peptides-azide est
compléte lorsque la réaction est réalisée a un ratio molaire de 1:5 (TFP-DBCO:peptide-

azide), pendant un nuit a température ambiante.

A partir des différentes constructions plasmidiques réalisées au laboratoire, nous
avons caractérisé la formation des triples hélices en fonction de la taille et du nombre de
sites TH. Les plasmides qui possédent un site TH peuvent former 6 triples hélices et les
plasmides qui possédent six sites TH forment 18 a 19 triples hélices avec des TFO-
peptides, apres une nuit d'incubation a 4°C. En d’autres termes, 100% des sites sont
occupés lorsque les plasmides possédent une séquence homopurineshomopyrimidine

contre 50 a 53% pour les plasmides avec six séquences homopurineshomopyrimidine.

6.2 Efficacité de transfection des ADNp-TFO-peptide

Les expériences de transfection in vitro utilisant des polyméres cationiques ou des
liposomes cationiques n’ont pas permis d’obtenir les résultats escomptés. Cependant,
elles ont permis de montrer qu’il serait préférable d’utiliser un TFO-PMO dépourvu de
charge et qu’il ne serait pas nécessaire de fixer beaucoup de peptide par plasmide. En
effet, le peptide P4 est plus efficace lorsqu’il est couplé en petite quantité au plasmide
ADN par une triple hélice, quelques soit le type de TFO utilisé. Nos résultats sont en
accords avec la littérature puisque parmi les stratégies d’équipement de plasmides avec
des peptides de ciblage nucléaire (cf. tableau 20, p 114), rares sont celles qui améliorent
drastiquement l'efficacité de transfection. Seule la stratégie de ligation développée par
Zanta montre un gain d’amélioration équivalent a un facteur 100 lorsqu’un peptide unique
est couplé a un ADNp (Zanta et al., 1999). Cette stratégie est efficace mais elle est limitée
par la complexité de son protocole qui nécessite plusieurs étapes délicates de purification

et de digestion enzymatique.
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Des études complémentaires sur la conformation spatiale des constructions
ADNp-TFO-peptide en fonction du type de TFO, du nombre de TFO-peptide couplé a
I'ADN et de la nature du peptide (P4 ou P1) permettraient de nous renseigner sur I'état
de condensation du plasmide en présence ou en absence de ces éléments et peut étre
de comprendre pourquoi seulement 50% des sites TH sont occupés dans les plasmides

possédant 6 séquences oligopurineseoligopyrimidines.

De plus, des expériences de tracking pour étudier le déplacement (vitesse et trajet)
in cellulo apporteraient des connaissances supplémentaires sur le comportement des
ADNp en fonction du nombre de TFO-peptide couplés. Ces données affirmeraient ou non
I'hypothése de rétention des ADNp-TFO lorsqu’un grand nombre de triple hélice est formé
et pourraient répondre a I'hypothése selon laquelle I'accessibilité du peptide serait
améliorée lorsque la triple hélice est réalisée avec des séquences oligonucléotidiques

allongées par une molécule de PEG.

Au méme titre que l'accessibilité du peptide, la pureté des ADNp-TFO-peptide
semble étre un parameétre décisif pour notre stratégie. En effet, les rendements des
réactions de conjugaison et de formation de triples hélices étant relativement faibles
impliquent la présence de peptides-azide et de TFO-peptides libres dans le mélange.
Une étape de purification, si possible compatible avec la production a grande échelle,
permettrait d’observer plus précisément I'impact du peptide P4 lorsqu’il est associé a un
plasmide par une triple hélice en limitant les potentiels événements de compétition entre

les ADNp-TFO-P4, TFO-P4 et P4-azide pour la protéine cytosolique FIP-1.

L’ensemble des travaux in vitro devraient étre réalisés dans des cellules
différenciées ou quiescentes. Ceci nous permettrait d’'observer 'impact du peptide P4 en

absence de division cellulaire et donc dans des conditions ou le réseau de microtubules
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reste stable. Le maintien de ce réseau devrait favoriser I'adressage du peptide P4 a la
dynéine, via la protéine FIP-1, en comparaison au peptide P1. De plus, il serait
intéressant d’obtenir ce type de résultats puisque les injections in vivo, des produits de

thérapie génique, concernent des cellules qui ne se divisent pas ou peu.

