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LISTE DES ABREVIATIONS

AAV : adeno-associated virus (virus associé a ’adénovirus)

AAV-S1 : site préférentiel d’intégration du virus associé a ’'adénovirus

ADN : acide désoxyribonucléique

ALV : avian leukemia virus (virus de la leucémie aviaire)

APOBEC-3G : apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G
ARN : acide ribonucléique

ASLYV : avian sarcoma and leukosis virus (virus de la leuco-sarcomatose aviaire)
att : séquence d’attachement

AZT : Azido deoxythimidine

B-Gal : p-Galactosidase

BHE : barriere hémato-encéphalique

CAR: coxsackie virus and adenovirus receptor (récepteur du virus de coxsackie et de

I'adénovirus)

CAT : choline acétyl-transférase

CAV : canine adenovirus (adénovirus canin)

CPI : complexe de préintégration

cPPT : voir PPT

CSI : common integration site (site fréquent d’intégration)

CTS : central terminaison site (site de terminaison de la rétrotranscription central)
EIAV : equine infectious anemia virus (virus de 'anémie infectieuse équine)
FACS : fluorescence activated cell sorting

FIV : feline immunodeficiency virus (virus de 'immunodéficience félin)
GALYV : gibbon ape leukemia virus

GFP : green fluorescent protein (protéine fluorescente verte)



gp : glycoprotéine
HFV : human foamy virus (virus foamy humain)

HIV(-1, -2) : human immunodeficiency virus type 1 or type 2 (virus de l'immunodéficience

humain de type 1 ou de type 2)

HLA : human leukocyte antigen

HSV(-1) : herpés simplexe virus (de type 1)

HTLV : human T-lymphotropic virus (virus de la leucémie humaine des cellules T)
I: immediate

IE : immediate early

IFN : interferon

IL : interleukine

IN : intégrase

L: late

LAM- PCR : linear amplification mediated polymerase chain reaction (réaction de polymérisation

en chaine apres amplification linéaire)

LCR : locus control region (région de contréle transcriptionnel du locus)
LEDGEF : lens epithelial-derived growth factor

LTR : long terminal repeat (séquence terminale longue répétée)

MA : matrice

MAR : matrix attachment region (région d’attachement a la matrice)
mfi : mean florescence intensity (intensité de fluorescence moyenne)
MLV : murine leukemia virus (virus de la leucémie murine)

MOI : multiplicity of infection (multiplicité d’infection)

nls : nuclear localisation signal (signal de localisation nuclaire)

PBS : primer binding site (site de liaison primaire)

PCR : polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaine)
PEG : polyéthyléne glycol

PEG-ADA : polyéthyléne glycol adénosine déaminase

PILS : Polyéthyléne glycol-immunoliposome

PPT, cPPT : (central) polypurin tract (séquence riche en purines)



RBE : Rep-binding element (élément de liaison a Rep)

RRS : Rep-recognition sequence (séquence de reconnaissance de Rep)

RSV : Rous sarcoma virus (virus du sarcome de Rous)

RT : rétrotranscriptase

RPE : retinal pigmented epithelium (épithélium pigmentaire de la rétine)

SAR : scaffold attachment region

SCID : severe combined immuodeficiency (déficit immunitaire combiné sévere)

ADA-SCID : Adenosine deaminase - severe combined immuodeficiency (déficit immunitaire

combiné sévere lié a une déficience en adénosine déaminase)

CGD-SCID : chronic granulomatous disease - severe combined immuodeficiency (déficit

immunitaire combiné sévere, maladie chronique granulomateuse)

X1-SCID : type 1 X-linked severe combined immuodeficiency (déficit immunitaire combiné

sévere lié a I'X de type 1)

SIDA : syndrome d'immunodéficience acquise

SIN : self inactivated (auto inactivé, = AU3)

SIV : simian immunodeficiency virus (virus de 'immunodéficience simien)
SNC : systéme nerveux central

SNV : spleen necrosis virus (virus de la nécrose de la rate)
SV40 : simian virus 40 (virus simien 40)

SVF : sérum de veau foetal

Tag : transactivating SV40 T antigen

TCR : T cell receptor (récepteur des cellules T)

TU : transducing unit (particule efficace pour la transduction)
UTR : untranslated region (région non traduite)

VSV : virus de la stomatite vésiculaire

VSV-G : glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire

WPRE : Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element (élément de

régulation post-transcriptionnelle du virus de 'hépatite de la marmotte)
ZFN : zinc figer nuclease (nucléase a doigt de zinc, protéine de fusion)

ZFP : zinc finger protein (protéine a doigt de zinc)



REMERCIEMENTS

Un grand merci a toutes les personnes qui ont contribué a l'aboutissement de ce travail :

Jacques Mallet, pour m’avoir accueillie dans son laboratoire et permis de réaliser ce

travail, mais aussi pour ses conseils et sa relecture attentive de ce manuscrit.

Les membres du jury, Madame Hacein-Bey Abina et Messieurs Saib, Anegon et Cosset

pour avoir accepté de juger ce travail.

Che Serguera et Chamsy Sarkis, pour m’avoir fait découvrir le domaine de la recherche
avec tant d’enthousiasme. Merci de m’avoir guidée et confié ce projet. Merci pour votre

confiance, votre soutien et vos conseils précieux.

Dorothée, Nico et Suzanna, les autres membres du labo 4, pour m’avoir supportée et

aidée, pour leur bonne humeur quotidienne, et aussi pour leurs patisseries !

Les compagnons de galére qui nous ont déja quittés : Olfa, Lahouari, Angéline, Cécile, ou
qui pour qui ce sera (plus ou moins) bientét le tour : Mathieu, Nico et Dorothée. Sans vous, ces

derniéres années n’auraient pas été pareilles ! Prenez soin de vous !

Et merci a tous les autres membres du laboratoire, qui m'ont un jour ou lautre aidée,
conseillée pour une manip, a toutes les personnes qui participent au bon fonctionnement du
laboratoire, de la gestion a l'animalerie, en passant par la laverie, ou avec qui j'ai pu discuter de
tout et de rien. Merci de faire de ce laboratoire un lieu agréable et convivial, d’égayer et de
faciliter le quotidien ! Comme quelqu’un U'a dit un jour, « les citer tous n'est pas possible et n'en
citer que quelques-uns, c’est lassurance de faire des jaloux », je leur laisse donc le soin de se

reconnaitre !

Enfin, merci a tous mes proches, tout particulierement a mes parents, ma sceur et José.
J'espére que vous ne m’en voudrez pas trop (longtemps) de mes faux bonds, mes retards et mes

absences... Sans votre aide et votre soutien inestimables, je n’en serais pas la.



QUAND oN NE SAIT FAS oo L'os uk,
i FALT ¥ aLeEr, Jf, ..
v ETLE PLUS VITE PossiBLE.

AVANT-PROPOS




Le concept de thérapie par les génes a été évoqué dés les années 1960, a la suite du décryptage de
Iinformation génétique portée par ’ADN et l'identification de mutations pouvant induire des
maladies. Les progres considérables de la virologie et de la biologie moléculaire ont ensuite
permis de concrétiser cette idée et d’utiliser des particules virales atténuées pour transférer des
genes d’intérét et ainsi restaurer des fonctions cellulaires déficientes. Au cours des années 1980,
de nombreuses études établissent le bien fondé du transfert de géne par vecteur viral et en 1990,
un premier essai chez ’'Homme est réalisé pour le traitement d'un déficit immunitaire. Depuis, les
protocoles cliniques n’ont cessé de se multiplier et les vecteurs de s’améliorer. Les avancées de la
thérapie génique résultent de la convergence de deux grands axes de recherche: (1) la
compréhension des mécanismes d’infection virale qui contribue au développement de vecteurs
plus efficaces et plus sécurisés, et (2) I'accumulation de données physiopathologiques sur les

maladies candidates qui favorisent I'élaboration de stratégies adaptées.

Ces avancées ont conduit a la premiére démonstration de 'efficacité du traitement par transfert
de génes d’'une maladie héréditaire (déficit immunitaire X1-SCID). Néanmoins, cet essai a mis en
évidence le manque d’évaluation du risque de mutagenése insertionnelle lié a l'intégration du
génome de certains vecteurs viraux dans la chromatine de la cellule modifiée. La mise en évidence
du risque de génotoxicité a conduit a un effort général de la communauté de thérapie génique tant
pour la compréhension et I'évaluation de ce risque que pour le développement de nouveaux
vecteurs dépourvus de potentiel génotoxique. Deux stratégies ont été adoptées : le développement
d’outils permettant I'intégration dans un nombre restreint de loci et I'utilisation de vecteurs qui
ne s’intégrent pas. Nos travaux ont porté sur cette derniére stratégie. Nous avons développé des
vecteurs lentiviraux déficients pour I'intégration en tirant avantage de la capacité naturelle des

rétrovirus a générer des formes épisomales de leur génome dans le noyau des cellules infectées.

Dans un premier temps, nous avons établi que des vecteurs lentiviraux dont le phénotype non-
intégratif est induit par une mutation dans la région C-terminale de l'intégrase permettent
Iexpression d’'un transgéne in vitro. L'expression du transgéne est également efficace in vivo
puisqu’elle a été observée pendant au moins 5 mois chez le rat. Dans un second temps, nous avons
entrepris 'amélioration des vecteurs lentiviraux non-intégratifs. Nous avons ainsi pu identifier
une mutation de la région C-terminale de I'intégrase présentant une activité d’intégration réduite

et permettant une meilleure efficacité de transduction.

Avant de décrire les résultats obtenus, nous présenterons, dans un chapitre d’introduction,
I'ensemble des données actuelles concernant le risque de mutagenese insertionnelle et les moyens
disponibles pour controler ce risque. Nous considérerons ensuite les vecteurs épisomaux les plus
couramment utilisés aujourd’hui, particuliéerement du point de vue des défis a relever en vue de
leur utilisation clinique. Enfin, nous apporterons I’ensemble des éléments concernant la biologie
des lentivirus qui permettent d’étayer la stratégie de développement de vecteurs épisomaux ainsi
que les données disponibles au moment ou le projet a été initié concernant la stabilité des formes

épisomales du génome lentiviral et a leur capacité transcriptionnelle.
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Ce chapitre Introduction se découpe en deux parties.

Les vecteurs oncorétroviraux, dérivés des oncorétrovirus ainsi que des lentivirus, sont parmi les
plus utilisés pour le transfert de genes, tant en vue de thérapie que dans un contexte fondamental.
Je présenterai tout d’abord ces vecteurs, leurs avantages et leurs limites. La limite majeure des
vecteurs rétroviraux réside dans le risque de génotoxicité lié a I'intégration « aléatoire » de ces
vecteurs dans le génome des cellules transduites. Ce risque a été mis en évidence au cours d’'un
essai clinique de traitement d’'un déficit immunitaire par transfert de géne par un vecteur
oncorétroviral. Plusieurs autres déficits immunitaires comparables ont également fait I'objet de
stratégie de transfert de genes similaires. Je récapitulerai les données issues de ces différents
essais. Je dresserai également un bilan des données accumulées quant a la réévaluation du risque

de génotoxicité.

Une des possibilités les plus sures afin d’éviter le risque de mutagenése insertionnelle est
I'utilisation de vecteurs non-intégratifs. C’est pourquoi dans une seconde partie, je présenterai les
vecteurs viraux épisomaux les plus prometteurs, leurs avantages et leurs limites respectifs. C’est
ce bilan, combiné avec la constatation que les vecteurs lentiviraux sont parmi les plus efficaces
pour le transfert de génes, qui nous a conduit a envisager une nouvelle approche et le
développement de vecteurs lentiviraux non-intégratifs. Apres une description du cycle réplicatif

des lentivirus, je présenterai les éléments qui nous ont permis d’envisager une telle stratégie.



Introduction

1. TRANSFERT DE GENE, VECTEURS
RETROVIRAUX ET GENOTOXICITE

1.1. Les vecteurs rétroviraux

Le cycle de vie d’un virus consiste a faire pénétrer son matériel génétique dans une cellule et de
détourner la machinerie de cette cellule pour produire ses propres protéines et ainsi se répliquer.
Depuis de nombreuses années, les virus ont été détournés et utilisés pour le transfert de matériel
génétique dans une cellule cible. Plus ou moins dépourvus des facteurs de virulences initiaux, les
vecteurs viraux sont en regle générale incapables de se répliquer, mais permettent ’expression
d’un géne d’intérét, le transgéne. Ces méthodes de vectorisation virale sont plus efficaces que les
méthodes classiques de transfection d’ADN nu. En effet, elles tirent profit de 'ensemble des
stratégies que les virus ont développées pour pénétrer le plus efficacement possible la cellule et
détourner ses moyens de protection. Parmi les virus utilisés pour le transfert de genes figurent les
rétrovirus. Leurs applications s’étendent in vitro et in vivo et couvrent des fins thérapeutiques
aussi bien que fondamentales. Ce chapitre a pour objet la présentation de leurs caractéristiques

principales.

1.1.1. Quelques données sur les rétrovirus et les pathologies qui leur

sont associés

1.1.1.1. Description

Les rétrovirus sont une famille de virus a8 ARN enveloppés. Ils sont caractérisés par une enzyme
commune, la rétrotranscriptase, qui leur permet de synthétiser une molécule d’ADN a partir du
génome ARN dans la cellule infectée. Une fois sous forme ADN, le génome viral est intégré de
fagon stable dans la chromatine de la cellule-h6te par une seconde enzyme virale, I'intégrase. Le
génome viral intégré, ou provirus, pourra alors étre transmis a la descendance de cette cellule. Le
cycle réplicatif des rétrovirus, en particulier du virus de I'immunodéficience humaine (HIV pour

Human immunodeficiency virus), sera détaillé dans un chapitre suivant (chapitre 2.2 p68).
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Les rétrovirus! peuvent étre répartis en trois groupes : les rétrovirus oncogénes, les lentivirus et
les spumavirus. Les rétrovirus oncogenes, tels que le virus de la leucémie murine (MLV) ont un
génome dit « simple » (voir Figure 1-A) qui comprend trois phases ouvertes de lecture gag, pol et
env codant les protéines de structure et les enzymes nécessaires au cycle de réplication. Au
contraire, les lentivirus, comme le HIV, ainsi que les spumavirus, comme le virus foamy humain
(HFV) sont dits « complexes » (voir Figure 1-B) parce qu’ils possédent, en plus de gag, pol et env,
des génes de régulation et des génes accessoires (respectivement tat et rev, et nef, vif, vpr et vpu
pour le HIV).

En plus des séquences codantes, le génome des rétrovirus contient également un certain nombre
de séquences qui agissent en cis. Parmi elles, les long terminal repeat (LTR), situées aux deux
extrémités du génome viral, contiennent notamment des signaux d’initiation et de terminaison de
la transcription ; la séquence 1 correspond au signal d’encapsidation du génome ARN ; certaines
séquences interviennent au cours de la rétrotranscription : la séquence primer binding site (PBS),
les polypurine tract (PPT), central terminaison sequence (CTS) (voir chapitre 2.2.2.1 p70 pour

une description détaillée du mécanisme).

A LTR &' EIRS!
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Figure 1: Comparaison des génomes rétroviraux simples et complexes. A: génome des
rétrovirus oncogénes, exemple du MLV. B : génome des lentivirus, exemple du HIV. Les rectangles
correspondent aux phases ouvertes de lecture : génes communs M, génes accessoires M, génes de
régulation . B : éléments agissant en cis : les long terminal repeat (LTR) 5’ et 3’ dont les séquences
sont identiques mais qui remplissent des fonctions différentes, notamment d’initiation de la
transcription (5’) et de fin de transcription (3’), ils sont également impliqués dans l'intégration ; la
séquence psi (), signal d’encapsidation du génome ARN ; les séquences primer binding site (PBS),
polypurine tract 3’ (PPT) et centrale (cPPT), central terminaison site (CTS) qui interviennent au cours
de la rétrotranscription.

1t Rétrovirus : chaque fois qu’il sera fait mention de « rétrovirus », il faudra entendre « oncorétrovirus
+ lentivirus + spumavirus », et pas uniquement « oncorétrovirus » auxquels il sera toujours fait
référence par « oncorétrovirus » ou « rétrovirus oncogenes ».
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1.1.1.2. Les rétrovirus oncogenes

Les premiers rétrovirus décrits ont été le virus de la leucémie aviaire (ALV) et le virus du sarcome
de Rous (RSV). Ces virus sont tous deux responsables de tumeurs chez le poulet. D’autres
rétrovirus oncogénes ont par la suite été isolés dans un grand nombre d’espéces, comme le MLV

chez la souris ou le HTLV (Human T-lymphotropic virus) chez 'Homme.

Deux processus définissent le pouvoir oncogene de ces rétrovirus : le virus exprime lui-méme un
oncogene ou il induit I'activation d’oncogénes cellulaires par différents mécanismes. Dans ce
dernier cas, deux modes d’action majeurs ont été décrits: la transcription d'un oncogéne
cellulaire a partir de la région promotrice du LTR (5" ou 3’) ou l'activation a distance d’un
promoteur d’oncogene par 'enhancer du LTR. Cette deuxiéme voie est de loin la plus fréquente
puisqu’elle est efficace sur de tres grandes distances et quelle que soit 'orientation du provirus
par rapport a 'oncogene. C’est donc le LTR du virus, et plus particulierement la nature de la
séquence enhancer, qui détermine le potentiel oncogénique du virus et la nature du/des cancers

qu’il déclenche (voir pour revue).

Ce pouvoir transformant des oncorétrovirus a été tres largement utilisé. Par exemple, I’étude des
génes impliqués dans les leucémies induites chez la souris par le MLV a permis I'identification de
nombreux oncogenes cellulaires. Ces informations sont regroupées au sein de la base de données

Mouse retroviral tagged cancer gene database (http://rtcgd.abce.nciferf.gov/). Les

oncorétrovirus ont également été utilisés comme agents mutagenes, in vitro et in vivo (voir

et les références citées dans ces articles).

1.1.1.3. Les lentivirus

Tous les rétrovirus ne sont pas oncogenes et contrairement au premier groupe décrit ci-dessus, les
lentivirus, comme le HIV, ne sont généralement pas directement associés a la formation de
tumeurs chez leur hote. Les patients atteints du SIDA sont fréquemment touchés par différents
types de cancers, mais cette fréquence élevée est généralement attribuée a I’état général du
patient et a 'immunodéficience induite par I'infection plutét qu’a un effet oncogene direct du

virus (voir pour revue).

Néanmoins, cette « non-observation » est a prendre avec précautions. En effet, peu d’études ont
réellement posé la question du potentiel oncogeéne des lentivirus et il est important de noter que
plusieurs événements de transformation liés aux lentivirus ont déja été rapportés, impliquant le
virus d'immunodéficience simien (SIV pour simian immunodeficiency virus)

, son équivalent félin (FIV pour felin immunodeficiency virus) ou le
HIV . La capacité du HIV a activer la transcription
des génes cellulaires a proximité du site d’intégration a également été mise en évidence

, plus particulierement par le biais du LTR



. Il a aussi été rapporté que dans des cellules
infectées de facon stable par le HIV, I'expression de nombreux génes est altérée, dont un quart est
impliqué dans la régulation transcriptionnelle

. Ajoutons également que des
phénomenes d’expansion clonale de cellules ayant subit un événement d’intégration ont été
observés chez des patients infectés par le HIV . Un nombre croissant de
données attestent donc d’un role possible des lentivirus dans les mécanismes de transformation
(voir pour revue). L’allongement de la durée
de vie des patients atteints du SIDA pourrait mettre en évidence une certaine pathogénicité du

HIV liée a un effet de mutageneése insertionnelle.

1.1.2. Caractéristiques des vecteurs rétroviraux

N

De nombreux vecteurs de transfert de génes ont été développés a partir des rétrovirus. Ces
vecteurs présentent la caractéristique de former un provirus intégré de facon stable dans la
chromatine des cellules transduites. Ainsi, méme si les cellules se divisent, I'information
génétique est conservée. Les premiers vecteurs de ce type ont été développés a partir des
rétrovirus oncogénes, en particulier le MLV. Le développement des vecteurs MLV a permis
d’accumuler un ensemble de connaissances en « vectorologie ». Il a nécessité, par exemple,
I'identification des éléments viraux nécessaires a I'encapsidation du génome ARN. Les vecteurs
MLV ont, par la suite, servi de modele au développement des vecteurs lentiviraux, en premier lieu
a partir du HIV . D’autres vecteurs lentiviraux ont été développés a partir
du virus simien (SIV) , félin (FIV)

, équin (EIAV pour equine infectious anemia virus) , bovin ou
encore caprin (voir pour revue). Enfin, le troisiéme groupe de rétrovirus, les
spumavirus, a lui aussi été utilisé pour le développement de vecteurs ( ; Voir

pour revue).

Tous ces vecteurs partagent un certain nombre de caractéristiques, propres aux rétrovirus. Ils ont
aussi hérité des virus dont ils dérivent certaines spécificités, en particulier le lien étroit entre leur

capacité de transduction et le cycle cellulaire. Ces différents éléments sont détaillés ci-dessous.

1.1.2.1. Transduction et cycle cellulaire

La transduction par les vecteurs rétroviraux, tout comme l'infection par les virus dont ils dérivent,
est étroitement liée au cycle cellulaire. Ce lien différe selon qu’il s’agisse de vecteurs

oncorétroviraux ou lentiviraux. Les premiers ne transduisent que les cellules mitotiquement



actives, alors que les seconds transduisent efficacement les cellules en arrét de division mais sont

bloqués dans les cellules en phase G, (quiescentes?).

Les bases moléculaires qui sous-tendent ces restrictions ne sont pas clairement identifiées. Il est
classiquement admis que les lentivirus sont pourvus de signaux de localisation nucléaire (nls pour
nuclear localisation signal) et sont donc capables d’'un import nucléaire actif, tandis que les
oncorétrovirus accedent a la chromatine de facon passive a la faveur de la désorganisation de la

membrane nucléaire qui se produit lors de la mitose.

L’incapacité des vecteurs MLV a transduire les cellules qui ne se divisent pas constitue une des
limites majeures a leur application. En effet, si les vecteurs MLV sont adaptés a la transduction de
cellules tumorales, ils sont d'une efficacité quasi nulle pour le transfert de génes dans le systeme
nerveux central adulte. Ils transduisent faiblement les progéniteurs neuraux en division

et ne transduisent pas les cellules différenciées telles que les neurones

Plusieurs stratégies ont été évaluées en vue de surmonter cette limite des vecteurs
oncorétroviraux. Par exemple, 'augmentation du titre ou la présence de
facteurs trophiques qui stimulent la division cellulaire permettent
d’augmenter l'efficacité de transduction. Plusieurs équipes ont également décrit des versions
« enrichies » en signaux de localisation nucléaire de vecteurs SNV (spleen necrosis virus)

ou plus récemment MLV . Ces vecteurs transduisent
des cellules neuronales ou hématopoiétiques qui ne se divisent pas. Toutefois, I'efficacité reste
faible et ces résultats n’ont pas été reproduits. En effet, Caron et coll. ont introduit des nls dans
une des protéines d'un vecteur SNV . Les auteurs rapportent I'incapacité

de ces vecteurs modifiés a transduire des cellules qui ne se divisent pas.

Contrairement aux rétrovirus oncogenes, les lentivirus infectent indifféremment des cellules qui
se divisent et des cellules qui ne se divisent pas. Il en est de méme pour les vecteurs qui en
dérivent. Cette propriété a été établie pour les vecteurs HIV simultanément par plusieurs groupes
dans les cellules souches hématopoiétiques a potentiel de repopulation a long terme, difficilement
transductibles par les vecteurs MLV
. Les vecteurs HIV sont également efficaces dans le systéme nerveux central
ou ils permettent 'expression d'un transgene dans des neurones terminaux
. Des résultats comparables ont ensuite été obtenus pour les vecteurs SIV
, FIV ou EIAV

2 Cellules quiescentes : par abus de langage, les cellules différenciées, qui ne se divisent plus, sont

parfois qualifiées de « quiescentes ». Ce terme ne désignera ici que des cellules en phase Go du cycle

cellulaire.



Un des déterminants majeurs de l'import nucléaire propre aux lentivirus été décrit
simultanément par les équipes de P. Charneau et de L. Naldini
pour le HIV. Il s’agit du flap, une structure d’ADN a 3 brins formée dans le génome
viral au niveau de la séquence cPPT-CTS au cours de la rétrotranscription. Le mécanisme d’action
de cette structure n’est pas connu, mais I'incorporation de cette séquence cPPT-CTS améliore
grandement lefficacité de transduction . Ces résultats ont été confirmés par
d’autres équipes pour les vecteurs dérivés du HIV
, ainsi que dans des vecteurs dérivés du SIV

ou de 'EIAV . En ce qui concerne les FIV, une séquence cPPT a été
décrite mais elle n’est pas totalement identique a la séquence PPT située
en 3’ du génome. Or, Charneau et coll. ont établi, pour le HIV, que si les séquences centrale et 3’
ne sont pas identiques, le flap n’est pas actif

L’efficacité du systéme dans le contexte du FIV est donc a vérifier.

Un certain nombre de données ne s’integrent cependant pas dans la théorie classiquement admise
de I'import nucléaire actif des lentivirus et passif des oncorétrovirus, en particulier le fait que les
lentivirus, eux aussi, sont dépendants par le cycle cellulaire : ils ne transduisent pas les cellules en
phase Go. En outre, plusieurs cas de transduction de MLV en absence de désorganisation de la

membrane nucléaire ont été décrits. Ces éléments sont développés ci-dessous.

Comme cela a été décrit pour le HIV sauvage ( , voir chapitre 2.3.3.1 p79),
les vecteurs lentiviraux ne transduisent pas efficacement les cellules quiescentes (Go). Naldini et
coll. 'ont montré avec des fibroblastes . Si les cellules sont mises en contact
avec le vecteur aprés 3 semaines d’arrét en phase Go, le pourcentage de cellules exprimant le
transgene est relativement faible (8%), mais ce pourcentage peut étre significativement augmenté
si le blocage du cycle cellulaire est levé quelques jours aprés infection (environ 50% de cellules
exprimant le transgene, jusqu'a 8 jours de culture entre la transduction et la reprise du cycle). De
la méme facon, il a été démontré que les vecteurs lentiviraux ne transduisent pas efficacement les
progéniteurs hématopoiétiques en phase Go . Enfin, les vecteurs HIV sont

beaucoup plus efficaces dans le foie si les hépatocytes sont réactivés par hépatectomie partielle

Concernant les vecteurs MLV, deux articles attirent I'attention. Tout d’abord, 'expression d'un

transgene aprés transduction de macrophages par des vecteurs Mo-MLV (Moloney-MLV) et F-
MLV (Friend-MLV) a été observée en absence de prolifération cellulaire détectable

. D’autre part, les données publiées par Roe et coll. suggérent que

I'intégration du génome oncorétroviral ne se produit pas dans des cellules en métaphase — alors

que la membrane nucléaire est déja désagrégée — et nécessite 'achévement complet de la mitose

. Dans le méme article, les auteurs observent également une faible quantité de

génomes viraux dans le noyau de cellules bloquées avant la mitose par un traitement a

Paphidicoline. Ainsi, bien qu’infection et transduction soient effectivement liées au cycle



cellulaire, ces données suggerent que la barriére de la membrane nucléaire n’est pas le (seul)

facteur qui limite I'infection des oncorétrovirus en absence de division cellulaire.

Notons également que bien que longtemps cherchés, les signaux de localisation nucléaire (nls)
n’ont pas encore été clairement identifiés chez les lentivirus. En effet, plusieurs nis putatifs ont été
décrits dans différentes protéines virales, mais ces séquences supposées ont été successivement
modifiées, sans inhiber la réplication virale dans les cellules qui ne se divisent pas. Ceci est valable
pour Matrice ou Vpr, aussi bien que pour l'intégrase (voir pour revue). Le
flap peut également étre supprimé sans éliminer totalement la réplication. D’autre part, certaines
modifications du HIV, notamment de I'intégrase ou de la capside

, ont conduit
a I'inhibition de la réplication dans des cellules en division ou non. Citons également les résultats
concernant ’étude du réle de LEDGF (Lens epithelium-derived growth factor) dans la réplication
et 'import nucléaire. Ce facteur cellulaire favoriserait I'import nucléaire du CPI via son

interaction avec l'intégrase, qui, elle-méme, ne possederait donc pas de signaux d’import

nucléaire (voir ). Ces travaux, ainsi que d’autres
impliquant le facteur de restriction a I'infection MLV Fvi , la protéine
p12 du MLV ou encore la protéine matrice , suggerent

également que la localisation nucléaire n’est pas un gage de réplication et qu'un blocage

supplémentaire peut intervenir entre 'import nucléaire et I'intégration.

Le nouveau modéle émergent propose donc que les lentivirus de méme que les oncorétrovirus
atteignent la chromatine via un mécanisme actif fondé sur I'intervention de nombreux partenaires
cellulaires, tels que le LEDGF et/ou inhibiteurs cellulaires, tels que
APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G)

. Ces facteurs sont propres a chaque virus, par exemple linteraction du LEDGF est
restreinte aux intégrases lentivirales . Enfin, la
présence, 'activité et/ou l'accessibilité de ces facteurs seraient modulées par le cycle cellulaire

(voir pour revue).

Cette théorie reste a vérifier, mais elle est d’autant plus séduisante qu’elle permet d’expliquer le
peu de succes des tentatives d’amélioration des vecteurs MLV par une approche
d’« enrichissement en nls » citées précédemment

. La détermination des acteurs et des mécanismes impliqués dans I'import
nucléaire représente un enjeu capital pour le développement de vecteurs rétroviraux plus

performants.

1.1.2.2. Réaction immunitaire

Il est question dans ce chapitre de la réaction de I'hote contre le vecteur, déclenchée a la suite d’'un

transfert de géne par un vecteur rétroviral in vivo. Nous aborderons dans un premier temps la



réaction immunitaire innée non spécifique puis la réaction immunitaire acquise, spécifiquement

dirigée contre I'un des composants du vecteur ou contre le transgéne.

1.1.2.2.1. Réaction immunitaire innée

Blomer et coll. ont décrit la réaction inflammatoire induite par les vecteurs rétroviraux, MLV ou
HIV, apres injection dans le systéme nerveux central (SNC) de souris . Les
auteurs observent une infiltration de lymphocytes, de macrophages et une prolifération
astrocytaire qui font suite a I'injection stéréotaxique des vecteurs. Néanmoins, cette réaction n’est
pas plus importante qu’aprés injection d'une solution saline et elle disparait dans les deux

semaines qui suivent I'injection, contrairement a ce qui est observé avec un vecteur adénoviral.

Une autre des composantes du systéeme immunitaire est le systéme du complément. Ce systéme
est composé d’'un ensemble de protéines circulantes et qui sont activées en cascade. Les particules
virales sont sensibles a la neutralisation par le complément. Les éléments de I’enveloppe virale
(membrane plasmique et glycoprotéines) sont responsables de cette sensibilité

. Plusieurs stratégies ont été proposées afin d’échapper a la neutralisation des particules
comme le masquage de 'enveloppe par I'enrobage des virions avec du PolyEthyléne glycol (PEG)

ou '’humanisation du systéme de production des particules

Il a par ailleurs été démontré récemment que I'injection systémique d'un vecteur lentiviral induit
la production d’interféron (IFNaf), en réponse a la stimulation d’une certaine classe de cellules
dendritiques . De telles observations avaient déja été réalisées in vitro
sur des cellules dendritiques en culture , les
résultats obtenus par I'’équipe de L. Naldini confirment ces observations chez la souris avec des
vecteurs lentiviraux dérivés du HIV. Les auteurs établissent également que cette réponse des
cellules dendritiques est responsable d’une inhibition de la transduction dans les phases précoces
du processus. En effet, le pourcentage de cellules exprimant le transgene dans le foie est trés
nettement supérieur aprés injection dans la circulation générale chez des souris IFNapR/- par
rapport a des souris sauvages. Les mécanismes induisant une telle diminution de 'efficacité des
vecteurs ne sont pas encore clairement identifiés. Il apparait toutefois important d’approfondir

leur étude afin de trouver des pistes pour en limiter les effets.

Si le groupe de Naldini a démontré que la réaction observée est propre au mécanisme de
transduction par les particules lentivirales, les résultats de Pichlmair et coll. suggérent qu'une
fraction contaminante des vecteurs produits est également responsable d’'une activation des
cellules dendritiques, accompagnées d'une production d’interféron . Les
auteurs ont en effet mis en évidence que, lors de la production de particules pseudotypées par la
glycoprotéine VSV, des structures tubulo-vésiculaires sont formées et récupérées avec les

particules vecteurs lors de la concentration par ultracentrifugation. Ces structures, composées



entre autre, d’acides nucléiques cellulaires et plasmidiques, sont spécifiquement responsables du
déclenchement d’une réaction interféron apres injection chez la souris. Les auteurs suggerent
également qu’il est possible d’éviter la formation de ces structures contaminantes en utilisant une
méthode de production indépendante de la transfection. Les stocks produits n’induisent alors
plus de production d’interféron. Cette étude met en évidence I'importance de la mise au point de

méthodes de production standardisées en vue d’une application clinique des vecteurs lentiviraux.

1.1.2.2.2. Réaction immunitaire acquise

La réaction immunitaire acquise est spécifique et se fonde d'une part sur la production
d’anticorps dirigés spécifiquement contre un antigéne (réaction humorale), d’autre part sur une
réaction cellulaire impliquant les lymphocytes T. Plusieurs éléments du vecteur peuvent
déclencher une telle réaction : I’enveloppe, la capside ou le produit du transgene, dans la mesure
ou celui-ci n’est pas reconnu comme faisant partie du soi. Par exemple, dans une stratégie de
protection des neurones, ot I'on surexprimera localement un facteur trophique déja exprimé chez
le patient, aucune réaction ne devrait étre déclenchée contre le produit du transgene. Par contre,
dans le cas de certaines maladies génétiques, le produit du transgene pourra étre reconnu comme
non soi, comme les facteurs de coagulation pour le traitement des hémophilies. Nous
distinguerons la réaction préexistante a tout traitement de la réaction qui peut étre induite a la

suite de 'injection du vecteur.

La réaction préexistante, ou préimmunisation, concerne essentiellement 'enveloppe avec laquelle
le vecteur a été produit. Par exemple, la pré immunisation contre la glycoprotéine du lyssavirus
Mokola est quasi inexistante puisque trés peu de cas de transmission a 'Homme de ce virus sont
rapportés chaque année . Par
contre, l'utilisation de 'enveloppe d’un virus tres répandu ou contre lequel la population est
vaccinée, comme les virus de la varicelle ou de la rougeole, pourra étre compromise a cause de la

présence d’anticorps neutralisants dirigés contre leur enveloppe dans la population générale.

En absence de réaction préexistante, le systéme immunitaire peut développer une réponse
spécifique suite a l'injection du vecteur. La production d’anticorps dirigés contre la capside et
I'enveloppe a été décrite par plusieurs groupes, apres injection dans le cerveau (

et Sarkis et al., données non publiées) ou apres injection en
périphérie . Cette réaction

n’est toutefois pas suffisante pour neutraliser les particules et empécher la transduction.

De plus, il est possible de réadministrer le vecteur dans le cerveau avec la méme efficacité de
transduction, aprés une premiére injection dans le cerveau (
et Sarkis et al, données non publiées), mais aussi aprés injection en

périphérie



Il n’en va pas de méme si 'on consideére la périphérie. Il se produit apres injection une réaction
d’'immunisation qui conduit rapidement a I'élimination des cellules qui expriment un géne
rapporteur qui ne fait pas partie du soi et qui empéche toute nouvelle transduction en cas de

réadministration du vecteur

Cette réaction est en partie dirigée contre la capside - production d’anticorps dirigés contre la

protéine de capside (p24) et la protéine matrice (p17) - mais surtout contre le produit du

transgene puisque l'injection d'un méme vecteur exprimant un transgeéne différent est efficace

. Cette réaction contre le transgéne s’explique par le fait que

I'injection systémique du vecteur permet la transduction des cellules présentatrices d’antigénes
qui peuvent alors déclencher une réaction immunitaire tres forte

. Une telle réaction peut étre mise a profit dans le cadre de stratégies de vaccination,

mais elle sera délétére si 'objectif du transfert de géne est I'expression prolongée d’un transgene.

Afin de contrecarrer cette réaction, il est possible de supprimer I'expression du transgene dans les
cellules présentatrices d’antigénes. Plusieurs stratégies ont été proposées, notamment par
I’équipe de L. Naldini. Tout d’abord, I'utilisation de promoteur spécifique permet de restreindre
Pexpression du transgéne aux cellules cibles
. D’autre part, en incorporant dans le 3° UTR du transgéne une séquence
reconnue par un microARN spécifique du lignage hématopoiétique, il est possible d’éteindre
Iexpression du transgene spécifiquement dans ces cellules
. Ces deux approches réduisent considérablement I'induction d’'une réponse immunitaire
contre le vecteur ou contre les cellules exprimant le transgene. Elles permettent ainsi une

expression persistante, méme apreés injection systémique du vecteur.

1.1.2.3. Tropisme

Les rétrovirus sont des virus enveloppés, il est donc trés aisé, par rapport aux vecteurs
adénoviraux par exemple, de modifier leur tropisme en les pseudotypant, c’est-a-dire en les
produisant avec une enveloppe différente de leur enveloppe originale (voir

pour revue). Initialement, les vecteurs rétroviraux ont été produits avec les enveloppes
écotropes (n’infectent que les cellules murines) ou amphotropes (infectent les cellules murines et
d’autres espéces) du MLV. Par la suite la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) a été utilisée pour (i) élargir leur tropisme et (ii) permettre la concentration des
particules par ultracentrifugation. Puis, une multitude d’autres enveloppes ont été utilisées, pour
pseudotyper tant les vecteurs oncorétroviraux que les vecteurs lentiviraux (HIV, SIV, FIV, EIAV).
Chaque pseudotype présente des propriétés de tropisme variées. Quelques exemples sont décrits

ci-dessous.

Comme mentionné précédemment, il peut étre nécessaire de limiter la transduction des cellules

hématopoiétiques afin de limiter la réponse immunitaire contre le transgene. Le pseudotypage



par la glycoprotéine gp64 du Baculovirus

ou du virus de la riviére Ross permet de diminuer la transduction du
lignage hématopoiétique, ce qui favorise 'échappement du vecteur et/ou transgéne au systéme
immunitaire. Au contraire, pour améliorer la transduction des cellules hématopoiétiques, par
exemple dans le cadre de traitement de déficits immunitaires, on pourra utiliser un vecteur
rétroviral pseudotypé par I'enveloppe du GALV (Gibbon ape leukemia virus)

ou par I'enveloppe du virus endogéne félin RD114

Concernant le systéme nerveux, l'utilisation de diverses enveloppes permet d’obtenir des profils
d’expression tres différents apres injection du vecteur in vivo
. Ainsi, dans le
cerveau l'enveloppe du virus rabique Mokola permettra un tropisme majoritairement glial
. De méme, dans I'ceil apres injection dans I'espace sous-rétinien, les cellules
transduites sont presque exclusivement celles de ’épithélium pigmentaire, cellules assimilées a la
glie . Ces résultats suggerent
que la combinaison d’une enveloppe particuliere et d'un promoteur spécifique permet de
restreindre la transduction a un certain type cellulaire et de cibler précisément les neurones ou la
glie. De plus, le pseudotypage des vecteurs lentiviraux par certaines enveloppes de virus rabiques
peut leur conférer la propriété d’étre transportés rétrogradement le long des axones. Cela a été
observé plus particulierement avec des vecteurs EIAV par le groupe OxfordBiomedica
et plus récemment par un autre groupe avec un vecteur HIV, bien

que moins efficacement qu’avec 'EIAV

Au-dela de la simple substitution d’enveloppe, il est également possible de générer des
glycoprotéines chimériques en combinant des éléments (domaines transmembraire et
cytoplasmique) de différentes origines, naturels ou chimériques, afin d’augmenter la stabilité de
la glycoprotéine et I'infectiosité des particules ou d’en modifier le tropisme original (voir
et pour revue). Par exemple, la fusion avec des fragments
d’anticorps reconnaissant certains antigenes particuliers, permet d’orienter les particules vers des
récepteurs membranaires et ainsi cibler tres spécifiquement, par exemple, des cellules tumorales
ou certaines cellules hématopoiétiques . Dans ce
dernier exemple, I'anticorps ajouté est spécifique du TCR (T cell receptor). Il permet ainsi de
conférer une spécificité pour les lymphocytes T mais aussi d’activer les cellules cibles, ce qui
augmente l'efficacité de transduction. Suivant le méme principe, des facteurs de croissance ont
également été incorporés dans l’enveloppe afin d’augmenter la transduction des cellules

hématopoiétiques



1.1.3. Applications et perspectives

Les vecteurs oncorétroviraux ont été les premiers et sont restés pendant longtemps les vecteurs
les plus utilisés dans les essais de transfert de génes chez ’homme : 23% des essais menés ou en
cours les ont utilisés ou les utilisent. Leur utilisation est néanmoins en recul dans les études
précliniques actuelles, notamment au profit des vecteurs lentiviraux plus récemment développés
et qui présentent I'avantage de transduire efficacement des cellules qui ne se divisent pas. De
récentes données suggerent la possibilité de faire évoluer les vecteurs oncorétroviraux afin de leur
conférer cette propriété. Cette évolution sera dépendante de la réévaluation du dogme selon
lequel T'infection des cellules qui ne se divisent pas par les oncorétrovirus est bloquée par la
barriére infranchissable que constitue la membrane nucléaire pour le complexe de préintégration.
Ils font également l'objet de nouveaux développements qui renforceront leur utilisation dans
certains domaines : les particules semi réplicatives pour la cancérothérapie et les pseudo-

particules vides (ne contenant pas de génome) pour la vaccination

Ces vecteurs ont permis la premiére démonstration de l'efficacité de la thérapie génique dans le
traitement de maladie métabolique génétique. Une dizaine d’enfants atteints d’un déficit
immunitaire combiné sévere lié a I'’X de type 1 (X1-SCID) ont été traités avec succeés par un
vecteur MLV. Néanmoins, ce succes a également ébranlé la communauté des « thérapistes
géniques » en mettant a jour le potentiel oncogéne de ces vecteurs. Bien qu’amplement décrit
pour les virus dont ils dérivent, ce risque avait été largement sous-estimé pour les vecteurs
oncorétroviraux. Les cancers survenus chez les patients au cours de I’essai X1-SCID ont déclenché
un grand mouvement en vue de I’évaluation du risque de mutagenese insertionnelle lié aux
vecteurs rétroviraux. C’est probablement ce potentiel génotoxique qui limitera la généralisation
de leur utilisation en l'état chez I'Homme. Le probléme de mutagenése insertionnelle sera

développé en détail par la suite (voir chapitre 1.3 p36).

Développés beaucoup plus récemment que les vecteurs MLV, les vecteurs lentiviraux ne font
actuellement 'objet que de 8 essais cliniques déclarés, dont la majorité sont des protocoles de
vaccination (dont 5 contre le HIV) et un pour traiter une mucopolysaccharidose (type VII)3. Les
premiers résultats d’'un des essais contre le HIV sont positifs et confirment I'aptitude des vecteurs
lentiviraux a transduire les cellules hématopoiétiques . Ces résultats seront

commentés plus en détail dans le chapitre 4.2 p168.

L’efficacité de ces vecteurs a été démontrée chez I'animal dans le contexte de nombreuses
pathologies, y compris des pathologies du systéme nerveux (voir pour revue).
Les vecteurs lentiviraux devraient donc faire I'objet de différentes études cliniques dans les

années a venir. Les vecteurs lentiviraux sont aussi tres largement utilisés pour des études plus

3 Source : http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical /, mise a jour janvier 2007




fondamentales, par exemple pour la création de lignées transgéniques, chez la souris, le rat, le

porc et le mouton (voir pour revue).

Un des intéréts majeurs des lentivirus réside dans leur capacité d’intégration dans le génome de la
cellule transduite. De cette propriété résulte la stabilité de I’expression d’un transgene dans des
cellules en division (ex : modification des cellules souches hématopoiétiques ou fabrication de
lignées transgéniques). Toutefois, comme nous le verrons dans le chapitre suivant, cette
caractéristique est aussi a l'origine d’'une de leurs principales limites : le risque de mutagenése
insertionnelle. Tout comme pour les vecteurs oncorétroviraux, ce risque n’a été investigué que
récemment. Bien que les premiers résultats suggerent que ce potentiel est bien moindre qu’avec

les vecteurs oncorétroviraux, il ne doit certainement pas étre négligé.