Les injections hydrodynamiques des ADNp-TFO-peptide, dans les pattes
postérieures de souris Swiss, ont montré que I'activité de la luciférase a tendance a étre
plus élevée en présence du peptide P4 en comparaison au peptide P1 et de maniere
indépendante au type de fibres musculaires et indépendamment des caractéristiques
anatomiques de chaque muscle ou groupe de muscles étudiés. L'effet des signaux 3NF
en association avec le peptide P4 reste a étre étudié dans les souris mdx dans lesquelles
les mécanismes d’inflammation permettront une meilleure prise en charge des plasmides
par le facteur de transcription NF-kB. Des expériences avec des souris mdx sont en cours
afin de déterminer le taux de restauration de la dystrophine dans les fibres musculaires
en présence ou en absence de P4, par des techniques d'immunomarquages ou de
western-blot. Ces prochaines études permettront de déterminer si les séquences 3NF et
le peptide P4 ont un effet additif ou synergique sur l'efficacité de transfection des

plasmides.

En regardant, les résultats obtenus in vitro et in vivo, il semblerait que la
complexation avec un vecteur synthétique réduise l'efficacité de notre stratégie de
couplage. Effectivement, les résultats obtenus in vivo montre un impact du peptide P4
plus évident, en comparaison au peptide P1 et aux données obtenues in vitro. Or, les
travaux présentés dans ce manuscrit ne permettent pas de conclure sur I'état de
complexation entre les ADNp-TFO-peptide et les vecteurs synthétiques a la sortie des

endosomes.
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L’emploi du géne codant la luciférase permet d’obtenir des résultats de maniére
simple et rapide lors des expériences in vivo. Cependant, le remplacement de ce géne
rapporteur par le géne codant 'eGFP permettrait de réaliser des analyses par cytométrie
en flux qui donneraient des résultats plus précis sur l'efficacité de transfection en

comparaison aux mesures de bioluminescence.

En vue de finaliser I'optimisation de notre stratégie de couplage, il serait également
intéressant de vérifier 'impact du nombre de séquence TH sur des plasmides de méme
taille car la présence de ces séquences répétées (six seéquences
oligopurine«oligopyrimidine = 1600 kb) pourrait modifier le comportement des plasmides

en ralentissant leur trafic intracellulaire.

Ces recherches sont consacrées a I'équipement sélectif de plasmides avec des
molécules de ciblage tout en préservant I'expression du ou des transgenes. lls
contribuent aux avancées concernant la construction de virus artificiels composés de
plusieurs signaux moléculaires pour s’échapper des endosomes, migrer le long des
microtubules et entrer dans le noyau dans le but d’améliorer le transfert de génes
thérapeutiques par des vecteurs non viraux qui sont moins couteux et moins

immunogénes que des vecteurs viraux.
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8 Annexes

Aprés avoir exploré plusieurs stratégies de clonage, les différents plasmides ont été
réalisés en utilisant le systéme de clonage Gateway par recombinaison multisites. Cette
approche est basée sur la recombinaison site spécifique du bactériophage lambda qui
permet son intégration dans le chromosome des bactéries comme E.coli. La technologie
Gateway utilise les mémes composants mais modifiés de maniére a augmenter la
specificité et I'efficacité de la recombinaison. La figure 72 et le tableau 27 résument la
stratégie employée ainsi que les diverses constructions intermédiaires nécessaires a
I'établissement des plasmides finaux. Brievement, cette technologie commence par une
réaction dite BP qui permet lintégration d’'un ADNc d'intérét dans un plasmide
intermédiaire, nommée vecteur pDONOR. Cette recombinaison est réalisée par un
échange entre les sites attB des produits PCR et des sites attP du pDONOR en présence
d’'un mélange enzymatique contenant la BP clonase Il. Cette recombinaison aboutit a la
formation de sites attL de chaque cété de I'ADNc. La réaction LR permet la
recombinaison entre les sites attL et les sites attR du vecteur de destination

pcDNAG.2/V5-PL-DEST gréce a I'action de de 'enzyme LR clonase Il Plus.

pcDNA6.2/V5-PL-DEST
3 +( PENTRYR4R3 | 4 + 24 K2
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ADNp
pspc5-12-DYS-3NF- pspc5-12-DYS-6™