1.2. Mise en évidence du risque de génotoxicité

Le potentiel mutagene des oncorétrovirus est parfaitement connu depuis des décennies. Pourtant,
les vecteurs dérivés de ces virus ont, pendant longtemps, été les plus utilisés. Ils étaient en effet
les seuls a permettre I'expression stable d’un transgene dans des cellules en division du fait de
leur intégration dans la chromatine de la cellule transduite. Pour bon nombre de pathologies,
cette propriété est indispensable, notamment pour le traitement des déficits immunitaires qui

requiert la modification des cellules souches hématopoiétiques.

Le risque de mutagenése insertionnelle associé aux vecteurs rétroviraux est évoqué depuis de

nombreuses années, notamment par Mulligan dans une revue datant de 1993

Ce risque a pourtant été pendant longtemps considéré comme essentiellement théorique
et attribué exclusivement aux particules réplicatives. En effet, les seuls

signes de génotoxicité rapportés étaient systématiquement associés a la formation de particules

recombinantes . Ce n’est que tres

récemment qu’il a été mis en évidence au cours d’un essai clinique de traitement par transfert de

géne d’'un déficit immunitaire

Les syndromes d’'immunodéficience héréditaires ont été considérés comme modéle idéal pour la
démonstration de I'efficacité de la thérapie génique chez 'Homme. Plusieurs essais de transfert de
génes, a 'aide de vecteurs rétroviraux, ont été menés pour le traitement de différents syndromes
immunitaires : X1-SCID, CGD-SCID et ADA-SCID. Ces essais ont été positifs et suivis de résultats
cliniques probants. Ils ont également, dans un certain nombre de cas, mis en évidence le risque de
mutageneése insertionnelle lié a I'intégration « aléatoire » des vecteurs rétroviraux. Ce chapitre

rassemble les données cliniques accumulées sur ce risque.



1.2.1. Essais de thérapie génique du déficit immunitaire sévere lié a

I’X de type 1

Le déficit immunitaire combiné sévere lié a I'’X de type 1 (X1-SCID) est une déficience du systéme
immunitaire induite par une mutation dans le géne yC correspondant a une sous-unité commune
de plusieurs récepteurs a interleukines. Cette mutation entraine une absence de signalisation et
en conséquence de profonds défauts de différenciation des cellules T et natural killer, ainsi que
des perturbations des fonctions immunitaires remplies par les lymphocytes B. Concrétement, les
patients ne possedent pas de systéme immunitaire fonctionnel et sont condamnés a vivre dans un
environnement stérile pour éviter tout contact avec un pathogéene quelconque, contre lequel ils
seraient totalement incapables de se défendre. En absence de prise en charge, ce déficit entraine
le décés dans la premiére année de vie. Le seul traitement efficace est une greffe de moelle osseuse
d’'un donneur HLA-identique, envisageable pour moins de 20% des malades. Dans certains cas, la
greffe est pratiquée avec un donneur qui n’est pas totalement compatible, mais la reconstitution
du lignage hématopoiétique n’est pas toujours compléte ni stable, et le taux de mortalité reste
élevé. C’est donc une pathologie pour laquelle le rapport bénéfice/risque est tout a fait en faveur

d’un traitement par thérapie génique.

Depuis le début des années 1990, plusieurs équipes ont travaillé a la validation d’une approche
par transfert de génes, fondée sur I'utilisation de vecteurs MLV, les premiers vecteurs intégratifs
disponibles. Les résultats obtenus au cours de ces différentes études furent tout a fait
encourageants. Elles montrent effectivement que la greffe de cellules souches hématopoiétiques
autologues transduites ex vivo par un vecteur exprimant le géne yc permet la reconstitution d'un
systeme immunitaire fonctionnel. Les résultats sont d’autant plus probants que les cellules

greffées et modifiées bénéficient d’un fort avantage sélectif.

Plusieurs essais cliniques ont donc été lancés, dans un premier temps par 'équipe de A. Fischer
en France (Hopital Necker Enfants Malade, Paris), puis par I'équipe de A. Thrasher en Grande
Bretagne (University College London, Londres). Les premiers patients atteints de X1-SCID ont été
traités par transfert de géne en 1999 et le succes de 'approche a été confirmé puisque les enfants
traités ont récupéré un systéme immunitaire fonctionnel apres la greffe

. Sur les 14 patients traités entre 1999
et 2002, 12 ont pu retrouver une vie normale apres reconstitution de leur systéme immunitaire.
Ils ont été suivis réguliérement apres le traitement. En particulier, ’'analyse des sites d’intégration
du vecteur a révélé a la fois la modification des cellules CD34+ pluripotentes par le vecteur et une

colonisation polyclonale de leur systeme hématopoiétique.

Néanmoins, '’émergence d’un clone particulier de lymphocytes a été observée au printemps 2002
chez un des patients « francais » traités en 1999. La prolifération de ce clone s’est accélérée et le

patient a déclaré un syndrome de type leucémique. Un second cas trés similaire a été observé



quelques mois plus tard . Les deux patients ont été traités par

chimiothérapie.

L’analyse des cellules hématopoiétiques de ces deux patients a rapidement révélé une
prolifération clonale de cellules ayant subit une intégration du vecteur dans ou a proximité du
méme proto-oncogéne LMO-2, un facteur de transcription hématopoiétique fréquemment
impliqué dans les leucémies T aigues de I'enfant. Ces intégrations ont conduit a une expression
aberrante du gene LMO2 dans les cellules matures, expression qui est vraisemblablement a
Porigine de Tleffet indésirable . Plusieurs altérations
chromosomiques ont également été identifiées dans les clones leucémiques : trisomie 6 partielle,
fusion SIL-TAL1 et trisomie 10. D’autres facteurs ont probablement aussi joué un role,

notamment des stimulations antigéniques particuliéres et/ou une prédisposition familiale.

Un troisieme patient a, a son tour, déclaré un syndrome comparable aux deux premiers,
également environ 3 ans apres la greffe . Plusieurs intégrations ont été
caractérisées dans les cellules leucémiques — dont une au locus LMO2 — si bien qu’il est difficile
d’identifier précisément la contribution des différents événements
D’autre part, 'analyse des sites d’intégration chez I'ensemble des patients traités révele que deux
autres patients présentent un clone ayant une intégration au locus LMO2

. Enfin, un quatrieme cas a été rapporté récemment,
environ 6 ans apres la greffe (voir ). Les analyses sont en cours pour identifier le/les

événements impliqués dans la transformation leucémique.

De facon surprenante, aucun événement de ce type n’est décrit chez les quatre patients
« britanniques » avec maintenant plus de 3 ans de recul (les complications se sont manifestées 30
mois et 60 mois apres le traitement chez les patients « francais »). De plus, ni 'analyse du locus
LMOz2 chez les 4 patients « britanniques » ni le séquencage de plus de 200 régions flanquantes de
provirus n’ont révélé d’intégration dans ce locus, contrairement aux cinq événements isolés dans
ce locus chez les dix patients « francais »

. De facon plus générale, ’étude de la répartition des sites d’intégration révele des
profils distincts dans les deux études. En effet, en dehors de I'absence d’intégration au locus
LMOz2 chez les patients « britanniques », les sites fréquents d’intégration (CSI pour common
integration sites, définis comme les loci ol des événements d’intégration distincts ont pu étre mis
en évidence dans différentes cellules) identifiés chez les patients « francais » présentent plus

d’intégrations que ceux identifiés chez les patients « britanniques ».

Qu’elles qu’en soient les causes, la transduction n’a donc pas eu les mémes conséquences sur les
cellules dans les deux essais. Une autre illustration de cette différence réside dans la cinétique de
reconstitution du systeme hématopoiétique. La reconstitution des lymphocytes T a été beaucoup
plus rapide chez les patients « francais » (3 a 4 mois pour les patients ayant déclaré un syndrome
leucémique, 4 a 6 mois pour les autres ) que chez les patients

« britanniques » (jusqu’a 10 mois de multiplication ).



Introduction

Quelques différences sont observées entre les deux protocoles X1-SCID francais et britannique,
notamment l'utilisation de sérum de veau feetal (SVF) dans le milieu de conditionnement utilisé
pour la culture des cellules, la concentration d’interleukine 3 (IL 3) ou I'enveloppe du vecteur
(voir Tableau 1), mais ces différences ne sont pas, selon les auteurs, la piste privilégiée pour
expliquer les écarts de toxicité observés (Gaspar et al, 2004). En ce qui concerne le
conditionnement, aucune donnée ne permet de trancher. Quant a I'enveloppe, une étude a
comparé le profil des sites d’intégration de vecteurs HIV produits avec I'enveloppe VSV ou

I’'enveloppe sauvage et aucune différence n’a été mise en évidence (Barr ef al., 2006).

Tableau 1 : Comparatif des protocoles « frangais » et « britannique » des essais de transfert
de génes pour le traitement du X1-SCID. D’aprés Cavazzana-Calvo et al., 2000 et Gaspar et al.,
2004. *: age des patients ayant déclaré un syndrome de type leucémique ; **: age de tous les
patients inclus dans I'essai.

Essai « francais » Essai « britannique »
Age des patients 1 mois, 3 mois, 9 mois * 4 mois, 10 mois, 10 mois, 33 mois **
Cellules Cellules CD34+ du patient mises en culture a | Cellules CD34+ du patient mises en
0,5.106 cellules / mL culture a 0,5.10¢ cellules / mL
Milieu de conditionnement Milieu « X vivo 10 » Milieu « X vivo 10 »

4% sérum de veau foetal

1% sérum albumine humaine

3oong/mL Stem cell factor 3oong/mL Stem cell factor

100ng/mL polyéthyléne glycol-
megakaryocyte differenciation factor

60ng/mL interleukine 3 20ng/mL interleukine 3

3oong/mL Flt3 ligand 3oong/mL Flt3 ligand

100ng/mL thrombopoiétine

Durée du conditionnement 24h a 37°C 4o0h a 37°C

Vecteur pMFG-ampho pMFG-GALV

Transduction 3x en 72h 3x en 56h

Durée totale de culture 96h 96h

D’autres facteurs peuvent étre considérés. L’dge des patients, par exemple, est un facteur
déterminant puisque les patients X1-SCID, s’ils sont traités jeunes, sont guéris, alors que le
traitement de patients plus agés (15/20 ans) est infructueux (Thrasher e al., 2005). Le transgene
lui-méme peut étre impliqué puisqu’en rétablissant la signalisation interleukine, il participe a la
prolifération des cellules transduites. I confere un avantage prolifératif fort, ce qui constitue

également un facteur important du succes de la thérapie.

On peut également se demander pourquoi rien de tel n’avait été décrit au cours des essais
précliniques ? A posteriori, deux éléments de réponses peuvent étre proposés. Tout d’abord, les
quantités de cellules utilisées chez ’Homme ne sont en rien comparables au nombre de cellules
greffées chez la souris. Statistiquement, la possibilité d’observer ce type d’événements est donc

accrue chez 'Homme. Par exemple, si I'on considére le nombre de cellules greffées (> 10° cellules
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/ kg) et la fréquence d’intégration aléatoire dans un locus donné (< 107%), chaque patient peut
théoriquement avoir recu entre 1 et 10 cellules ayant subi une intégration dans un méme locus

Le facteur « temps » peut également étre invoqué : les premiers
effets ont été observés au minimum 30 mois apres la greffe chez les patients X1-SCID, soit bien
au-dela de l'espérance de vie d’'une souris. Ces résultats ont donc mis en évidence le manque de
pertinence des modéeles utilisés pour valider I'absence de toxicité et le besoin de réévaluation

précise du risque de mutageneése insertionnelle.

1.2.2. Essai de thérapie génique de la maladie granulomateuse

chronique

La maladie granulomateuse chronique (CGD-SCID) est un déficit immunitaire lié a I'X, assez
proche du X1-SCID décrit précédemment. Elle affecte la population des cellules neutrophiles. Une
approche similaire de thérapie génique a été mise en place pour cette maladie: des cellules
CD34+ du patient sont prélevées et transduites ex vivo par un vecteur oncorétroviral dérivé du
MLV pour rétablir 'expression de la NAPDH-oxydase déficiente et ainsi rétablir la production des
radicaux libres nécessaires a l'activité anti-microbienne. Deux patients ont été traités avec un
bénéfice thérapeutique . L’analyse des sites d’intégration dans les différentes

lignées hématopoiétiques a mis en évidence un profil de repopulation initialement polyclonal.

Toutefois, il a récemment été rapporté que le profil de cellules hématopoiétiques tend vers une
diminution de la polyclonalité . Les clones émergeants ont été analysés et il
s’aveére que 80% d’entre eux présentent des événements d’intégration dans trois sites fréquents
d’intégration (CSI) précédemment décrits dont une trés grande majorité
dans le locus MDS1-EVI1. Ces CSI ont été identifiés dans des modeles de lymphomes murins et
sont donc potentiellement impliqués dans 'apparition de cancers. En particulier, MDS1-EVI1 est
fréquemment impliqué dans des translocations associées a des leucémies myéloides chez 'homme
et chez la souris. L’analyse de la transcription de ces genes dans les cellules des patients par
rapport a des cellules contréles montre que, dans certains cas, l'intégration induit une
surexpression. Toutefois, aprés mise en culture, aucun des prélévements des patients n’a montré

un potentiel d’auto-renouvellement anormal.

Bien que les patients n’aient pas développé de cancers, cette description n’est pas sans rappeler
les observations faites au cours de 'essai de thérapie génique X1-SCID « frangais ». En effet, les
patients ayant déclaré une leucémie apres le traitement montraient initialement un profil
diversifié, progressivement de plus en plus restreint jusqu’a ce qu'un des clones devienne

finalement majoritaire et évolue définitivement en tumeur

Il serait nécessaire de suivre les patients a plus long terme afin de valider I’'absence de toxicité. Or

seuls 2 patients ont été traités par ce protocole et 'un des deux est décédé 2,5 ans apres la greffe,



aprés un effondrement de 'expression du transgéne

. Les auteurs ont démontré que
Iextinction du transgéne est la conséquence de la méthylation du LTR 5’ (voir chapitre 1.3.2.3
p43). Les conclusions de cet essai quant a ’absence de génotoxicité, suggérées par les auteurs,

sont donc a considérer avec beaucoup de précautions.

1.2.3. Essais de thérapie génique de la déficience en adénosine

déaminase

La déficience en adénosine déaminase se traduit par un déficit immunitaire combiné sévéere
(ADA-SCID). Ce fut la premiére maladie initialement considérée pour un traitement par thérapie
génique. Plusieurs essais ex vivo ont été menés en suivant une approche similaire a celle décrite
précédemment : transduction ex vivo de cellules souches hématopoiétiques du patient par un
vecteur dérivé du MLV et infusion de ces cellules

. Ces différentes études
rapportent des résultats encourageants avec une persistance plus ou moins longue du génome
viral chez les patients traités par transfert de géne. Cependant, les bénéfices directs de la thérapie
génique sont difficiles a identifier puisque tous les patients recevaient également un traitement de
remplacement de I'enzyme par de la polyéthyléne glycol-adénosine déaminase bovine (PEG-
ADA).

Afin de palier au manque d’efficacité du traitement observé au cours des différents essais décrits,
le groupe de C. Bordignon a adopté le protocole optimisé de transduction des cellules
hématopoiétiques décrit par I’équipe de A. Fischer . Trois patients
ont été traités avec ce nouveau protocole et ont pu retrouver une vie normale, en absence de

traitement complémentaire PEG-ADA

Les sites d’intégration ont été analysés pour un de ces patients et I'analyse révéele, 2 ans aprés
greffe, une constitution polyclonale du lignage hématopoiétique. Aucune donnée n’est disponible
sur les patients greffés antérieurement, si ce n’est que la quantité d’ADN vecteur est stable. De
plus, aucune complication comparable a celles rapportées par I'équipe de A. Fischer n’a été
observée. Toutefois, le nombre de patients ayant été traités avec succes (4) est faible et n’est peut-
étre pas suffisant pour observer d’éventuels effets délétéres. Toute conclusion est donc également

a considérer avec prudence.

Les sites d’intégration ont été analysés chez les patients traités par Kohn et coll.

. Les analyses ont été réalisées sur des prélevements effectués
réguliérement pendant huit ans apres la greffe . De la méme fagon qu’au
cours des essais X1-SCID et CGD, les événements d’intégration sont initialement polyclonaux puis

le profil évolue vers la monoclonalité. Cependant, ’analyse des TCR de ces cellules montre de



multiples réarrangements. Il est donc vraisemblable que ces cellules ne sont pas issues d’une
expansion clonale périphérique comme cela a été observé chez les autres patients des essais X1-
SCID et CGD, mais de 'expansion d’une cellule immature au niveau de la moelle osseuse ou du

thymus. De plus, les événements d’intégration isolés ne sont pas communs aux deux patients.

1.3. Réévaluation du risque de génotoxicité

Les différents résultats cliniques décrits présentent un certain nombre de disparités. Sont-elles
dues a des différences entre les protocoles ou a des facteurs propres aux différentes maladies ? En
particulier, les divergences entre les protocoles « francais » et « britannique » de traitement du
X1-SCID restent a expliquer. Ces études ont donc surtout soulevé beaucoup de questions, comme
celle de l'existence de points chauds ou hot spot d’intégration (LMO2, EVI1). Elles ont mis en
évidence le besoin d’évaluation des risques de génotoxicité et plus encore de compréhension des

mécanismes impliqués.

Une des plus grandes craintes dans le domaine de la thérapie génique par vecteurs viraux est la
formation de particules recombinantes réplicatives. De facon surprenante, le risque de
mutageneése insertionnelle, bien qu’envisagé, est longtemps resté une préoccupation de second
ordre, surtout théorique. Pourtant, le pouvoir oncogéne des rétrovirus, comme le MLV, était
parfaitement connu, en particulier le role du LTR dans le processus de transformation. Les effets
observés chez les patients atteints de X1-SCID traités avec un vecteur MLV ne sont donc, a
posteriori, pas surprenants. Toutefois, la transformation d’une cellule humaine ne peut étre le
résultat de la seule activation d'un oncogéne suite a I'intégration d’'un génome rétroviral. Il faut la
coincidence de plusieurs « accidents génétiques » pour qu’il y ait apparition d’'une tumeur. Ces
accidents supplémentaires ont pu, en partie, étre favorisés par le contexte X1-SCID des patients,
mais ils peuvent également étre liés a des facteurs indépendants, comme le vecteur, son profil

d’intégration ou encore le transgéne.

Le chapitre suivant dresse un bilan des données disponibles sur un certain nombre de ces facteurs
de risques. En premier lieu, nous aborderons la répartition des sites d’intégration, les différentes
méthodes d’analyse et les résultats obtenus. Nous nous attacherons ensuite a décrire les facteurs
qui influencent les conséquences de la transduction. Nous traiterons d’abord la question du
contexte particulier de X1-SCID et de I'importance du transgene yc, puis des facteurs liés aux
vecteurs, que ce soit sa nature (oncorétrovirale ou lentivirale) ou les éléments qu’il contient,
notamment la nature du promoteur. Enfin, il sera question de I'importance de la nature des

cellules cibles et des risques de dissémination du transgene.



1.3.1. Etude de la répartition des sites d’intégration

L’analyse des sites d’intégration des rétrovirus ainsi que l'interprétation des données recueillies

ont longtemps été ralenties pour plusieurs raisons :

- les protocoles expérimentaux étaient particulierement lourds et ne permettaient de
caractériser que quelques sites a quelques

dizaines de sites ;

- les protocoles expérimentaux se fondaient sur la sélection de cellules résistantes avant
I’analyse des sites d’intégration, cette sélection pouvait introduire des biais (ex : résistance au
G418) ;

- les génomes humain et murin n’étaient pas séquencés en totalité et ils étaient peu annotés
(positionnement des différents éléments tels que les ilots CpG, les régions transcrites, les

sites d’initiation de la transcription ou encore les régions d’hypersensibilité a la DNase).

La description des événements de mutagenese insertionnelle chez 'homme a eu pour
conséquence un effort de recherche accru en vue du développement des outils nécessaires a
I’évaluation de la répartition des sites d’intégration des rétrovirus. Parallélement a 'augmentation
permanente du nombre de données de séquencage et des annotations génomiques, de
nombreuses avancées ont été réalisées, tant en biologie moléculaire qu’en bioinformatique. Elles
ont permis d’identifier des centaines de sites d’intégration et d’analyser les données générées. Les

différentes techniques mises au point et les résultats de ces études font 'objet du présent chapitre.

1.3.1.1. Les techniques d’analyse des sites d’intégration

Différentes approches ont été utilisées, fondées sur le séquencage des régions flanquantes des
sites d’intégration ou sur I'utilisation de vecteurs dépourvus de promoteur pour évaluer la capture
de promoteur dans les cellules transduites. Différents vecteurs ont été analysés : oncorétrovirus
(MLV), lentivirus (HIV-1 et -2, SIV, FIV, EIAV, ASLV) ou foamy virus. L’influence de ’enveloppe
a également été évaluée. Les études ont été réalisées in vivo (chez 'Homme, le primate non-
humain ou la souris) ou in vitro sur des lignées établies ou des cultures primaires de diverses
origines (murines, aviaires, humaines), dans des cellules en division ou en arrét de division. Les
cellules ont été analysées avec ou sans sélection. Toutes ces données ont été rassemblées dans
plusieurs revues (voir pour
revue). Enfin, les résultats d’'une meéta-analyse approfondie des événements d’intégration
identifiés chez les patients inclus dans les différents essais cliniques décrits précédemment ont été

publiés treés récemment



Les premiers travaux publiés ont été ceux de Schroder et coll. et Wu et coll.. Ils concernaient
I’'analyse des sites d’intégration des vecteurs MLV et HIV dans le génome humain

Par la suite, deux groupes ont particulierement contribué a
Paccumulation des données. Tout d’abord I'équipe de C. von Kalle et M. Schmidt qui a largement

participé a lidentification des sites d’intégration par la technique de LAM-PCR (Linear

amplification mediated PCR) , notamment en
collaboration avec I’équipe de A. Fischer ou
le groupe de DB. Kohn . Cette technique dérive des méthodes développées,
en partie au laboratoire, pour ’'analyse des ARNm , et

permet Pamplification de séquences dont une seule extrémité est connue. L’amplification est
réalisée a l'aide d’'un linker de séquence connue ajouté a l'extrémité inconnue de la séquence
d’intérét. Le laboratoire de F. Bushman a également proposé une technique de séquencage des
régions flanquantes a haut débit et a grandement participé a 'analyse de

I'ensemble des données publiées

La plupart de ces études ont comparé le profil d’intégration des vecteurs avec un profil
d’intégration « au hasard » généré in silico (par informatique). Elles concluent a 'existence d’'un
biais d’intégration dans certaines régions du génome. Ce biais d’intégration a également été
confirmé par comparaison a un profil d’événements d’intégration générés par transfection

. Ces observations attestent donc d’'un déterminisme
lié a 1a machinerie virale dans le choix des sites d’intégration qui n’est donc pas le simple résultat

d’une accessibilité variable de la chromatine, comme on a pu le penser initialement.

Avec le recul, certains biais propres aux méthodes employées ont été mis en évidence. Par
exemple, 'équipe de F. Bushman a montré que 'analyse des sites d’intégration avant ou aprés une
éventuelle sélection ne donne pas tout a fait les mémes résultats

. Toutefois, les différences observées sont faibles et ne changent pas les grandes

tendances décrites.

1.3.1.2. Les résultats
1.3.1.2.1. Résultats généraux

En résumé, les résultats convergent vers une corrélation positive entre intégration et expression,
quel que soit le vecteur. Plus précisément, les vecteurs MLV s’intégrent a proximité des sites
d’initiation de la transcription, tandis que les intégrations des lentivirus et des foamy virus
semblent réparties de facon plus homogéne sur I'ensemble de I'unité transcriptionnelle. Les
vecteurs ASLV présentent le biais le plus faible pour les régions transcrites. Au contraire, les
régions de chromatine fermée comme les télomeres ou les centromeéres sont trés défavorisées.
Cette préférence des rétrovirus pour les régions transcrites est accentuée dans les cellules en

division et l'intégration est plus fréquente dans les séquences effectivement transcrites dans la



cellule considérée au moment de l'infection (voir pour revue ;

).

D’autre part, les caractéristiques décrites sont conservées quelle que soit I'origine des cellules
transduites. Par exemple, le profil d’intégration des vecteurs ASLV est identique dans des cellules
humaines et dans des cellules de poulet, de la méme facon, I'intégration du MLV est similaire

dans des cellules murines et humaines.

1.3.1.2.2. Hot spots ?

Une analyse plus précise des sites d’intégration identifiés chez les patients des deux essais de
thérapie génique X1-SCID ainsi que de nouveaux sites générés par transduction de cellules HelLa
suggere que le MLV s’integre plus préférentiellement dans des sites dits fragiles

. Ces sites ont été précédemment décrits par Popescu et coll. et correspondent a des loci ou
de fréquentes modifications (élongation, translocation, intégration de virus oncogénes ADN) ont
été décrites et associées a des cancers . Le géne LMO2 appartient a un de ces sites

fragiles et plusieurs autres intégrations ont été identifiées dans cette méme région.

Toujours concernant les vecteurs MLV, Calmels et coll. rapportent une analyse de sites
d’intégration chez des singes normaux greffés avec des cellules transduites par un vecteur
exprimant un géne rapporteur donc n’apportant, en principe, aucun avantage sélectif

. Les auteurs mentionnent la surreprésentation du locus
MDS1/EVI1, ciblé par 14 intégrations sur les 702 identifiées chez 9 animaux, soit 2% des
événements. La probabilité théorique d'un tel événement dans le cas d’une intégration aléatoire

est de 1,7.10734! Le locus EVI1 a également été identifié dans d’autres études

et de facon tout a fait surprenante, il s’agit aussi du locus majoritaire

retrouvé chez les patients de I'essai CGD décrit précédemment

Une telle surreprésentation de ces loci particuliers ne peut étre le résultat de phénomenes
aléatoires et implique I'existence de certains mécanismes, dont 'action peut se situer a plusieurs
niveaux. Un premier mécanisme peut agir au niveau de la sélection des sites et biaiser
I'intégration dans ces loci particuliers. I peut également s’agir d’'une pression de sélection qui
induit la prolifération préférentielle des cellules ayant subi une intégration dans ces sites, LMO2

ou EVI1. Ces mécanismes seront discutés dans les chapitres suivants.

1.3.1.2.3. Capture de promoteur

De Palma et coll. ont réalisé des expériences de capture de promoteurs. Ils ont utilisé des vecteurs

MLV et HIV dépourvus de promoteur pour transduire des cellules. Dans ces conditions,



N

Iexpression du transgene nécessite l'intégration a proximité d’'un promoteur cellulaire. Ces
travaux révelent que le MLV s’intégre beaucoup plus fréquemment que le HIV a proximité de
promoteurs cellulaires . Ceci est en accord avec le fait que le MLV s’integre
préférentiellement a proximité des sites d’initiation de la transcription. De fagon intéressante, les
auteurs rapportent également que I'expression du transgene par le promoteur capturé est plus
efficace pour les vecteurs MLV que pour les vecteurs HIV. Ces résultats sont confirmés dans des
cellules souches hématopoiétiques. Bien que les vecteurs HIV transduisent plus efficacement ces

cellules, la capture de promoteur reste plus efficace avec les vecteurs MLV.

1.3.1.2.4. Influence de I’enveloppe

Une étude de Barr et coll. a également évalué I'influence de la voie d’entrée du vecteur dans la
cellule sur son profil d’intégration . Les auteurs ont comparé la répartition des
sites d’intégration d’'un vecteur HIV produit avec son enveloppe sauvage et d’'un vecteur HIV
pseudotypé par l'enveloppe VSV (voie des endosomes). Aucune différence dans le profil

d’intégration n’a été mise en évidence.

1.3.1.2.5. Mécanismes viraux de sélection des sites d’intégration

Contrairement a ce qui était initialement admis, il se dégage des analyses de répartition des sites
d’intégration que certains contextes chromatiniens sont plus favorables que d’autres a
I'intégration des rétrovirus. De plus, ces sites préférentiels sont dépendants de la nature du virus.
Ce choix est probablement crucial pour la réplication du virus. L’intégration étant largement
favorisée dans les régions transcrites et plus particuliéerement dans les régions transcrites au
moment de la transduction

, le risque de mutagenese

insertionnelle est en réalité beaucoup plus élevé que ce qui avait été initialement estimé.

Des données ont été apportées sur les mécanismes qui favorisent ces biais d’intégration (voir

pour revue). En ce qui concerne
les éléments viraux, l'intégrase joue un role majeur ainsi que, dans une moindre mesure, la
polyprotéine gag . Des facteurs cellulaires sont également impliqués, en
particulier le LEDGF pour le HIV I
jouerait un role de « pont » entre le CPI, via une interaction directe avec l'intégrase, et la

chromatine a laquelle il se fixe en tant que facteur de la transcription.

L’identification récente de certains de ces mécanismes qui orientent I'intégration des lentivirus
(voir pour revue) devrait faciliter le développement
d’outils de transfert de génes plus sécurisés dont le profil d’intégration serait contro6lé. Par

exemple, ’équipe de F. Bushman a récemment publié I'utilisation d’'une fusion du facteur LEDGF



avec le fragment de liaison a TADN du répresseur du phage A afin de diriger I'intégration dans la
séquence cible du répresseur . Le ciblage de l'intégration, réalisée in vitro, est

encore extrémement limité, mais ces premiers résultats sont encourageants.

1.3.2. Autres facteurs de risque

1.3.2.1. Les modeles d’étude

Le développement d’'une tumeur fait intervenir plusieurs événements au sein de la méme cellule
qui, ensemble, conduisent 4 son immortalisation. La cellule posséde de multiples moyens de
controle afin d’éviter toute transformation. Dans les lymphocytes, par exemple, la surexpression
du géne c-myc induit la voie Arf qui conduit la cellule vers la voie de 'apoptose avant qu’elle ne
prolifere . Le géne Arf est dit suppresseur de tumeur. Dés lors, si dans cette
méme cellule, cette voie n’est pas fonctionnelle, la cellule échappe a tout controle et prolifére.

Ainsi, des mutations de cette voie sont fréquemment impliquées dans des tumeurs chez 'Homme.

Dans le cas des enfants X1-SCID, un événement de cet ordre est envisageable. Un événement
initial, comme l'insertion du vecteur dans un locus particulier, engendre une prolifération clonale.
Cette prolifération est d’autant plus favorisée que les cellules bénéficient d’'un avantage sélectif
avéré. Dans la plupart des cas, cette prolifération pourra étre enrayée par apoptose, par exemple
par la voie Arf/p53. Cependant, les cellules dans lesquelles un autre « accident génétique »
(mutation spontanée, autre événement d’intégration) aura inactivé les mécanismes de

déclenchement de 'apoptose, pourront survivre et proliférer.

La coincidence des diverses altérations génétiques nécessaires est trop faible chez la souris pour
permettre une évaluation précise du risque de mutagenése insertionnelle. En effet, aucun des
essais préalables n’a rapporté de tels événements en raison, probablement, du nombre trop faible
de cellules greffées et/ou de la durée de vie des animaux. De nouveaux modeles plus prédictifs,
permettant de mettre en évidence ces événements et les mécanismes impliqués, ont récemment

été proposés.

Ces nouvelles approches ont pour but d’augmenter la sensibilité des essais. Une premiére
stratégie a pour but d’« allonger » artificiellement la durée de vie des souris en greffant les cellules
dans une premiére souris, puis de la premiére a une deuxiéme souris, etc

. Une deuxieme stratégie consiste a augmenter la
fréquence des tumeurs en utilisant des modeéles de prédisposition au cancer qui présentent des

déficiences dans les voies de I'apoptose

Ces modéles animaux, ainsi que des modeles d’étude de prolifération cellulaire in vitro, ont
permis l'identification de nombreux facteurs de risque. Certains facteurs sont propres a la

thérapie du SCID- X1. L’'implication directe du transgene a par exemple été suggérée (voir



pour revue). D’autres facteurs sont directement liés aux
vecteurs rétroviraux ou aux éléments qu’ils contiennent, comme le promoteur. Les résultats de

ces études sont présentés ci-apres.

1.3.2.2. Cas particulier du traitement X1-SCID

Chez les patients X1-SCID, le transgéene lui-méme a été un facteur de risque important. En effet, le
locus IL2RG (yc) est lui-méme connu pour étre un oncogéne. La base de donnée Mouse
Retroviral Tagged Cancer Gene Database qui regroupe environ 3 000 sites d’intégration de
rétrovirus, isolés a partir de tumeurs hématopoiétiques chez la souris, répertorie 2 tumeurs
impliquant ce locus. De facon tout a fait intéressante, Dave et coll. soulignent quune de ces deux
tumeurs implique également le locus LMO2 . Ces deux génes, LMO2 et IL2RG,
sont également impliqués dans les cas de leucémie chez les patients X1-SCID traités par transfert
de génes. Une telle coincidence, hautement improbable statistiquement, pourrait s’expliquer par
une coopération des deux oncogenes. Ces deux génes pourraient s’activer mutuellement et
finalement induire la transformation de la cellule. Bien qu’ils ne soient pas trés bien compris, de
tels mécanismes de co-sélection ont déja été observés dans des leucémies chez la souris, par
exemple avec MEISS1 et HOXA9 . Un phénomeéne de coopération
comparable pourrait aussi étre impliqué dans le cas de l'essai de thérapie génique CGD ou il
aurait conduit a la présence systématique d’événements d’intégration dans le locus EVI1 chez les
patients. Toutefois, Hacein-Bey et coll. ont rapporté que I'expression de yC a la surface des

cellules leucémiques était d’'un niveau normal

Par la suite, une communication publiée dans Nature par Woods et coll. a suggéré une implication
directe du transgéne dans les complications observées chez les patients . Les
auteurs ont comparé la fréquence de tumeurs dans un modele de souris X1-SCID apres greffe de
cellules hématopoiétiques non-modifiées (contrdle négatif) ou transduites par un vecteur
lentiviral exprimant un géne rapporteur GFP (controéle négatif), le facteur de transcription LMOz2
(contrdle positif) ou le géne yC. Les auteurs ne rapportent aucune tumeur dans les groupes
témoins négatifs, méme apres 18 mois d’observation des animaux. L’'incidence de tumeurs dans le
groupe témoin positif est de 50% et de 33% dans le groupe yC. Il est important de noter que les
premieres tumeurs se sont manifestées a partir du 6° mois apres greffe, soit au-dela de la durée de
la plupart des expérimentations antérieures. Ces résultats révelent deux éléments importants.
Tout d’abord, la transduction par un vecteur lentiviral elle-méme ne semble pas modifier la
prolifération des cellules, point qui sera abordé plus en détail dans le chapitre relatif aux vecteurs
lentiviraux (voir chapitre 1.3.2.4 p46). De plus, ils suggerent que I'expression de yc en elle-méme

est responsable de la formation de tumeurs.

Ces résultats sont complétés par les travaux de Shou et coll. qui confirment le

role de yc dans la formation de tumeurs, mais spécifiquement dans le contexte yc”/-. Les auteurs



ont récemment proposé un modele combinant une mutation du géne Arf et une mutation du géne
yC pour I’évaluation du potentiel génotoxique d'un vecteur candidat pour un traitement des
maladies hématopoiétiques. Ils ont comparé l'incidence de leucémies apres greffe de cellules
hématopoiétiques de souris Arf/- yc/- ou Arf/- yc*/+ transduites par un vecteur MLV exprimant le
géne yC et le géne rapporteur GFP ou pour un vecteur contréle GFP. Ils observent que, dans le
contexte yc/-, la surexpression de yc favorise la formation de tumeurs, ce qui n’est pas le cas dans
le contexte yc*/*. Ces résultats confirment donc une forte influence du transgéne, mais suggérent
aussi une influence encore plus importante du contexte yc/- des patients dans I'essai de thérapie

génique X1-SCID.

De facon intéressante, une analyse du phénotype des cellules de moelle osseuse de souris Xi-
SCID yc”/- montre la présence d’une population de cellules particuliéres qui n’est pas présente - ou
pas dans une proportion équivalente - dans la moelle des souris sauvages. Ces cellules ne sont pas
matures, mais ne correspondent pas a des cellules souches hématopoiétiques multipotentes. Il
s’agit d’'une population de cellules lymphoides bloquées a un stade intermédiaire entre I'état de
progéniteur et ’état différencié. La présence de cette population dans les modéles X1-SCID est la
conséquence de I'absence de yc, directement impliqué dans la maturation des lymphocytes. Les
auteurs proposent une hypothése selon laquelle ces cellules pourraient étre plus sensibles a la
génotoxicité. Cette hypothese est d’autant plus vraisemblable qu’elle explique pourquoi la
surexpression de yc conduit a la formation de tumeurs dans les cellules d’animaux yc”/-, et non
dans les cellules yc*/+. Une caractérisation plus approfondie de cette population est nécessaire,
elle permettra peut-étre de comprendre la particularité de la pathologie X1-SCID et de déterminer
si les effets secondaires observés au cours de l'essai clinique de ’équipe de A. Fischer sont a

craindre pour '’ensemble des pathologies hématopoiétiques.

1.3.2.3. Les vecteurs dérivés de rétrovirus oncogenes

Depuis 2002, le risque de génotoxicité 1ié aux vecteurs oncorétroviraux, et plus particuliérement
au MLV, a été trés largement évalué. La plupart des données concernent les cellules
hématopoiétiques. De nombreux modéles ont été utilisés, tant animaux que cellulaires.
Concernant les études in vivo, deux types d’approche ont été considérés : les premiéres sont
fondées sur la greffe successive de cellules souches transduites, les secondes sur l'utilisation de
modeles de prédisposition au cancer. Les modeles d’étude in vitro portent sur I'analyse de la
survie des cellules. Le potentiel génotoxique des vecteurs oncorétroviraux n’a pas été précisément

évalué en dehors du systeme hématopoiétique. Ce point sera abordé a la fin de ce chapitre.

Le premier type d’approche est fondé sur la greffe successive des cellules souches
hématopoiétiques transduites dans plusieurs animaux. Cette approche permet de suivre
I’évolution des cellules transduites in vivo pendant de longues périodes, au-dela de I'espérance de

vie d’une souris . Ces études ont



révélé un fort taux de leucémies induites par le vecteur, en absence d’avantage prolifératif ou de
coopération possible lié au transgene (gene rapporteur). Dans le cadre de la seconde approche,
plusieurs groupes ont travaillé sur le modéle de souris Cdkn2a”- qui présente une déficience dans
les voies de suppression de tumeur p53 et Rd1 . Ces
études n’ont pas montré de prolifération leucémique, mais la perte du profil polyclonal initial

suite a 'expansion préférentielle de certains clones.

Les études mentionnées ci-dessus s’accordent sur le fait que l'intégration des vecteurs MLV est
trés favorisée dans une certaine classe de génes impliqués dans le cycle cellulaire, la signalisation
ou précédemment associés a des cancers. Ces résultats sont a rapprocher du fait que le provirus
peut augmenter significativement I'expression du géne aupres duquel il s’est intégré

. Ce mécanisme d’activation de
I’'expression passe plus probablement par l'effet du enhancer que par le promoteur du provirus.
En effet, Montini et coll. ont montré que la plupart des cellules tumorales

observées dans un essai de greffe de cellules modifiées n’expriment plus le transgéene.

Ces résultats sont corroborés par I'évaluation du potentiel d’auto-renouvellement des cellules
primaires in vitro. Le simple fait de transduire ces cellules avant de les mettre en culture leur
confére une capacité de prolifération anormale et peut induire I'immortalisation

. Les génes dans lesquels sont retrouvées les intégrations appartiennent aux
mémes classes que celles décrites précédemment. Ils sont liés au cycle cellulaire, a la signalisation

ou encore a la prolifération.

Dans leur ensemble, ces données suggérent le schéma suivant : (1) 'intégration des vecteurs MLV
est favorisée dans certaines classes de genes impliqués dans le cycle cellulaire, la prolifération, la
signalisation ou encore I'auto-renouvellement, (2) I'intégration du vecteur a pour conséquence la
dérégulation de I'expression de ces génes par cisactivation, (3) l'activation de I'expression des
génes induit une prolifération accrue des cellules, (4) la prolifération accrue des cellules favorise
leur transformation tumorale. Ce schéma est corroboré par les résultats des analyses des sites

d’intégration isolés au cours des essais cliniques de thérapie génique X1-SCID et ADA-SCID

. Ces trois études s’accordent sur le fait que I'intégration n’est pas
aléatoire mais bien favorisée dans une certaine classe de genes, en particulier les genes qui
influencent la prolifération cellulaire. D’autre part, ce biais est plus important dans les cellules
apres greffe par rapport au profil d’intégration dans les cellules avant greffe. Ceci traduit le fait
que l'expression des génes impliqués dans la prolifération cellulaire ciblés par l'intégration du

vecteur a été perturbée, conférant ainsi un avantage prolifératif a ces cellules.

Ce mécanisme est d’autant plus favorisé que le vecteur porte un LTR intact. En effet, comme
mentionné précédemment, le LTR et plus particulierement les régions enhancer qu’il contient
sont les principaux acteurs du pouvoir oncogénique des rétrovirus oncogeénes (voir chapitre 1.1.1

p18). L’implication du enhancer dans la pathogénicité des vecteurs rétroviraux a également été



établie in vitro et in vivo. La présence d'un LTR intact dans les vecteurs oncorétroviraux est donc

un parameétre particuliérement critique.

Calmels et coll. ont rapporté, apres greffe de cellules souches hématopoiétiques modifiées par un
vecteur oncorétroviral une fréquence importante d’intégration dans le locus MDS-EVI1, ce qui
n'est pas observé avec le vecteur SIN (self inactivated, c’est-a-dire dépourvus des régions
promotrice et enhancer du LTR) équivalent . Cette différence peut
s’expliquer par le fait que I'intégration d’'un vecteur contenant le enhancer dans ce locus a conduit
a la surexpression de ce gene, et donc l'accentuation de la prolifération cellulaire et la
surreprésentation de ces événements. Un nombre équivalent d’intégrations du vecteur SIN a
probablement eu lieu dans ce locus. Mais en absence de 'élément enhancer du LTR, le géne n’a
pas été activé, la prolifération ne s’est donc pas accélérée. De facon comparable, dans un essai in
vitro Modlich et coll. rapportent une modification du potentiel d’auto-renouvellement des cellules
souches hématopoiétiques environ dix fois moins importante avec un vecteur SIN qu’avec un
vecteur non-SIN . Le méme groupe a également obtenu des données in

vivo en faveur d’un potentiel génotoxique réduit des vecteurs SIN

Une des premieres mesures a prendre en matiére de biosécurité est donc de toute évidence la
suppression de cet élément enhancer et I'utilisation des vecteurs SIN. Bien qu’il ait été démontré
que l'utilisation du LTR en tant que promoteur interne dans un vecteur SIN atténue la fréquence
de transformation (1/10), celle-ci n’est pas nulle . Il est donc préférable de
les éliminer totalement. Néanmoins, la suppression de la région U3 du LTR peut avoir d’autres
conséquences qu’il ne faut pas négliger, en particulier 'augmentation du readthrough

, c’est-a-dire la poursuite de la transcription au-dela du signal de polyadénylation

affaibli. Ce point sera abordé dans le chapitre Discussion 4.1.2 p166.

Les données présentées ci-dessus concernent la génotoxicité des vecteurs oncorétroviraux dans
les cellules hématopoiétiques. Ce risque n’a pas précisément été évalué dans d’autres types
cellulaires. En dehors du systéme hématopoiétique, les applications des vecteurs oncorétroviraux
concernent essentiellement la cancérologie. Plusieurs sources de risque peuvent étre identifiées
dans ce contexte. Tout d’abord, on pourrait craindre la transduction par le vecteur de cellules
voisines de la tumeur et le risque de leur transformation. Néanmoins, la transduction des vecteurs
oncorétroviraux est limitée par la division cellulaire, il est donc peu probable que le vecteur

transduise efficacement d’autres cellules que les cellules tumorales qui se divisent activement.

Un second risque réside dans le fait que le génome oncorétroviral peut étre soumis a un
phénomeéne de restriction transcriptionnelle (par méthylation du promoteur du LTR) tout en
conservant son pouvoir activateur . Ce phénomeéne a déja été décrit depuis
de nombreuses années pour les MLV

ainsi que pour les vecteurs qui en dérivent ( pour revue).