6TH

pENTRY

L1 3NF CMV Luc 3NF R5

L5 3NF spc5-12 L4

R4 dystrophin SNF R3

X| X X| X

L3 Genegripx6 L2

L1 CMV Luc R5

L5 spc5-12 L4

x| X| X| X

R4 dystrophin R3

pDestination

R1 pcDNA 6.2/V5 Dest R2 X X

Figure 72 and Table 27: construction des plasmides. La réaction LR permet la
recombinaison entre les sites attL (L) des clones pENTRY avec les sites attR (R) des
plasmides de destination pcDNA6.2/V5-PL-DEST grace au mélange enzymatique LR

clonase |l Plus.
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Transfert de genes par vecteurs synthétiques : optimisation du
transport intracellulaire et délivrance dans le noyau d'un
plasmide ADN

Le transfert de géne est I'une des stratégies majeures de la thérapie génique visant a guérir des
pathologies le plus souvent d’origine génétique. Contrairement aux vecteurs viraux, les vecteurs non viraux
tels que les polyméres cationiques et lipides cationiques sont prometteurs pour le transfert de génes dans les
cellules puisqu’ils sont moins immunogénes, moins couteux et illimités dans la taille du transgéne qu’ils
transportent. Cependant, leur efficacité de transfection reste faible principalement & cause d’un transport
intracellulaire et d’'une délivrance dans le noyau limités. Les travaux réalisés dans cette thése visent a
maximiser I'efficacité de transfection en assemblant des signaux moléculaires a un ADN plasmidique (ADNp).
Ces signaux moléculaires sont impliqués dans la migration de I’ADN a travers le cytosol en utilisant un peptide
P4 se liant indirectement a la dynéine et dans le transport nucléaire de 'ADN en utilisant des séquences 3NF
reconnues par le facteur NFkB. Ces travaux sont focalisés sur I'optimisation de plasmides contenant le géne
codant la protéine dystrophine ou CFTR, dans le contexte de la dystrophie musculaire de Duchenne et de la
mucoviscidose, respectivement. Pour cela, une stratégie de greffage entre un peptide et différents plasmides
ADN a été mise au point en s’appuyant sur la formation de triples hélices entre un oligonucléotide conjugué
au peptide P4 et des séquences oligopurineseoligopyrimidines insérées dans les ADNp. L’efficacité de cette
stratégie a été évaluée in cellulo et in vivo. Apres l'injection hydrodynamique dans la veine saphéne des pattes
postérieures de souris d'un plasmide codant le géne de la luciférase, les mesures de I'activité de la luciférase
dans les muscles squelettiques par bioluminescence sont en faveur d’'une amélioration du transfert de géne
dans des tissus musculaires lorsque le peptide P4 est associé au plasmide ADN par une triple hélice.

Mots clés : thérapie génique, triple hélice, plasmide ADN, trafic intracellulaire, microtubules

Gene transfer by synthetic carriers: optimization of intracellular
transport and delivery in nucleus of plasmid DNA

Gene transfer is one of the major strategies of gene therapy to cure pathologies mostly of genetic
origin. Unlike viral vectors, non-viral vectors such as cationic polymer and cationic lipids are promising for gene
transfer since they are less immunogenic, less expensive and they can carry an unlimited size of the transgene.
However, their transfection efficiency remains low mainly due to a limited intracellular transport and delivery
to the nucleus of plasmid DNA coding the transgene. The works performed in this thesis aims to maximize
transfection efficiency by assembling molecular signals to DNA plasmid (pDNA). These molecular signals
favour the migration of pDNA through the cytosol by using P4 peptide indirectly binding to dynein and in the
nuclear transport of pDNA using 3NF sequences recognized by the NFkB factor. The work is focused on the
optimization of plasmids coding for the gene of the dystrophin or CFTR, in the context of Duchenne muscular
dystrophy and Cystic fibrosis, respectively. For this purpose, a grafting strategy between a peptide and different
DNA plasmids was developed based on the formation of triple helix between an oligonucleotide- P4 peptide
conjugate with oligopurines ¢ oligopyrimidines sequences inserted in pDNA sequence. The efficiency of this
strategy was evaluated in cellulo and in vivo. After hydrodynamic injection of a plasmid encoding the luciferase
gene into the saphenous vein of the hind legs of mice, measurements of luciferase activity in skeletal muscle
by bioluminescence favour an improvement in gene transfer into muscle tissue when the P4 peptide is
associated with the DNA plasmid by a triple helix.

Keywords : gene therapy, triple helix; DNA plasmid; intracellular trafficking, microtubules
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