Les modifications qui ont été apportées a aux vecteurs MLV ont permis de limiter ce phénomeéne



sans toutefois le supprimer totalement (

, Voir pour revue). De facon
générale, quelle que soit la nature des cellules cibles, le scénario suivant est donc a craindre :
Iexpression du transgene est perdue par méthylation du promoteur du LTR tandis que I’élément
enhancer conserve son activité et peut activer un oncogéne voisin. Un tel phénomeéne est

d’ailleurs survenu chez un des patients inclus dans l'essai de thérapie génique du CGD-SCID

1.3.2.4. Les vecteurs dérivés de lentivirus

Contrairement aux rétrovirus oncogenes, il est généralement admis que les lentivirus ne sont pas
ou peu associés a des tumeurs (voir pour revue). En conséquence, le
risque de mutagenése insertionnelle 1ié aux vecteurs lentiviraux n’était pas considéré. Ce n’est que
trés récemment que quelques groupes ont entrepris son évaluation. Les conclusions ne sont pas

encore tres claires.

Tout d’abord, Themis et coll. ont évalué le potentiel oncogéne de vecteurs EIAV et HIV aprés
injection chez la souris in utero ou nouveau-né . Cette étude suggere que
I'EIAV peut induire des tumeurs dans le foie et les poumons (les deux tissus analysés). Bien que
les auteurs n’observent aucune tumeur dans le groupe HIV, il est difficile de conclure a I’'absence
de génotoxicité de ces vecteurs, les injections n’ayant pas été réalisées tout a fait dans les mémes

conditions que pour les vecteurs EIAV.

Le potentiel transformant des vecteurs HIV a également été évalué dans le modéle murin de
prédisposition au cancer Cdkn2a”- apres greffe de cellules hématopoiétiques transduites

. Le vecteur utilisé exprimait la GFP sous contréle du promoteur ubiquitaire PGK et
était dépourvu de la région promotrice du LTR (SIN). Méme aux doses élevées, la transduction
n’accélere pas la formation de tumeur dans ce modele, contrairement au groupe MLV (non-SIN)
dans les mémes conditions, et ce bien que le pourcentage de cellules transduites soit plus élevé
avec les vecteurs HIV. Les auteurs ont également analysé la nature des génes ciblés par
I'intégration. Dans le cas du vecteur MLV, les auteurs ont noté une sur-représentation de génes
impliqués dans la prolifération et la survie des cellules. Aucun biais significatif n’a été mis en
évidence dans les cellules transduites avec le vecteur HIV. De plus, les auteurs n’observent pas de
différence entre le profil d’intégration dans les cellules avant greffe et dans les tumeurs analysées,
comme cela a pu étre décrit pour les vecteurs MLV. Ces données suggerent que l'intégration d’'un

vecteur HIV n’induit pas la surexpression des genes voisins.

L’absence de toxicité propre aux vecteurs lentiviraux est également suggérée par les travaux de
Woods et coll. . La formation des tumeurs est indépendante du vecteur, les

auteurs rapportent un lien avec le transgene exprimé. Ils ont évalué I'incidence de tumeurs dans



un modele de souris X1-SCID apres greffe de cellules souches hématopoiétiques transduites par
un vecteur lentiviral. Si le transgéne est un géne rapporteur, aucune leucémie n’est observée
tandis qu’un tiers des animaux présentent des leucémies si le vecteur exprime le gene yC. Ces

résultats suggerent a nouveau une absence de toxicité induite par les vecteurs lentiviraux.

Des résultats contradictoires ont toutefois été publiés. Par exemple, les résultats récents de
Bartholomae et coll. suggerent que la transduction des cellules souches hématopoiétiques par un
vecteur lentiviral SIN influence la survie des cellules. En effet, les auteurs observent que la

répartition des sites d’intégration n’est pas constante dans le temps apreés transduction

. Cette variation des sites d’intégration pourrait traduire une influence du vecteur
sur lexpression de certains génes cellulaires, avec pour conséquence un ralentissement de

croissance dans certains cas et/ou au contraire ’accélération de la croissance dans d’autres cas.

Ces travaux sont a rapprocher des observations récemment publiées par Evans-Galea et coll.

. Les auteurs rapportent ’émergence de plusieurs clones au sein d'une
population de cellules transduites par un vecteur lentiviral SIN. Cette émergence suggere
I'existence de phénomeénes comparables a ce qui est observé apres transduction par un vecteur
MLV, c’est-a-dire que l'intégration du vecteur lentiviral a pu avoir lieu dans ou a proximité de
génes impliqués dans la croissance cellulaire et en activer la transcription, conduisant ainsi a la

prolifération de certaines cellules.

Ainsi, ces résultats démontrent que les vecteurs lentiviraux sont moins toxiques que les vecteurs
MLV, d’autant plus s’ils sont SIN. Bien que les résultats disponibles ne permettent pas de tirer des
conclusions définitives, ils suggérent aussi que ces vecteurs ne sont pas totalement dénués de tout

potentiel génotoxique. Il est donc nécessaire de poursuivre cette évaluation.

1.3.2.5. Promoteur et efficacité d’expression

Les vecteurs MLV utilisés dans l'essai clinique du groupe de A. Fischer contiennent un LTR
sauvage constitutif et fort, particuliérement actif au cours de la prolifération des lymphocytes.
Cette caractéristique a joué en faveur du succes de la thérapie en permettant une expression forte
du transgéne, mais elle a probablement également participé a la transformation des cellules par
transactivation. L'utilisation du promoteur LTR en tant que promoteur interne réduit les risques
de transactivation, sans pour autant les éliminer totalement. Il est donc nécessaire de ne pas

utiliser de LTR viral pour diriger I'expression du transgene.

Différents niveaux d’action sont envisageables pour 'amélioration de l'efficacité d’expression,
qu’il s’agisse de 'augmentation de l'efficacité de transcription ou d’une stabilisation des ARN
messagers transcrits. Toutefois, d'une maniére générale, on préférera une action au niveau post-

transcriptionnel plutét que transcriptionnel. En effet, I'ajout dans le vecteur d’éléments



augmentant la transcription pourra avoir des répercussions sur I'environnement chromatinien
par propagation des effets transactivateurs tandis qu'un effet post-transcriptionnel sera

exclusivement restreint a 'expression du transgene.

Une séquence de stabilisation post-transcriptionnelle issue du virus de I’hépatite de la marmotte,
nommée WPRE (Woodchuck hepatitis virus post transcriptionnal element), est trés
fréquemment utilisée pour le transfert de géne pour son effet positif sur I'expression du
transgene. Cet effet a été démontré dans les vecteurs lentiviraux

, oncorétroviraux ainsi que dans les vecteurs AAV

. Leffet positif d’autres séquences non traduites d’origine humaine
ou virale a également été démontré dans les vecteurs

rétroviraux. Les séquences de ce type peuvent étre utilisées seules ou en combinaison, avec
parfois un effet synergique. Certaines d’entre elles présentent une spécificité cellulaire

. Excepté le WPRE, l'utilisation de ces éléments n’est pas encore généralisée dans les

vecteurs rétroviraux, mais cette voie devrait étre amenée a se développer.

Il a cependant récemment été suggéré que la séquence WPRE pourrait étre toxique. En effet, cette
séquence contient une phase ouverte de lecture qui correspond a un peptide de 60 acides aminés,
qui est une forme tronquée de la protéine WHV-X, dont I'implication dans des cancers du foie a
été établie chez la marmotte et dans des souris transgéniques

. Kingsmann et coll. suggérent dans une lettre aux éditeurs du journal Gene Therapy que ce
peptide pourrait étre exprimé dans les cellules transduites et pourrait étre un facteur oncogene,

plus particulierement dans sa forme tronquée

Themis et coll. ont tenté d’apporter des éléments de réponse a la question du potentiel
oncogénique de la séquence WPRE soulevée par Kingsmann et coll.. Dans le but de vérifier
I'influence de 'expression du peptide sur la formation de tumeurs, ils ont injecté in utero des
vecteurs HIV portant la séquence WPRE « sauvage » ou une séquence mutée

. Ils n’ont observé aucune tumeur dans les deux groupes. Peut-on pour autant conclure que
ni la séquence WPRE sauvage ni la séquence mutée, ni les vecteurs HIV n’induisent de risque ?
Ou doit-on remettre en question la prédictivité du modele utilisé ? La question du potentiel
oncogénique du WPRE reste donc ouverte. Il est cependant possible de contourner ce risque et
d’utiliser une séquence WPRE mutée, qui ne permet pas I'expression du peptide supposément

incriminé tout en conservant la capacité d’amélioration de ’expression du transgene

Une autre famille de séquences non traduites, les séquences insulatrices, est également connue
pour améliorer 'expression d’un transgene dans les vecteurs rétroviraux
. Cette famille comprend les séquences d’attachement a la matrice nucléaire (S/MAR)
. Elles agissent

par modification de la structure chromatinienne et peuvent former une barriére a la propagation



des effets transcriptionnels , qu’ils soient positifs ou négatifs. Cette action
protége donc I'environnement chromosomique du provirus d’éventuels effets activateurs. De la
méme facgon, elle protége le provirus de 'environnement chromosomique et de potentiels effets
répresseurs. Les éléments insulateurs conférent donc aux vecteurs rétroviraux un niveau
d’expression du transgene directement proportionnel au nombre de copies en éliminant les effets

de position, comme la séquence HS4 du locus control region de la -globine de poulet

Ces séquences, en particulier la séquence cHS4, permettraient également de réduire le pouvoir
activateur des éléments enhancer contenus dans les LTR rétroviraux

. Les auteurs ont utilisé un vecteur lentiviral portant deux cassettes d’expression : une
premiere composée d'un géne de résistance a une drogue placé sous le contrdle d'un LTR
oncorétroviral, une seconde composé du géne rapporteur GFP placé sous contréle d'un promoteur
érythroide spécifique. L'effet du LTR sur le promoteur érythroide mime alors son effet sur la
chromatine environnante. Les auteurs observent dans un premier temps que le LTR rétroviral
induit la perte de spécificité du promoteur érythroide spécifique. L’ajout de la séquence cHS4,
complete ou non, permet de restaurer en partie la spécificité du promoteur voisin. La fuite est
réduite d’environ 2 fois et représente encore jusqu’a 20% de cellules non-érythoides exprimant le
transgene. Des résultats similaires ont été obtenus par Evans-Galea et coll.

. Les auteurs ont mis en évidence des effets de la transduction par un vecteur lentiviral sur
la survie et la prolifération de cellules in vitro et ont montré que ces effets étaient atténués par la

présence de la séquence cHS4 dans le vecteur.

Toutefois, ces éléments sont a manipuler avec précautions puisque leur intégration dans une
région chromosomique donnée peut avoir d’importantes conséquences sur 1’état de la chromatine
(ouverte ou fermée) et donc sur lactivation ou lextinction de la transcription des genes

environnants, et ce sur de longues distances

1.3.2.6. Dose de vecteur et efficacité de transduction

Indépendamment de la nature du vecteur, la dose de vecteur utilisée est un parameétre critique.
Dans I'ensemble des protocoles de traitement des déficits immunitaires, la difficulté a transduire
les cellules souches hématopoiétiques avec un vecteur MLV a conduit a conditionner
préalablement les cellules par un traitement de cytokines et a utiliser des doses trés élevées de
vecteur. Ces conditions de transduction favorisent la multiplicité des événements de transduction
par cellule, donc le risque de mutagenése insertionnelle. En effet, comme nous l'avons vu
précédemment, un des patients de l'essai X1-SCID «francais » présente plusieurs sites
d’intégration potentiellement impliqués dans la transformation leucémique dans une méme

cellule. De facon comparable, plusieurs groupes ont également mis en évidence la possibilité d’'un



effet combiné de plusieurs événements d’intégration au sein d’'une méme cellule
. Il est donc important d’optimiser les conditions de

transduction sans recourir a l'augmentation de la dose afin de réduire la possibilité de

transductions multiples.

Des modifications ont été apportées aux vecteurs MLV classiques afin d’améliorer la transduction
des cellules qui ne se divisent pas, notamment des modifications de ’enveloppe (voir chapitre
1.1.2.3 p27). Toutefois, en particulier pour les cellules souches hématopoiétiques qui se divisent
peu, l'utilisation des vecteurs lentiviraux pourra étre considérée préférentiellement aux vecteurs
MLV (voir ), puisqu’ils sont bien plus efficaces pour le transfert de genes dans
ces cellules. Toutes ces dispositions permettront de réduire la dose de vecteur a utiliser, de

diminuer le conditionnement préalable des cellules, et ainsi de réduire le risque génotoxique.

1.3.2.7. Les cellules cibles

Comme nous 'avons vu précédemment, le risque de génotoxicité a été trés largement évalué dans
les cellules souches du systéeme hématopoiétique. La génotoxicité des vecteurs lentiviraux a
également été étudiée apres injection chez la souris in utero. La formation de cancers a été mise
en évidence dans le foie et les poumons. Ces conditions s’apparentent, la encore, a un contexte de
cellules souches puisque les tissus ne sont pas totalement différenciés chez I'embryon. Aucune
donnée n’est disponible pour d’autres tissus, ou concernant les conséquences de l'intégration
dans des tissus différenciés. On peut s’attendre a ce que le risque soit du méme ordre si ’on cible
des cellules souches autres que les cellules souches hématopoiétiques, par exemple des cellules
souches neurales pour le traitement de maladies neurodégénératives, et plus généralement si les

cellules cibles ont un certain pouvoir prolifératif.

Tres peu de données sont disponibles quant a la génotoxicité dans des cellules différenciées.
Citons les travaux de Tabata et coll. qui ont analysé les sites d’intégration d’un vecteur SIV dans
une lignée de cellules dérivant de I'épithélium pigmentaire de la rétine
. Les
résultats obtenus sont en accord avec les publications précédentes, c’est-a-dire une forte
proportion d’intégration dans les régions a haute densité génique. Plus particuliérement, certains
sites ont été identifiés dans ou a proximité de génes impliqués dans des cancers. On peut
néanmoins se demander dans quelle mesure ces données sont pertinentes puisque la lignée
étudiée se divise activement tandis que les cellules de I’épithélium pigmentaire in vivo sont en
arrét de division. Les données récemment présentées par Bartholomae et coll. nuancent ces
résultats
. En comparaison avec le profil d’intégration dans des fibroblastes

en croissance (in vitro), I'intégration dans les cellules de I'épithélium pigmentaire in vivo est



moins favorisée dans les régions transcrites (environ 40% contre environ 60% dans les

fibroblastes). L’intégration pourrait donc étre plus aléatoire dans les cellules différenciées.

Le potentiel génotoxique des vecteurs rétroviraux doit donc étre investigué au cas par cas dans les
différents tissus ciblés par le transfert de géne. Rappelons toutefois que lintégration des
rétrovirus n’est qu'un des éléments qui participe a la transformation tumorale d’une cellule parmi
d’autres « accidents génétiques ». Les rétrovirus ne font donc qu’accentuer une « tendance
naturelle » a la formation de cancers. La fréquence de cancers dans un tissu donné représente
donc un parametre pertinent pour la prédiction de la génotoxicité des vecteurs rétroviraux dans
ce tissu. Le Tableau 2 donne, a titre d’exemple, quelques chiffres concernant les cancers chez

I’enfant de moins de 15 ans.

Tableau 2: Incidence des cancers chez I’enfant de moins de 15 ans. Source:
http://www.med.univ-rennes1.fr/fedu/pediatrie/cancer.htm.

Cancer Incidence

Leucémies, lymphomes 6/100 000
Tumeurs cérébrales 2,6/100 000
Neuroblastomes 1/100 000
Tumeurs des tissus mous 1/100 000
Néphroblastomes 1/100 000
Rétinoblastomes 0,4/100 000
Total 13/100 000

1.3.2.8. Dispersion du transgene

Dans le cas du traitement des déficits immunitaires présentés, les risques de dispersion du
vecteur sont limités. En effet, la transduction est réalisée ex vivo et aucune particule virale n’est
injectée dans 'organisme. Dans le cas d’injection du vecteur in vivo, ce risque est a prendre en
considération afin d’éviter la transduction de cellules autres que les cellules cibles. Le contréle de
la dissémination du vecteur est d’autant plus important que le transgéne est potentiellement
impliqué dans prolifération cellulaire (facteur de croissance, trophique, de différenciation...).
Comme nous lavons vu précédemment, cela est possible par lutilisation d’enveloppes
particulieres (voir chapitre 1.1.2.3 p27) et/ou de promoteurs spécifiques pour restreindre par
exemple l'expression aux astrocytes , aux cellules de I’épithélium
pigmentaire dans la rétine ou a certaines cellules hématopoiétiques
Il est également possible d’inclure un systeme de controle de la

transcription afin de bloquer I'expression du transgene en cas de complication (voir
pour revue). Enfin, l'utilisation d’'un systéme suicide pourra également étre

envisagée. Il permettra, en cas de besoin, d’éliminer les cellules transduites (voir



pour revue). Un tel systéme sera particuliérement avantageux pour le transfert de génes dans les
tissus non-prolifératifs. L'utilisation d'un systéme suicide spécifique de cellules prolifératives

comme le systeme HSV-TK/gancyclovir, par exemple, permettra d’éliminer des cellules tumorales

Bien que de nombreuses voies d’améliorations soient possibles, il est raisonnable de se demander
si le risque de mutageneése insertionnelle n’est pas inhérent aux vecteurs intégratifs, quels qu’ils
soient. En absence de systéme efficace permettant une intégration ciblée dans un locus prédéfini,
n’est-il pas plus stir d’éliminer ce risque en utilisant des vecteurs qui ne s’intégrent pas dans la
chromatine de la cellule transduite. Bien évidemment, de tels vecteurs ne sont pas maintenus de
facon stable dans les cellules en division, ne permettant qu'une expression transitoire du
transgene. Néanmoins, ils peuvent avantageusement étre utilisés dans des cellules qui ne se
divisent pas, comme la majorité des cellules du systéme nerveux ou le foie, le muscle, I’épithélium
pigmentaire, ou dans des stratégies anti-tumorales. De nombreux vecteurs non-intégratifs sont

disponibles, leur description fait 'objet du chapitre suivant.



2. LES VECTEURS NON-INTEGRATIFS

Les vecteurs rétroviraux, bien qu’efficaces, présentent un risque de mutagenese insertionnelle
non négligeable qui peut limiter leur application chez 'Homme. Comme nous l'avons évoqué
précédemment, plusieurs stratégies visent a controler les sites d’intégration afin de réduire ce
risque. Ces stratégies ne sont cependant qu’a ’état de développement et des améliorations sont
encore nécessaires. En attendant la maitrise de ces outils, il est possible, pour certaines
applications, de se tourner vers d’autres vecteurs qui ne s’intégrent pas dans la chromatine. Un
certain nombre de vecteurs non-intégratifs sont déja disponibles. Nous verrons pourtant, dans la
premiére partie de ce chapitre, qu’ils présentent des limites, que ce soit en termes d’efficacité ou
de biosécurité, qui les rendent impropres a une application a grande échelle chez 'Homme, et ce
bien qu’ils fassent déja tous I'objet d’essais de thérapie génique clinique. C’est pourquoi nous nous
sommes orientés vers le développement d’'un nouvel outil de transfert de genes non-intégratif,
dérivé des lentivirus. Nous détaillerons, dans la seconde partie de ce chapitre, les données qui

nous permettent d’étayer cette stratégie.

2.1. Les vecteurs non-intégratifs

Un certain nombre de vecteurs non-intégratifs sont disponibles, qu’ils soient viraux ou non-
viraux. Ils sont utilisés dans pres de 60% des essais cliniques (voir Figure 2). Les plus utilisés sont
les vecteurs adénoviraux, les vecteurs dérivés des virus associés a I’adénovirus et les vecteurs
herpétiques. En ce qui concerne les vecteurs non-viraux, différentes formes sont possibles : ADN
ou ARN nu ou complexés a des liposomes. Ce chapitre a pour objectif d’évaluer 'adéquation de
ces vecteurs avec une utilisation clinique a grande échelle. Pour chacun d’eux, nous dresserons
donc un bilan des limites majeures et des perspectives envisageables pour les contourner. Nous
nous focaliserons plus particulierement sur les vecteurs dérivés des virus associés a ’'adénovirus.
En effet, ces vecteurs sont trés fréquemment proposés comme l'alternative de choix aux vecteurs
lentiviraux. Pourtant, ils présentent un certain nombre de zones d’ombre qui ne peuvent étre
négligées, en particulier le risque de mutagenése insertionnelle. Nous aborderons ensuite de

facon plus succincte les vecteurs adénoviraux, herpétiques et ADN.
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Figure 2 : Les vecteurs viraux en thérapie génique. Utilisation des vecteurs de transfert de génes
dans I'ensemble des essais de thérapie génique répertoriés dans le monde entre 1989 et 2006
(n=1283). D’apres http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/, mise a jour janvier 2007.

2.1.1. Les vecteurs dérivés des virus associés a I’adénovirus

Les virus associés a 'adénovirus (AAV) sont des virus a ADN simple brin, non enveloppés, qui ne
sont associés a aucune pathologie chez 'Homme. Ils ont besoin de certaines fonctions de
I'adénovirus pour réaliser leur cycle réplicatif. Neuf sérotypes d’AAV humains ont été décrits, les
premiers vecteurs ont été développés a partir du sérotype 2. Il est aussi possible de produire des

particules mixtes associant le génome AAV-2 et la capside d’'un autre sérotype.

Les vecteurs dérivés des AAV présentent un certain nombre de propriétés qui en font des outils
séduisants pour le transfert de genes. Ils sont capables de transduire un trés large panel de types
cellulaires, indépendamment de la division cellulaire. Ils n’induisent pas de toxicité et permettent
Iexpression stable du transgene. Ils sont également aisément produits a haut titre. Leur potentiel
a été démontré dans de nombreuses études précliniques

mais également chez
'Homme . Toutefois, certaines caractéristiques, intrinséques aux virus dont
ils dérivent, limitent leur application, en particulier la taille des séquences qui peuvent étre
transportées, I'existence d’'une pré-immunité importante, et surtout le risque de génotoxicité. Ces

différents points sont développés ci-dessous.

2.1.1.1. Pré-immunité, immunisation

Une des limites majeures a l'efficacité des vecteurs AAV en clinique réside dans 'existence d'une
pré-immunité dans une forte majorité de la population. Ce probleme a été illustré par
Moskalenko et coll. chez la souris . Les auteurs ont injecté un vecteur

AAV-2 permettant I'expression du facteur IX chez des souris préalablement immunisées avec le




méme sérotype. Aucune expression du facteur IX n’a été détectée, alors que le transgeéne est

systématiquement exprimé apres la méme injection chez des souris naives.

Des résultats similaires ont été obtenus chez ’'Homme par Manno et coll.

Cette étude porte sur un essai clinique de thérapie de 'hémophilie par injection systémique de
vecteurs AAV-2 exprimant le facteur IX. Les auteurs ont démontré le potentiel des vecteurs AAV a
transduire les cellules du foie et a diriger ’expression du transgéne. Chez les patients ayant recu
les doses les plus élevées, la présence du facteur IX dans le sang a permis un bénéfice
thérapeutique significatif. Cependant, cette amélioration n’a été que transitoire. En effet, dans les
8 semaines suivant le traitement, les cellules exprimant le transgéne ont été détruites. Les auteurs
attribuent cette disparition a une réponse du systéme immunitaire contre les antigénes de la
capside AAV-2, et non contre le transgene . D’autre
part, ils observent une corrélation entre le taux d’anticorps contre la capside AAV-2 avant le

traitement et le taux de facteur IX circulant.

De facon intéressante, la méme équipe a mis en évidence I'expression du facteur IX plusieurs
années apres injection du méme vecteur dans le muscle de plusieurs patients

. Toutefois, I'efficacité de transfert de géne dans le muscle n’ayant pas été suffisante pour
atteindre une expression thérapeutique du transgene, aucune amélioration des symptomes n’avait
été observée chez les patients. Ces résultats montrent néanmoins que ces vecteurs peuvent
échapper au systéeme immunitaire et que la réaction différe suivant que le vecteur est injecté dans

la circulation générale ou localement.

L'utilisation de sérotypes rares a été proposée pour contourner le probléme de la pré-immunité.
Cependant, des résultats contradictoires ont été publiés sur la possibilité de réaction croisée entre
différents sérotypes. Une étude récente montre que les anticorps dirigés contre 'AAV-2 sont
capables de neutraliser les capsides d’AAV-6 et -8 . Parallélement, cette
réaction croisée n’a pas été observée entre les sérotypes 1, 2 et 5 apres injection dans le muscle

ou 2, 4 et 5 dans les glandes salivaires . En ce qui
concerne le cerveau, si la pré-immunisation limite la transduction, aucune réaction n’a été mise
en évidence entre les sérotypes 2 et 5 . Ces résultats ont été obtenus chez le
rongeur (rat ou souris). Toutefois, les résultats récemment obtenus par Mingozzi et coll.
établissent l'existence d'une population de cellules CD8+ mémoires spécifiques de la capside
AAV-2. Ce sont ces cellules qui ont initié la réaction immunitaire contre le vecteur observé au
cours de l'essai clinique publié précédemment par la méme équipe . Les
auteurs établissent que ces cellules ne sont pas détectées par les méthodes d’analyse classiques et
qu’elles sont présentes chez au moins la moitié des individus analysés. D’autre part, ces cellules
sont capables de réagir (sécrétion d’interféron y) aux capsides AAV-1 et AAV-8. Ces résultats
suggerent donc que l'utilisation de sérotypes humains, méme rares, ne sera probablement pas une

solution au probléme de la réaction immunitaire pré-existente.



Un certain nombre de recherches s’orientent vers les sérotypes non-humains. Les premiers
résultats sont encourageants : les travaux de De et coll. montrent qu'un vecteur dérivé d’un virus
de primate non-humain (AAVrh.10) permet 'expression efficace d’'un transgéne, a un niveau
thérapeutique, et indépendamment de la pré-immunisation des animaux avec les sérotypes
humains 2 et 5 . Arbetman et coll. ont également montré que le sérotype caprin
AAV-Go.1 transduit efficacement le muscle sans étre affecté par la présence chez la souris
d’immunoglobulines humaines issues de plusieurs individus (human intravenous

immunoglobulines)

2.1.1.2. Génotoxicité

Un second point est a considérer dans le cadre de I'utilisation chez 'Homme des vecteurs AAV :
leur potentiel génotoxique. Ce point représente une zone d’ombre a ’heure actuelle. Il est en effet
admis que les vecteurs AAV ne s’intégrent pas, ou de facon trés sporadique et uniquement dans
certaines conditions. Pourtant, la question de la génotoxicité des vecteurs AAV a été soulevée par

un certain nombre d’observations.

Le potentiel oncogénique des vecteurs AAV a en effet été suggéré par I'observation chez la souris
de plusieurs tumeurs apparues entre 35 et 78 semaines aprés I'injection néonatale de vecteur AAV
. Apres analyse des tissus, les auteurs écartent I’hypothése d’'un événement
de mutagenése insertionnelle, mais sans apporter d’autre d’explication a cette fréquence élevée de
tumeurs. Plus récemment, Schuettrumpf et coll. apportent de nouveaux éléments en faveur de
I'absence de risque lié aux vecteurs AAV
. Les auteurs rapportent une
survie comparable entre deux groupes de souris p537/- (modéle de prédisposition au cancer)
injectées avec un vecteur AAV ou une solution saline. Toutefois, Donsante et coll. présentent
parallélement des résultats contraires. Les auteurs ont de nouveau observé une fréquence de
tumeurs élevée dans des groupes d’animaux traités par un vecteur AAV par rapport aux animaux
n’ayant pas subit de traitement AAV (fréquence 8 fois plus élevée chez des animaux atteints d’'un
déficit lysosomal (33% vs 4%) et 7 fois plus élevée chez des animaux sauvages (56% vs 8%))
. Les auteurs établissent également la présence de génomes AAV dans les
cellules tumorales et non dans les tissus sains adjacents. Quatre sites d’intégration ont pu étre
identifiés dans les six tumeurs analysées. De fagon surprenante, ces quatre sites sont situés dans
une région unique de 6 kilobases du chromosome 12. L’analyse de 'expression des génes voisins
montre une augmentation significative de la transcription de facon comparable dans les tissus
analysés. Ce locus particulier, présent également chez 'Homme, contient, entre autres, de
nombreux microARN dont le role n’est pas encore identifié mais dont la dérégulation pourrait
avoir de larges répercussions. L'ensemble de ces éléments impliquent cette fois trés clairement

I'intégration du vecteur AAV dans le processus de tumorigenese.



Ces résultats mettent ’'accent sur la nécessité d’évaluation du statut du génome des vecteurs AAV,
épisomal ou intégré. Cette question fait I'objet de nombreux débats. Si 'on pensait initialement
que les vecteurs, tout comme les virus, s’intégraient de facon spécifique dans un site unique du
chromosome 9, le site AAV-S1, il est maintenant clair que ce n’est pas le cas. En effet, la majorité
des génomes vecteurs persiste sous forme épisomale dans le noyau des cellules infectées
. Ces génomes forment de grands concatémeres qui sont capables
de s’intégrer dans la chromatine d’'une maniéere non-spécifique. L’'intégration des génomes AAV a
été observée in vivo dans de nombreux types cellulaires. Il est vrai que la fréquence d’intégration
est augmentée dans les cellules en division, comme les cellules souches hématopoiétiques (voir
et les références citées dans cet article). Mais I'intégration des vecteurs AAV a
également été détectée dans des hépatocytes non activés ainsi que dans des

cellules neurales en arrét de division et dans le muscle

Tout comme pour les intégrations des rétrovirus, de nombreuses études ont porté sur la
caractérisation des événements d’intégration des génomes AAV. Ces études révélent trois
éléments importants. (1) Les événements d’intégration surviennent préférentiellement dans les
séquences de régulation des génes ;
(2) ces événements induisent de fréquents réarrangements chromosomiques (délétions ou
translocations) qui peuvent altérer un gene ou son
expression. (3) Les génomes AAV s’intégrent sous forme de grands concatémeéres. Or il a été
montré, dans d’autres contextes, que I'intégration de séquences répétées peut faire apparaitre des
régions d’hétérochromatine anormale et ainsi
dérégler I'expression des génes sur plusieurs centaines de kilobases. Ces caractéristiques ne sont
pas surprenantes. En effet, le génome AAV sauvage s’integre également sous forme de
concatémeres et apres de nombreux réarrangements . L’intégration du virus est
toutefois restreinte a un site particulier du chromosome IX, le site AAV-S1, propriété dont sont

dépourvus les vecteurs AAV.

De nombreuses études ont été menées afin d’élucider le mécanisme d’intégration site-spécifique
de 'AAV, dans le but d’utiliser cette propriété unique en transfert de gene. Il est admis que ce
mécanisme fait intervenir la protéine viral Rep qui interagit avec des motifs Rep recognition
sequences (RRS) ou Rep binding elements (RBE) qui sont situés d’'une part sur le génome viral
(deux dans les ITR et un dans le promoteur p5) et d’autre part sur le génome de la cellule infectée,
notamment dans le site AAV-S1. Certains travaux plus récents suggeérent que la séquence du
promoteur p5 est suffisante pour l'intégration site-spécifique
. Mais de nombreuses questions restent posées. Par exemple, pourquoi un site est ciblé en
particulier, le site AAV-S1, alors que le génome humain contient 105 RBE potentiels ? Ces sites
potentiels ont été en partie décrits et leur interaction avec Rep a été démontrée
. IIs correspondent, entre autres, a des loci impliqués dans des translocations

chromosomiques, des facteurs intervenants dans la régulation du cycle cellulaire, impliqués dans



des cancers, ou encore a des facteurs de transcription. Il est donc capital de caractériser les
déterminants de la spécificité afin conférer cette propriété aux vecteurs sans risquer de cibler

I’ensemble des sites RBE.

Les vecteurs AAV sont encore aujourd’hui considérés comme des vecteurs strictement épisomaux
et qui ne s’intégrent que trés rarement et uniquement dans les cellules en division.
Paradoxalement, un certain nombre de résultats souléve le risque de génotoxicité lié a ces
vecteurs. Ces données doivent dicter une grande prudence et inciter a mener des études

approfondies sur ces points cruciaux de biosécurité.

2.1.1.3. Limites de clonage

Une autre limite des vecteurs AAV concerne leur capacité de clonage : 4,5 kb maximum. Si les
deux premiers points mentionnés constituent de réels problemes de biosécurité, celui-ci ne
représente qu'une limite technique qui restreint la taille des séquences qui peuvent étre
vectorisées et donc les applications envisageables. De nombreuses stratégies ont été évaluées pour
surmonter cette limite et exprimer de grandes protéines via les vecteurs AAV, comme le
découpage de la protéine en plusieurs sous-unités réparties dans plusieurs vecteurs
. D’autres approches tirent profit de la concatémérisation des génomes pour reconstituer
une cassette fonctionnelle a partir de vecteurs chevauchants ou par trans-splicing
. Bien que ces approches soient
particulierement élégantes, elles restent dune efficacité limitée. Elles seront difficilement
transposables d’'une maniére générale en clinique et resteront probablement essentiellement a

I’état de preuve de principe.

2.1.1.4. Tropisme

Les AAV ne sont pas des virus enveloppés, la modification du tropisme des vecteurs AAV peut
donc étre obtenue par modification de la capside ou par l'utilisation de différents sérotypes.
Différentes pistes ont été explorées dans le cadre de la premiére stratégie, notamment
Pintroduction d’anticorps spécifiques (voir pour revue). Dans le cadre de la
seconde voie, de nombreux sérotypes sont disponibles, humains ou non. Ces diverses capsides
présentent des tropismes variables permettent de cibler un type cellulaire en particulier ou au
contraire d’obtenir un tropisme large. En particulier dans la rétine, le sérotype classique AAV-2
n’est pas le plus efficace. L’AAV-5 permet de transduire a la fois les photorécepteurs et les cellules
de I'épithélium pigmentaire, tandis que 'AAV-6 permet de cibler trés spécifiquement 1’épithélium
pigmentaire. Quant a TAAV-3, il s’est montré totalement inefficace a transduire les cellules de la
rétine . Les données disponibles concernent essentiellement la caractérisation

de sérotypes humains, qui s’avéreront probablement non utilisables chez ’'Homme en raison de la



pré-immunisation mentionnée précédemment. L’évaluation systématique des sérotypes non-

humains est donc nécessaire.

2.1.2. Les vecteurs dérivés des adénovirus

Les adénovirus sont des virus a ADN double brins. Ils sont responsables de pathologies
respiratoires, de maladies gastro-intestinales, urogénitales ou oculaires. Ils ont également été
largement étudiés en tant que vecteur de transfert de génes. Plusieurs générations ont été
développées. Les vecteurs adénoviraux dits de « premiere génération » sont dépourvus de la
région E1 codant le facteur transactivateur des geénes tardifs de 'adénovirus. Ils sont facilement
produits a hauts titres. Ils présentent également l'intérét, contrairement aux vecteurs
oncorétroviraux, de transduire efficacement des cellules qui ne se divisent pas, comme les
neurones différenciés du systéme nerveux central . Les vecteurs
adénoviraux présentent également l'avantage d’étre transporté rétrogradement le long des
axones. Les vecteurs adénoviraux seront donc des outils de choix pour certaines applications dans

le systéme nerveux.

Les vecteurs adénoviraux sont les vecteurs les plus utilisés dans les essais cliniques a 'heure
actuelle, devant les rétrovirus : 320 essais* lancés (soit plus de 25% des essais). La grande
majorité de ces essais concerne le traitement de cancers (134 essais sur 162 en cours). Ces travaux
ont par ailleurs abouti a la commercialisation du premier produit de thérapie génique :
ladénovirus ps53 (voir pour revue). Approuvé par la State Food and Drug
Administration chinoise en janvier 2004, le Gendicine est commercialisé en Chine par SiBiono
depuis 2005 pour le traitement des cancers du cou et de la téte. Apres 'application en cancéro-
thérapie, la seconde application des vecteurs adénoviraux concerne le traitement de la fibrose

cystique.

Ils présentent cependant un grand nombre de limites, principalement d’ordre immunologique.
Deux parametres sont a considérer dans I'analyse de la réaction immunitaire dirigée contre les
vecteurs adénoviraux : la réaction déclenchée suite a 'expression des protéines virales dans les
cellules transduites et la réaction dirigée contre les protéines de la capside qui peut neutraliser les
particules lors de I'injection. Cette réaction est a prendre en compte (1) en cas d’utilisation d'une
capside a laquelle le patient a déja été exposé et (2) en cas de réadministration du traitement. Les
deux aspects de cette réaction, contre les protéines virales exprimées et contre la capside au

moment de I'injection, sont décrits ci-dessous.

4 Source : http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical /, mise a jour janvier 2007




2.1.2.1. Immunité induite par I’expression de protéines virales

Les vecteurs adénoviraux de premiére génération sont encore aujourd’hui les plus utilisés. Ils sont
pourtant trés immunogenes et toxiques. Cette toxicité a été dramatiquement mise en évidence au
cours d’'un des premiers essais de thérapie génique avec les vecteurs adénoviraux de premiere
génération. Cet essai portait sur le traitement du déficit héréditaire en ornithine
transcarbamylase. Au cours d’'un essai en dose croissante, un des patients ayant recu la dose la
plus élevée de particules est décédé dans les jours suivant I'injection, d’une trés forte réaction
inflammatoire induite par le vecteur (voir ). En effet, malgré la délétion de la
région E1, qui code le facteur transactivateur des geénes tardifs, ils expriment la majorité des genes
viraux. Une réaction immunitaire se met donc en place contre les cellules transduites, qui sont
donc rapidement éliminées. L’expression du transgene n’est alors que transitoire. Afin de réduire
ce phénomene, de nouvelles générations de vecteurs adénoviraux ont été développées par
délétion des régions E2, E3 et/ou E4. Ces vecteurs partiellement délétés représentent un progres,
mais présentent toujours un niveau élevé de toxicité et d'immunogénicité. Il faut attendre la

quatriéme et derniére génération de ces vecteurs pour que le probléme soit résolu.

Ces vecteurs de quatrieme génération, dits gutless, sont totalement dépourvus de genes viraux

et permettent une expression a long terme du transgene, notamment dans le
systeme nerveux central . D’autre part, ces vecteurs ont une capacité de
transport ’ADN exogéne accrue par rapport aux premiéres générations : jusqu’a 36kb contre
8kb, du fait de la délétion de la totalité des génes viraux. Ceci permet d’envisager la vectorisation
de plusieurs transgénes ou de toute autre séquence trés longue comme un locus complet incluant
les éléments de régulation de la transcription. La limite de ces vecteurs réside dans la
contamination systématique des productions par des particules réplicatives. La mise au point des

systemes de production représente un enjeu capital dans 'application des vecteurs gutless.

Les sytéemes utilisés aujourd’hui pour la production des vecteurs gutless sont fondés sur la
complémentation de 'ensemble des éléments viraux nécessaires a la formation des particules par
des particules helper réplicatives. L’excision du signal d’encapsidation des génomes helper lors de
Pamplification du vecteur se fait par une recombinase, Cre ou FLP. Or cette excision n’est pas
totalement efficace et une contamination de particules helper réplicatives persiste. Du fait d’'une
efficacité de recombinaison supérieure de la FLP par rapport a la Cre (=100% vs =80%) les
systémes FLP présentent une contamination moindre en particules helper
Les particules helper représentent de 0,01 a 1% pour les systémes Cre

et jusqu’a 1075% de contamination (soit 105 a 10° particules helper pour 102
particules totales) avec le systéme FLP . Cependant, au cours des différents
essais cliniques, des doses de vecteur de premiére génération comprises entre 10° et 102
particules sont couramment utilisées, et peuvent atteindre prés de 104 particules, ce qui

équivaudrait a 103 & 108 particules helper dans le cas des vecteurs gutless. Ainsi, méme si des



améliorations sont réalisées, de tels vecteurs sont difficilement utilisables en clinique a grande

échelle puisqu’ils seront fortement immunogéniques.

Une solution a ce probléeme de contamination pourrait étre l'utilisation de baculovirus pour
Iapport des fonctions helper, proposée par Cheshenko et coll. . Dans le
systeme décrit, le baculovirus contient entre deux sites Lox le génome adénoviral dépourvu de la
séquence 1 d’encapsidation. Les cellules sont infectées avec le baculovirus et le génome
adénoviral helper Ay est formé par recombinaison entre les sites Lox. Il permet d’exprimer les
protéines nécessaires a ’encapsidation du génome vecteur, mais sans étre encapsidé lui-méme.
Néanmoins, apreés quelques cycles d’amplification, des particules recombinantes réplicatives

émergent, suite a des recombinaisons entre les génomes helper et vecteur.

En utilisant un promoteur de mammifere, et non le promoteur natif du baculovirus qui n’est
efficace que dans les cellules d’insectes, le génome du baculovirus pourrait étre efficacement
transcrit dans les cellules de mammiféere. Le systeme de recombinaison tel qu’il a été décrit n’est
donc pas nécessaire et il devrait étre possible de produire les protéines nécessaires directement a
partir du baculovirus. En limitant le plus possible les homologies entre les séquences de
transcomplémentation et le génome vecteur, particulierement au niveau des ITRs, la production

devrait étre exempte de toute particule recombinante réplicative.

2.1.2.2. Immunité contre la capside

La premiére exposition a une capside adénovirale induit une réaction immunitaire importante. Ce
phénomeéne d’'immunisation, que nous avons déja évoqué avec les vecteurs rétroviraux, implique
que le patient doit étre séronégatif pour la capside utilisée avant le traitement. Or la plupart des
vecteurs ont été développés a partir des virus humains, en particulier a partir du sérotype 5, un
des sérotypes les plus répandus dans la population humaine mondiale . Les
particules injectées sont donc bloquées par les anticorps neutralisants, ce qui réduit fortement
lefficacité du traitement. Cette réaction n’empéche cependant pas la transduction apres injection
directe dans le cerveau . De la méme facon, la premiére injection du vecteur,
qu’il y ait ou non expression de protéines virales, est suffisante pour déclencher une réaction
immunitaire. Cette réaction ne réduit pas l'efficacité du vecteur lors d’'une premiére injection,
mais induit la production d’anticorps neutralisants qui empéche la ré-administration du

traitement.

Il est néanmoins possible d’échapper a cette réaction de vaccination, qu’elle soit préexistante ou
consécutive a un premier traitement. Plusieurs stratégies ont été proposées, parmi lesquelles la
« PEGylation », c’est-a-dire la conjugaison des protéines de la capside avec des polymeéres de
polyéthyléne glycol (PEG). Ce « masquage » des particules conduit a un détournement des

épitopes. Les particules peuvent alors échapper aux anticorps neutralisants et transduire les



cellules cibles avec une efficacité élevée

Une autre approche consiste en l'utilisation de vecteurs dérivés d’autres sérotypes, humains ou
non-humains. Plus de 50 sérotypes humains ont été décrits et 'immunisation par le sérotype 5, le
plus couramment utilisé en transfert de géne, n’est pas efficace pour neutraliser d’autres capsides

. Des adénovirus ont été isolés chez de nombreuses
especes telles que la grenouille, le serpent, la souris, le porc ou encore les primates non humains.
D’autres vecteurs ont ainsi pu étre développés, par exemple a partir de 'adénovirus canin (CAV)
(voir pour revue). En particulier, des vecteurs dérivés du CAV-2 sont étudiés
depuis plusieurs années et sont trés efficaces pour exprimer un transgene dans le systéme
nerveux central . Toutefois, si les virus ne sont pas pathogénes dans leur
espece d’origine, il n’est pas exclu qu’ils infectent d’autres especes de facon asymptomatique, mais
suffisante pour mettre en place une réaction immunitaire mémoire. En particulier des anticorps

neutralisants contre le CAV ont déja été trouvés dans le sérum humain

2.1.2.3. Tropisme

Les adénovirus n’étant pas des virus enveloppés, les vecteurs qui en dérivent ne peuvent pas étre
pseudotypés, comme nous l'avons vu précédemment avec les rétrovirus. Les possibilités de
modifier leur tropisme sont donc restreintes, l'utilisation des différents sérotypes en est une.
Certains sérotypes humains, par exemple, permettent de cibler les cellules de I'intestin, des voies
respiratoires ou du systeme nerveux y compris la rétine. Une autre stratégie se fonde sur la
modification de la capside du vecteur, afin de détourner les interactions avec les récepteurs
naturels. La premiére étape du mécanisme d’infection par les adénovirus consiste en la formation
d’'un complexe entre les fibres de la capside et le récepteur du virus Coxsackie et de 'adénovirus
(CAR). Dans un second temps, la capside interagit avec les intégrines. Modifier le tropisme
naturel des vecteurs dérivés des adénovirus implique donc forcément l'abolition de ces

interactions naturelles d’'une part et la création d’'une nouvelle interaction d’autre part.

De nombreuses équipes ont déja travaillé sur cette piste et montré qu’il était possible de réduire
Iimport CAR-dépendant des particules virales et de les orienter vers des récepteurs particuliers.
La preuve de principe de cette théorie a été apportée, notamment par des systémes artificiels :
incorporation dans la capside de petites séquences d’acides aminés (étiquette hémagglutinine ou
histidine) et 'incorporation a la surface de cellules cibles d’anticorps spécifiques de ces motifs
. Ainsi, il est virtuellement possible de cibler n’importe
quel type cellulaire. Concrétement, une telle approche a surtout été utilisée pour améliorer le
ciblage des cellules cancéreuses, pauvres en CAR
Elle permet également de diminuer le tropisme hépatique des particules

. Ceci peut s’avérer particulierement intéressant en cas d’injection systémique du



vecteur pour cibler un autre organe que le foie. En effet, par cette voie d’administration la trés
grande majorité des particules est captée par le foie. L'incorporation dans la capside d’'un motif
spécifique des intégrines, récepteurs secondaires des adénovirus, permet également d’augmenter
le tropisme pour les cellules CAR-négatives , comme les

cellules vasculaires , ou cancéreuses

Dans le cerveau, des particules dont la capacité de liaison a CAR a été abolie sont toujours
efficaces, mais si cette abolition est combinée avec une modification des interactions intégrines, la
transduction chute dramatiquement . La modification de la capside des
adénovirus n’est donc pas une solution universelle et il faudra encore déterminer dans quelle

mesure ces particules modifiées seront utilisables et intéressantes et pour quelles applications.

2.1.3. Les vecteurs dérivés du virus herpes simplex de type 1

Le virus herpes simplex de type 1 (HSV-1) est un virus a ADN double brin au génome complexe de
plus de 150Kkb. Les différentes protéines virales sont sous le contréle de différents promoteurs qui
régulent finement l'expression des différents facteurs dans le temps, selon que le virus est en
phase de latence ou de réplication. Le HSV-1 présente également un tropisme naturel pour les
neurones et une capacité au transport rétrograde. Ces caractéristiques le rendent
particulierement intéressant pour le développement de vecteurs de transfert de genes dans le

systeme nerveux.
Trois types de vecteurs ont été développés a partir du HSV-1:

- les vecteurs recombinants atténués qui sont capables d’induire la lyse des cellules

spécifiquement en division, comme les cellules cancéreuses ;

- les vecteurs recombinants non réplicatifs qui sont délétés ou mutés dans des genes essentiels
afin de réduire 'expression des protéines virales. Ils transduisent efficacement les cellules. Ils

sont également utilisés pour des stratégies de vaccination ;

- les vecteurs amplicons qui sont également non réplicatifs et totalement dépourvus de génes
viraux. Ils sont donc dépendants de la transcomplémentation pour leur production. Leur
intérét majeur réside dans ’'absence de toute séquence virale codante, ce qui leur confére par

ailleurs une capacité de clonage accrue : 150 kb.

Ces trois types de vecteurs présentent un certain nombre de caractéristiques communes, telles
que la conservation du tropisme neuronal du virus sauvage, leur caractere épisomal et une
capacité de clonage incomparable a tout autre vecteur (plus de 100 kb) qui leur permet de
transporter des loci entiers ( ; voir

pour revue).



En dépit de leurs nombreux intéréts, les applications cliniques des vecteurs HSV restent tres
limitées. On dénombre aujourd’hui 43 (soit 3,4%) essais cliniques5, réalisés ou en cours de
réalisation, avec un vecteur herpétique, dont 42 pour des applications anti-tumorales. Le dernier
porte sur le traitement de douleurs chroniques avec un vecteur exprimant une pro-enképhaline

humaine. Aucun résultat n’est actuellement disponible sur cet essai.

Un certain nombre d’études précliniques prometteuses sont pourtant menées dans le cadre
d’autres pathologies du systeme nerveux, notamment la maladie de Parkinson
. Les vecteurs HSV sont des
vecteurs de choix dans le contexte de maladies neurodégénératives puisqu’ils permettent
d’apporter plusieurs facteurs trophiques simultanément et ainsi cumuler leurs effets protecteurs
. D’autre part, leur capacité a étre transportés le long
des axones représente, par rapport a d’autres vecteurs, lentiviraux ou AAV, un avantage non
négligeable en cas de besoin d'un traitement global du cerveau, comme pour les maladies
lysosomales . En effet, I'injection de HSV dans le cerveau permet une
expression beaucoup plus étendue qu’avec les vecteurs dérivés des lentivirus ou des AAV (voir
pour revue). Cette capacité permet également aux vecteurs HSV d’atteindre de
fagon non invasive par injection périphérique certaines régions centrales. Néanmoins, I’avancée
de ces études est ralentie par la toxicité des vecteurs, qu’elle soit due a ’expression non maitrisée
de protéines virales ou a la contamination des productions par des particules helper. Ces deux

aspects sont développés ci-dessous.

2.1.3.1. Vecteurs amplicons et production

Tout comme les vecteurs adénoviraux de quatrieme génération, les vecteurs herpétiques
amplicons sont délétés des génes viraux et nécessitent donc la complémentation des fonctions
virales lors de la production. Deux méthodes de transcomplémentation sont utilisées. Une
premiere méthode se fonde sur I'utilisation de particules helper. Un deuxiéme type de systémes a

été développé a I'aide de cosmides ou de chromosomes bactériens.

La premiére méthode repose sur l'utilisation de particules helper qui apportent en trans toutes les
fonctions virales nécessaires a la propagation des particules non réplicatives. Cette méthode est
efficace et permet de produire des vecteurs a haut titres, mais ces vecteurs sont contaminés par
des particules helper réplicatives qui participent a la réaction immunitaire induite apres
I'injection . Le groupe d’A. Epstein a permis de réduire la contamination
des particules réplicatives par une approche similaire a celle adoptée pour la production des

vecteurs adénoviraux gutless. Les auteurs ont ajouté des sites Lox dans les particules helper

5 Source : http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/, mise a jour janvier 2007




permettant I’excision du signal d’encapsidation par la recombinase Cre
. Ce systeme permet 'obtention de hauts titres de transduction et une contamination
réduite de particules helper réplicatives, mais ces derniéres représentent tout de méme environ de
0,01 % des particules produites. La méme équipe a ensuite proposé une amélioration du systéme
en partageant les fonctions des particules helper entre de nouvelles particules helper et une lignée
cellulaire. Les particules helper ne sont donc réplicatives que dans la lignée de cellules utilisée
pour la production. La contamination représente environ 0,5% des particules produites
. Les résultats ne sont toutefois pas satisfaisants pour envisager une application clinique

des vecteurs amplicons.

La deuxiéme approche pour la production des vecteurs amplicons est dite helper-free puisqu’elle
ne fait pas appel a des particules helper (voir pour revue). La
transcomplémentation est réalisée par plusieurs cosmides ou chromosomes bactériens artificiels
qui recouvrent 'ensemble du génome HSV, mais sont dépourvus de signaux d’encapsidation. Les
stocks produits sont donc totalement exempts de contaminants, mais présentent un titre peu
élevé. De plus, cette méthode n’est pas propice au changement d’échelle nécessaire en vue d'une

application clinique.

Les méthodes de production disponibles ne sont pas satisfaisantes. Tout comme pour les vecteurs
adénoviraux, elles sont en grande partie limitées par lefficacité de la recombinase Cre.
L'utilisation de systémes fondés sur I'utilisation du baculovirus, comme décrits pour les vecteurs
adénoviraux, pourrait représenter un compromis intéressant entre les systémes helper et helper-

free. Cette approche reste a évaluer.

2.1.3.2. Vecteurs recombinants non-réplicatifs et toxicité

Les génes du HSV sont répartis en trois groupes : les génes IE (immediate early ou trés précoces),
qui sont exprimés trés rapidement apres I'infection, et les génes E (early ou précoces) et L (late
ou tardifs) qui sont exprimés plus tardivement et nécessitent ’activation par le produit des genes
IE. Les vecteurs recombinants ont tout d’abord été développés par délétion d’un seul des 5 genes
IE. Ces premiers vecteurs sont efficaces mais cytotoxiques et 'expression du transgéne n’est que
transitoire. Dans un second temps, tout ou partie des 5 genes IE ont été supprimés. La délétion
partielle des genes n’est pas suffisante pour éliminer la réaction immunitaire de fagon suffisante
pour ne pas altérer I'efficacité d’expression du transgéne. En effet, celle-ci peut étre améliorée par
un traitement immunosuppresseur . Les vecteurs totalement dépourvus des
génes IE présentent une cytotoxicité trés réduite et permettent une expression stable du
transgene. Mais cette amélioration a été réalisée au détriment de l'efficacité, tant au niveau de la
production que de 'expression du transgéne. Cette réduction de I'efficacité peut étre attribuée a la

déstabilisation des mécanismes complexes de régulation de la transcription induite par la délétion



des gene IE. L’équilibre entre efficacité et non-toxicité n’est donc pas encore satisfaisant et des

progrés doivent étre faits pour concilier les deux (voir pour revue).

2.1.4. Les vecteurs non-viraux

Les vecteurs dont il a été question jusqu’ici dérivent de virus. Toutefois, de nombreux systéemes
non-viraux ont été développés et font 'objet d’essais cliniques. Si I'on considére les différentes
formes et modes d’administration (gene gun (projection de particules recouvertes d’ADN),
plasmide nu, transfert d’ARN, lipofection), ces essais représentent 349 essais sur 1260 soit 28%°.
Différentes applications sont décrites, essentiellement en cancérologie, vaccination (modification
ex vivo de cellules dendritiques) et maladies vasculaires, le transfert de génes par plasmides est

en effet particulierement efficace et stable dans le muscle.

Les intéréts de ces stratégies sont multiples par rapport aux vecteurs viraux, que ce soit la
simplicité du systéeme, I'absence de protéines exogénes susceptibles d’induire une réponse
immunitaire ou le colt de production. L’efficacité de ces approches demeure cependant trés
limitée. Particulierement adaptés au transfert de génes dans le muscle, les vecteurs non-viraux
sont relativement décevants dans le systeme nerveux central et surtout, ne permettent qu'une

expression transitoire du transgéene.

N

Plusieurs voies sont actuellement a I’étude pour stabiliser l'expression et ont pour but
Iintégration site-spécifique du vecteur plasmidique dans le génome de la cellule cible. Une
premiére approche est fondée sur I'utilisation de recombinases site-spécifiques, en particulier les
recombinases de phage qui reconnaissent un nombre restreint de sites dans le génome humain.
Une seconde consiste en l'utilisation de protéines a doigt de zinc (ZFP) synthétiques qui
reconnaissent une séquence particuliere choisie dans le génome. Ces stratégies sont
prometteuses, mais ne sont cependant qu’au stade de développement et nécessitent encore
plusieurs améliorations avant d’étre utilisées chez 'Homme. Elles seront abordées de facon plus

détaillée dans le chapitre Discussion 3.3 p159.

2.1.4.1. Cas particulier des immuno-liposomes « PEGylés » ou PILS

Parmi les différents systémes développés, les immuno-liposomes « PEGylés » (PILS) développés
par I'équipe de WM. Pardridge représentent une avancée incontestable dans lefficacité du
transfert de genes dans le systéme nerveux central. Ce systeme permet de facon unique
d’atteindre le cerveau et la rétine par injection systémique, sans aucune altération de la barriere

hémato-encéphalique. Il systéme repose sur l'encapsulation d’ADN plasmidique dans des

6 Source : http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical /, mise & jour janvier 2007




liposomes en présence d’anticorps monoclonaux qui reconnaissent la barriére hémato-
encéphalique (BHE). Les particules injectées par voie systémique reconnaissent les récepteurs
transferrine de la BHE et sont transportées dans le cerveau. De nombreux travaux de 1’équipe
WM. Pardridge ont déja démontré l'intérét et l'efficacité de ce systeme, notamment dans des
modéles animaux des maladies de Parkinson ou d’Alzheimer

ou pour cibler la rétine

Ces différentes études ont parfaitement illustré la possibilité de cibler une population de cellules
particulieres sans expression ectopique du transgéne, malgré l'injection systémique des
particules. Deux niveaux sont accessibles: (i) l'utilisation d’anticorps spécifiques d’une
population particuliere permet de limiter le tropisme des particules, (ii) I'utilisation de promoteur

spécifique permet une restriction transcriptionnelle qui oriente encore I'expression du transgene.

La principale limite de cette approche réside dans l'instabilité de I'expression du transgéne,
conséquence de la dégradation rapide des plasmides par les endonucléases cellulaires
. Cette limite peut étre contournée par I’administration réguliére du traitement, sans effets
secondaires notables ou diminution de I'efficacité . Toutefois les méthodes de
production ne permettent pas les changements d’échelle qu’impliquerait la répétition du
traitement chez 'Homme. De plus, les particules produites sont particuliérement instables et
perdent plus de 50% de leur efficacité dans les 24h suivant leur production. Des améliorations du
protocole de production sont donc nécessaires
. Il pourrait également étre
possible de stabiliser I'expression du transgeéne par la combinaison du systeme PILS avec les
systemes d’intégration ciblée décrits ci-dessus. Cette approche n’a toutefois pas encore été

envisagée.

2.1.5. Besoin de solutions alternatives

En conclusion, aucun des vecteurs épisomaux disponibles a I'heure actuelle n’est pleinement
satisfaisant. Qu’ils soient viraux ou non, les vecteurs décrits présentent un ensemble de limites en
termes de biosécurité ou d’efficacité qui les rendent peu adaptés au transfert de génes, en
particulier dans le systeme nerveux central. Des solutions sont envisageables pour chacun des

probléemes soulevés, mais ces optimisations ne seront pas disponibles dans un avenir immeédiat.

Nous avons donc considéré une nouvelle approche pour éliminer le risque de mutagenése
insertionnelle. Nous nous sommes intéressés aux vecteurs lentiviraux. En effet, ces vecteurs sont
parmi les vecteurs viraux les plus efficaces et les plus flexibles (voir Tableau 3). Comme
mentionné précédemment, ils sont aisément produits, ne sont pas toxiques, ils peuvent étre
pseudotypés, transporter des séquences codantes relativement longues, inclure des éléments de
régulation de la transcription. Leur principale limite réside dans le risque de génotoxicité 1ié a

Iintégration du génome vecteur dans la cellule. Or, aprés infection d’une cellule, la trés grande
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majorité des génomes lentiviraux est sous forme épisomale, en partie sous forme de cercles. Nous
avons donc évalué la possibilité de tirer avantage de cette particularité afin de développer des
vecteurs lentiviraux non-intégratifs, dépourvus du potentiel génotoxique di a lintégration
« aléatoire » de leur génome dans la chromatine de la cellule transduite. Le chapitre qui suit
présente les différents éléments qui nous permettent d’étayer cette stratégie. Nous détaillerons
dans un premier temps le cycle de réplication du HIV et les possibilités qu’il offre pour le
développement dun vecteur lentiviral non-intégratifs. Nous traiterons ensuite des résultats

antérieurs sur ’expression et la stabilité des formes épisomales des génomes lentiviraux.

Tableau 3 : Récapitulatif des caractéristiques des principaux vecteurs viraux. En gras: les
caractéristiques pouvant constituer une limite a I'application clinique. * : une réaction immunitaire peut
pré-exister contre I'enveloppe choisie pour le pseudotypage.

Capacité Production Transduction @ Modification Pré- Génotoxicité
de de cellules du tropisme & immunité

clonage qui ne se
divisent pas

Oncorétroviraux ~8kb Aisée Aisée

Lentiviraux ~8kb Aisée Oui Aisée Non* Oui
Adénoviraux > 30 kb Particules Oui Limitée Oui Non
Gutless réplicatives
=~ 4,5kb Aisée Oui Limitée Oui Oui
> 100 kb Particules Oui Non Oui Non
réplicatives

2.2. Biologie du HIV et formation des cercles

2.2.1. Présentation des virions

Comme mentionné précédemment, le HIV est un virus a ARN. Le génome viral est constitué de
plusieurs phases ouvertes de lecture ainsi que de séquences agissant en cis. Ces éléments ont été

décrits de fagon détaillée précédemment (voir chapitre 1.1.1.1 p18 et Figure 1 p19).

La particule virale est formée de plusieurs protéines, qui ont une fonction enzymatique ou

participent a la structure du virion ou a sa virulence (voir Figure 3) :

Matrice (MA), Capside (CA), Nucléocapside (NC), les protéines de structure du core du virion

issues du gene gag,

- Protéase (PR), Rétrotranscriptase (RT) et Intégrase (IN), les enzymes nécessaires au cycle de

réplication issues du géne pol,

- SU et TM, les deux sous unités, respectivement extérieure et transmembranaire, de la

glycoprotéine de surface, issues du gene env,
- Tat et Rev, deux facteurs de régulation de la réplication,

- Vif, Vpr, Vpu et Nef, protéines accessoires qui participent a la pathogénicité du virus.
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Figure 3 : Structure d'un virion HIV-1. La partie supérieure (A) de la figure reprend la structure du
génome HIV sous sa forme ADN et les différentes protéines produites, avec en gris les génes de
structure (gag, pol et env), en blanc les génes accessoires (nef, vif, vpu, et vpr) et de régulation (tat et
rev) et les LTR 5' et 3' a chaque extrémité. Les précurseurs polyprotéiques Gag-Pol (Pr160), Gag
(Pr55) et Env (gp160) sont clivés par une réaction enzymatique pour former les protéines matures du
virion. Gag-Pol et Gag subissent plusieurs stades de clivages catalysés par la protéase PR pour
produire : la matrice (MA, p17), la capside (CA, p24), la nucléocapside (NC, p7), la protéase (PR,
p11), la rétrotranscriptase (RT, p66/p55), et enfin l'intégrase (IN, p32). L'enveloppe (ENV) composée
de deux éléments : la sous-unité de surface (SU, gp120) et la sous-unité transmembranaire (TM,
gp41). Les particules typiques (B) sont sphériques, d'environ 110nm de diameétre et consistent en une
bicouche lipidique membranaire entourant une capside ou "core" conique qui renferme 2 molécules
d’ARN génomique associées en duplex ainsi que les différentes enzymes virales et autres facteurs de
virulence. D’apres Coffin et al., 1996.
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2.2.2. Le cycle réplicatif du HIV
Le cycle réplicatif du HIV se déroule en deux phases (voir Figure 4 ; voir
pour revue) :

- les étapes précoces qui aboutissent a l'intégration de 'ADN génomique viral dans la

chromatine de la cellule infectée ;

- les phases tardives qui, a partir de la transcription de la forme ADN du génome viral,

permettent la formation d’une nouvelle particule virale infectieuse.

Phases Précoces Phases tardives
Jirion HIV-1
mature virlon HIV-1 Immature
virion HIV- atu
xl = co4
o
— fNxation récepteur / Corécepteur
gpi20igpd1 ~ / 2 maluration
RN vir; ——
ARN vl \‘ fusion enveloppe / membrane » P
S
- S
-
7 re:?nanw.pgm transport Gag'GagPol virion HIV-1 mature
déshabiVage 9
Py ® incovporation de Env
/. Import nuciéaire p précurseurs Gag'GagPol
membrane
caliualire

ARN vira X
Integr: 350'7\ assemblage
( provirus == Env
transcription

\
«
= transport oe Env
noyau = !

FE
='04

= traguction

Figure 4 : Représentation schématique du cycle de réplication du HIV-1. En bleu : les phases
précoces, en vert : les phases tardives, en gris : les éléments cellulaires et viraux. D’apres Freed et
Mouland, 2006.

2.2.2.1. Phases précoces

Les particules virales sont présentes a l'extérieur de la cellule et portent leur information

génétique sous la forme d'un dimére d'ARN. Chacun des génomes présente la structure suivante :
5 RUs UsR 3'

Le virion se fixe sur des récepteurs de la membrane cellulaire et pénetre dans la cellule. Le

génome viral est alors acheminé vers le noyau au sein d'un complexe nucléoprotéique dit

complexe de rétrotranscription. C’est au cours de cette migration vers le noyau que le génome
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ARN est rétrotranscrit par la rétrotranscriptase (RT) en une molécule ADN double brin linéaire
(voir Figure 5). La rétrotranscription débute par la synthése du brin — initiée en 5° du génome
ARN, au niveau des régions R et Us. Puis un premier saut de brin s’effectue et la région R du
brin - s’apparie a la région R située en 3’ du génome ARN. La synthése du brin — se poursuit alors
sur la totalité du génome ARN. La synthése du brin + est ensuite initiée en deux points : le PPT 3’
et le PPT central. Le mécanisme de la rétrotranscription permet ainsi la duplication des régions

U3 et Us a chaque extrémité du génome. Les LTR sont donc identiques en 5’ eten 3’ :

5 [U3RUs U3 RU;5 3'

L’initiation de la rétrotranscription en deux points conduit a la formation au centre du génome
ADN d’une structure particuliére a trois brins (voir Figure 5 ;
). Cette structure triple brin sur une région de 99 nucléotides, le flap, constitue un
déterminant majeur du mécanisme actif de I'import nucléaire du HIV
. Le schéma de la rétrotranscription des rétrovirus oncogénes n’est pas tout a
fait identique et n’aboutit pas a la formation de ce triplex (voir Figure 5). Comme mentionné
précédemment (voir chapitre 1.1.2.1 p21), cette différence pourrait participer au fait que les
oncorétrovirus n’infectent que des cellules en division alors que les lentivirus sont indépendants

du cycle cellulaire.

Sous sa forme ADN linéaire double brin, le génome proviral est encore associé a de nombreuses
de protéines virales, telles que 'intégrase (IN), la rétrotranscriptase (RT), la matrice (MA), et vpr,
ainsi qu’a plusieurs facteurs cellulaires tels que HMGA1, BAF ou LEDGF. Cet amas nucléo-
protéique est alors appelé complexe de pré-intégration (CPI) et poursuit la translocation vers le
noyau de la cellule. Différents facteurs sont supposés participer a la localisation nucléaire du CPI,
en particulier MA, IN et vpr qui portent des motifs nls (voir pour

revue).

Une fois dans le noyau, le génome peut étre intégré dans la chromatine de la cellule. Cette étape
fait intervenir en trans une protéine du CPI : l'intégrase, et en cis les extrémités des séquences
LTR qui bordent le génome : les séquences d’attachement ou att. Ces deux éléments sont
nécessaires a I'intégration, mais d’autres éléments interviennent également. Ces facteurs peuvent
étre d’origine cellulaire (voir pour revue) comme LEDGF

ou virale, tels que MA . Le role de chacun de ces facteurs dans

Iintégration n’est pas encore élucidé, en particulier le role de MA.
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Figure 5: Mécanisme de rétrotranscription des rétrovirus : Comparaison lentivirus vs autres
rétrovirus. Les premiéres étapes sont communes : la synthése du brin (-) est initiée par la fixation de
'ARN de transfert sur la séquence primer binding site (PBS). Les régions U5 et R en 5 sont
synthétisées, la matrice ARN est dégradée par la RNaseH (1). Le premier fragment synthétisé en 3’
du génome ARN, l'appariement se fait sur les séquences R (2). La synthése du brin (-) reprend sur
toute la longueur du génome jusqu’au PBS. La matrice ARN est dégradée par la RNaseH (3). Les
lentivirus divergent alors des autres rétrovirus pour la synthése du brin (+). Cette synthése est initiée
au niveau de la séquence polypurine tract (PPT) située en 3’ du génome, pour les rétrovirus non-
lentivirus (4-droite). Le LTR synthétisé saute en 5 (5-droite) et la synthése reprend (6-droite). Le
génome est alors sous forme double brin et les LTR sont présents et identiques a chaque extrémité
du génome (7-droite). Les lentivirus présentent un site d’initiation central (cPPT) en plus de la
séquence située en 3’ (PPT 3’). La syntheése du brin (+) est donc initiée en deux points (4-gauche).
Lors du second saut de brin (5-gauche), la synthése se poursuit jusqu’a la séquence de terminaison
centrale (CTS), située juste aprés le PPT central (cPPT) (6,7-gauche). La région cPPT-CTS est donc
constituée de trois brins.
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Le résultat de la réaction d’intégration, qui se déroule en trois temps, est l'insertion stable du
provirus dans la chromatine cellulaire (voir pour revue). La premiere étape de
cette réaction consiste en un clivage de deux nucléotides aux extrémités 3’ du génome. La
deuxiéme étape, le transfert de brin, consiste en I'insertion covalente des extrémités 3’ modifiées
dans 'ADN génomique de la cellule hote. Ces deux étapes sont catalysées par I'intégrase virale,
qui agit sous forme tétramérique, et nécessitent la reconnaissance des séquences att. La derniére
étape de la réaction consiste en I’élimination des bases non appariées des extrémités 5° du génome

viral et la réparation de la jonction ADN viral - cellule héte (voir Figure 6).

CAGT-3’ 5'~AD

GTCA-5" 3"-TGAC

3’ processing ’

pGT GTCA-5" 3-OH-AC pGT

Cytoplasm

Nucleus gy
DNA-strand CA-OH-3' 5-ACTG
transfer GTC%’ 3/1 -AC

DNA repair l
NN N

TiBS

Figure 6 : Réaction d’intégration du génome HIV dans la chromatine de la cellule infectée. (i)
L’ADN viral est associé aux protéines virales et cellulaires qui forment le CPI. (i) L’intégrase
(composant viral du CPI) élimine deux nucléotides a chaque extrémité 3’ du génome, laissant les
extrémités 5’ protubérantes. (iii) L’intégrase ouvre 'ADN cellulaire cible sur 5 nucléotides, casse la
molécule et lie les extrémités libres aux extrémités 3’ virales. (iv) La structure intermédiaire contient
des bases non appariées de part et d’autre de la jonction ADN cellulaire — ADN viral. (v) La
machinerie cellulaire répare la jonction et lie les extrémités 5’ virales. Le provirus intégré est encadré
par une duplication sur 5 paires de bases du site d’'intégration. D’aprés Van Maele et al., 2006.

Parallélement aux formes intégrées dans la chromatine de la cellule infectée peuvent exister

plusieurs formes épisomales du génome viral (voir Figure 7) :

- une premieére fraction des formes linéaires peut étre circularisée par liaison des extrémités,
formant ainsi des cercles a 2 LTR

. Cette réaction est indépendante de l'intégrase virale et fait intervenir des facteurs

cellulaires, notamment la voie de recombinaison non-homologue (NHEJ pour non-

homologous end joining) ;
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- une seconde fraction des formes linéaires peut étre circularisée, également par
Iintermédiaire de facteurs cellulaires, par un mécanisme de recombinaison homologue des

LTR et ainsi former des cercles a 1 LTR ;

- une derniere partie des formes linéaires peut s’intrégrer sur elle-méme par une réaction
intramoléculaire d’auto-intégration. Il résulte de cette réaction une forme circulaire de

structure aléatoire

Ces formes non-intégrées ont longtemps été considérées comme les « déchets » de l'infection,
inutiles et non fonctionnelles. Comme nous le verrons dans le chapitre 2.3 p76, ce statut a depuis

été reconsidéré.

1 : ADN linéaire
[[Us JrR] U5 ] [ us JR] U5 |
Recombinaison Intégration
homologue
4 : provirus
U IR[UE] [ [R[UsS] ~~
2 : cercle 1 Auto-intégration
u3s [R] us
5:cercles 1LTR
[ U3 [R[ U5 ]
NHEJ +
3 :cercle 2 I E
[ Uus [RTUST U3 [R] U5 ]

6 :cercle 2LTR

(=

rorprmr—)

Figure 7 : Structures des différentes formes de I’ADN viral dans les cellules infectées. La forme
linéaire (structure 1) est synthétisée dans le cytoplasme. Cette molécule peut étre circularisée en
cercles 1-LTR (structure 2), ou 2-LTR (structure 3). La molécule linéaire peut également étre intégrée
a la chromatine de la cellule (structure 4) ou s’intégrer sur elle-méme (structures 5 et 6). D’apres
Farnet et Haseltine, 1991.

2.2.2.2. Phases tardives

La transcription du HIV est initiée par le LTR 5 qui recrute de nombreux facteurs de
transcription cellulaires. Les ARN messagers viraux peuvent étre épissés de nombreuses facons et

générer de multiples transcrits matures qui permettront la formation des différents composants
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protéiques du virus (voir Figure 8). Ils peuvent également n’étre ni épissés ni traduits, mais

encapsidés dans les particules nouvellement formées.

pol vpr vpu

— - — Vi
T R —_ vpr

T Theell_ T ’_-—~\\ T (vpr)
- t~~__ =T —-_— vpu, env
— — - tat-1
- ——-\\\ /‘,..— tat-2
- ’—.\\ \/ /,--— rev, nef

_________ -

T c~~_ =T ——~< Prig nef

Figure 8 : Représentation schématique des différents transcrits du HIV. D’apres Coffin, 1996.

Dans un premier temps, les ARN messagers sont épissés de sorte a permettre la synthese des
protéines tat et rev. Ces deux protéines s’accumulent donc progressivement. tat, en jouant son
role de transactivateur du LTR, accélére la transcription des ARN messagers viraux qui sont alors
épissés en vue de la production de 'ensemble des protéines virales. Dans un troisiéme temps, rev,
qui s’est suffisamment accumulé, interagit avec les ARN messagers non épissés, par
I'intermédiaire de la séquence rev responsive element (RRE). Il résulte de cette interaction un
export vers le cytoplasme des génomes entiers, qui pourront étre encapsidés dans les particules

formées par I'assemblage des polyprotéines.

Les particules virales prématures sont alors évacuées de la cellule par bourgeonnement. Elles
emportent une partie de la membrane cellulaire ol se sont incorporées les glycoprotéines
d’enveloppe. C'est une fois que la particule est a l'extérieur de la cellule que s'achéve la maturation
finale. Les précurseurs protéiques issus des génes gag et pol sont clivés par la protéase virale pour
générer I'ensemble des protéines virales, notamment 1'intégrase et la rétrotranscriptase, issues du

produit du gene pol (voir Figure 3 p69).




2.3. Les vecteurs lentiviraux non-intégratifs

2.3.1. Hypothese de travail

Trois critéeres doivent étre satisfaits pour le développement d’un vecteur lentiviral non-intégratif :
(1) la formation de génomes ADN épisomaux dans le noyau des cellules transduites, (2) la

stabilité de ces formes épisomales, (3) 'activité transcriptionnelle de ces formes épisomales.

Comme nous I'avons vu précédemment, différentes formes du génome lentiviral sont produites au
cours du processus d’infection : provirus intégré et cercles 1 et 2 LTR (voir Figure 9). Si I'un des
éléments requis pour lintégration n’est pas fonctionnel, les génomes peuvent étre
majoritairement dirigés vers la circularisation, comme c’est le cas pour les virus portant une

mutation de classe I de I'intégrase ou dans les séquences att.

Toutefois, les formes épisomales du génome rétroviral ont pendant longtemps été tenues pour
instables et inaptes a la transcription. En effet, la plupart des virus HIV mutés dans l'intégrase et
les séquences att ne sont pas réplicatifs. Cette observation a conduit a poser I'intégration comme
une étape centrale de la réplication virale et a considérer les formes épisomales comme les
« déchets » de I'intégration. Ces formes étaient supposées ne pas permettre la transcription et étre

trés rapidement dégradées et dépourvues de roéle dans la réplication.

C’est la confusion initiale entre intégrase et intégration, c’est-a-dire entre la protéine et sa
fonction, qui a placé I'intégration au centre de la réplication virale et qui est a I'origine de ce statut
de «rebut » attribué aux formes non intégrées (et probablement de leur supposée instabilité).
Cependant, il a été émis la possibilité que des mutations de l'intégrase induisent des effets
pléiotropiques sur la réplication par le biais d’un effet sur la polyprotéine gag-pol. L'implication
de l'intégrase dans d’autres étapes que l'intégration a également été évoquée. Il a ainsi été admis
que des mutations de I'intégrase peuvent avoir pour conséquence I'absence de génome ADN viral.
Le role des formes épisomales a, des lors, pu étre reconsidéré et 'on suppose aujourd’hui qu’elles
ont une fonction propre dans la pathogenese du SIDA (voir et

pour revue). Il a en effet été démontré qu’elles sont stables dans le noyau des cellules apres
infection et qu’elles peuvent étre transcrites par la machinerie cellulaire et donner lieu a la
production de 'ensemble des protéines virales. L’ensemble de ces données, concernant la stabilité
et 'activité transcriptionnelle des formes épisomales du génome lentiviral, sont détaillées dans ce

chapitre.
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Figure 9 : Phase nucléaire précoce du cycle de réplication. Import nucléaire du complexe de
préintégration, puis (i) intégration de I’ADNc double brin viral dans la chromatine de la cellule hbte et
formation du provirus stable ou (ii) circularisation et formation de cercles a 1 ou 2 LTR. D’apres
Greene et Peterlin, 2002.

2.3.2. Stabilité des formes épisomales

Les formes non intégrées du génome viral ont été initialement considérées comme trés instables
car rapidement dégradées par les endonucléases cellulaires. La présence de cercles 2 LTR était
donc supposée étre le signe d'une activité réplicative récente du virus. La mesure de leur taux chez
les patients infectés par le HIV avait, de ce fait, été proposée comme indicateur de la présence de
particules réplicatives . De nombreuses études ont ainsi utilisé la présence des
cercles comme marqueur de linfection HIV et plus particulierement comme contréle de
Pefficacité d’un traitement antiviral

. Notons toutefois que Furtado et coll. rapportent une demi-vie des
formes épisomales comparables a celle des formes intégrées. Ce résultat traduit une cinétique de
dégradation des formes épisomales et intégrées équivalente. Cette dégradation pourrait donc étre
attribuée a la mort cellulaire plutét qu’a la dégradation des formes non-intégrées. Ce point n’a

pourtant pas été soulevé et la supposée instabilité des formes épisomales a persisté.

Les travaux de Sharkey en 2000 avaient validé l'instabilité des formes
épisomales au niveau moléculaire. Différentes lignées lymphocytaires ont été infectées par des
virus sauvages puis traitées par des inhibiteurs de rétrotranscriptase qui bloquent la réplication.
L’ADN des cellules a ensuite été extrait et analysé par PCR afin de quantifier les jonctions LTR-
LTR des cercles 2-LTR et ’ADN viral total. Les auteurs avaient alors observé que la quantité totale
de génomes, exprimée par million de cellules, était stable dans le temps, contrairement au
nombre de cercles qui diminuait de facon drastique. Ils avaient donc conclu que les cercles sont

instables et tres rapidement dégradés apres leur formation et que leur présence traduit une



réplication en cours du virus. Un certain nombre d’observations semblaient corroborer cette
hypothése. Les auteurs avaient par exemple noté, chez des patients infectés par le HIV sous
traitement antiviral, une diminution paralléle des cercles et des génomes ARN viraux, alors que
dans le méme temps, la quantité d’ADN génomique viral était stable. De plus, chez des patients
pour lesquels le niveau de génomes ARN était depuis plus de 6 mois au-dessous du seuil de
détection, une concordance avait pu étre établie entre la détection de cercles et la présence de

virus réplicatifs.

Deux ans plus tard, ces résultats ont été contredits par deux études publiées en parallele par
Butler et coll. et Pierson et coll. . Ces travaux
démontrent que, dans un contexte ot la mort cellulaire est fortement réduite, ’élimination des
cercles est majoritairement fonction de la division cellulaire. Cette réinterprétation de I'instabilité
apparente des formes épisomales permet aux auteurs d’établir que, in vitro, les formes
épisomales ne sont pas dégradées par les endonucléases cellulaires mais, au contraire, trés
stables. Pierson propose un temps de demi-vie de 100 jours a 1 an, en fonction des différentes
expériences. La disparition des cercles, observée par Sharkey et coll., peut donc étre expliquée par
deux facteurs, dont les auteurs n’ont pas tenu compte : (i) la division cellulaire qui induit la perte
des formes épisomales par dilution alors que les formes intégrées sont répliquées de facon stable
avec ’ADN génomique cellulaire et (ii) la mort cellulaire due a la toxicité du virus. Ces résultats
ont été confirmés in vivo par une étude de Brussel et coll. . Les auteurs
proposent également une estimation de la demi-vie des cercles. Elle varie selon les patients et
dans le temps, suivant que le patient est sous traitement antiviral ou non, et peut atteindre 361

mois (par extrapolation de I'étude).

2.3.3. Transcription des formes épisomales

Le second point qui a longtemps retardé le développement des vecteurs lentiviraux non-
intégratifs est la supposée non-permissivité des cercles a la transcription. Le raisonnement qui a
conduit a cette conclusion se fonde sur deux observations (1) I'intégrase est responsable de la
catalyse de la réaction d’intégration du génome viral dans la chromatine de la cellule infectée ; (2)
la délétion de tout ou partie de cette enzyme conduit a ’'absence de toute production de protéines
virales ; en conclusion, l'intégration est nécessaire a la transcription du génome viral. Ce
raisonnement omet toutefois plusieurs points importants, notamment (1) I'intégrase est produite
en tant que composante de la polyprotéine gag-pol, et (2) la catalyse de 'intégration n’est pas la

seule fonction de I'intégrase.

Il faudra attendre que les études de mutagenese se raffinent pour qu'émerge le concept de
mutations de classe I et de classe II. A lumiére de ces distinctions est apparue une corrélation
entre la présence de cercles et I'expression de protéines virales : des virus portant une mutation

dans I'intégrase peuvent produire des protéines virales dés lors que la mutation n’affecte pas, par



exemple, la rétrotranscription, et que des molécules d’ADN viral sont synthétisées et atteignent le

noyau.

2.3.3.1. Transcription des formes épisomales dans le contexte viral

Les premiéres études portant sur des virus mutants pour l'intégrase montrent généralement que
les virus mutants pour l'intégrase ne sont pas réplicatifs

. L’intégrase étant responsable de l'intégration,
Iinterprétation de ces résultats aboutit rapidement au dogme selon lequel 'intégration est
nécessaire a la réplication puisque que I'intégration est nécessaire a la transcription. Or ces études
sont fondées sur la caractérisation de diverses mutations importantes de I'intégrase : délétions,
insertions, substitutions, induisant ou non un décalage du cadre de lecture. Ces différentes
mutations laissent intacte une plus ou moins grande partie de la protéine et ont souvent des
répercussions sur l'ensemble de la polyprotéine gag-pol. De telles mutations ont donc

potentiellement des conséquences sur 'ensemble de la particule et des étapes de la réplication.

Une étude publiée en 1993 avait effectivement confirmé que la non-infectivité des particules
portant une mutation dans l'intégrase s’explique par l'absence de transcription des formes
épisomales . Les auteurs ont utilisé un virus HIV qui porte une mutation dans
I'intégrase induisant un décalage du cadre de lecture. Le virus porte également, dans la région du
géne nef, le géne rapporteur de la chloramphénicol acétyl-transférase (CAT). Apres infection de
cellules CD4+, les virus mutants ne montrent aucune activité CAT significative par rapport aux
virus sauvages. Les auteurs concluent donc a I'inefficacité des formes épisomales du génome viral
pour la synthése de protéines virales. Ils n'ont cependant pas établi la présence de ces formes
épisomales et ont supposé, trop rapidement, que la seule conséquence de leur mutation était

I’absence d’intégration.

Parallélement, plusieurs études montrent des résultats tout a fait contraires. A titre d’exemple,
dans des conditions proches de celles de Sakai et coll. en 1993, Stevenson et coll.

démontrent en 1990 la possibilité de produire des antigénes viraux a partir des formes
épisomales du génome. Leur étude compare plusieurs virus HIV portant différentes délétions
et/ou substitutions dans la région de I'intégrase. Les auteurs décrivent, aprés infection de cellules
CD4+, l'absence de réplication, en accord avec les résultats précédents, mais néanmoins la
production des protéines p24 et d’enveloppe a partir des formes non intégrées. De facon
comparable, d’autres travaux décrivent 'expression de tat

, nef ou

p24 et RT ou une immunoréactivité au sérum anti-HIV

apres infection avec différents HIV mutants d’intégrase.

L’analyse de I'intégrase est de plus en plus précise. Les études ne portent plus sur des délétions

qui entrainent des décalages du cadre de lecture et de profondes perturbations du virus et de sa



réplication, mais sur les conséquences de la substitution ponctuelle des résidus conservés,
notamment le motif (D,D-35-E), qui constitue le site catalytique. Différents phénotypes se
distinguent en fonction des mutations : répercussions sur l'assemblage des particules, sur le
bourgeonnement, l'entrée dans la cellule ou encore la synthése de TADN génomique viral.

L’implication de l'intégrase dans des étapes autres que la catalyse de l'intégration se précise

Malgré la description de ces différents phénotypes et la mise en évidence des répercussions
possibles des mutations de I'intégrase sur 'ensemble du cycle viral, la question de ’expression des
cercles reste toujours en suspens. Finalement, A. Engelman propose une explication en 1999

. En considérant que I'intégrase fait partie du précurseur polyprotéique gag-pol
et que la séquence codante contient également la séquence cPPT agissant en cis, il est attendu que
certaines mutations de l'intégrase aient des répercussions pléiotropiques sur la particule et le
cycle de réplication. Il propose alors la distinction de deux classes de mutations d’intégrase : les
mutations de la premieére classe induisent un blocage spécifique de I'intégration, tandis que les
conséquences des mutations de classe II sont pléiotropiques. Ainsi, lors d'une infection avec un
mutant de classe I, le génome viral est correctement rétrotranscrit et importé dans le noyau, ou il
peut étre transcrit par la machinerie cellulaire. Au contraire, les virus mutants de classe II
peuvent présenter un défaut a bien d’autres étapes du cycle, comme I’'assemblage des particules,
I'import nucléaire ou la rétrotranscription. En conséquence, aucun génome viral n’est présent

dans le noyau, il ne peut donc y avoir transcription.

A posteriori, cette classification permet d’expliquer pourquoi au cours de nombreuses études, les
mutations d’intégrase étaient associées a une absence d’expression, notamment dans 1’étude de
Sakai et coll. décrite ci-dessus . Cette distinction a été largement vérifiée par la
suite. Citons par exemple les travaux de Wu et coll. qui établissent une corrélation entre la
présence de formes épisomales et I'expression . Ils mettent également en
évidence une implication de l'intégrase dans I'étape de rétrotranscription. De la méme facon,
Nakajima et coll. observent que la présence de cercles dans le noyau est
associée a la production d’antigénes viraux (RT). Cette expression a partir des formes épisomales
est méme suffisante pour permettre la réplication, dans certaines conditions et dans une moindre

mesure par rapport au virus sauvage.

L’article de Masuda et coll. demeure cependant inexplicable et est en désaccord avec les résultats
présentés ci-dessus . Les auteurs ont comparé différents HIV mutants :
mutations ponctuelles du site catalytique, de la région N-terminale de I'intégrase ainsi que des
séquences att. Les virus produits portent le gene de la Luciférase a la place de nef et sont
dépourvus d’enveloppe. Ils sont produits par transfection avec transcomplémentation de
I'enveloppe et sont donc non-réplicatifs. La comparaison porte sur plusieurs points, dont la

synthese d’ADN génomique, l'intégration et I’expression qui est facilement évaluée par un dosage



d’activité Luciférase. L’analyse de la synthése d’ADN génomique révele que les mutations de la
région N-terminale induisent un grave défaut de rétrotranscription, contrairement aux mutations
du site catalytique ou des séquences att avec lesquelles la quantité de génomes synthétisés est
équivalente a celle du controle. Toutes ces mutations induisent un phénotype non-intégratif plus
ou moins marqué. La fréquence d’intégration d’'un des mutants att est d’environ 40% de la
fréquence observée avec le contréle, tandis qu’elle est quasiment nulle pour les mutants du site
catalytique. Enfin, contrairement a ce qui est décrit par ailleurs, I'analyse de I’expression de la
Luciférase met en évidence une corrélation entre l'expression et l'intégration et non entre
Iexpression et la présence de génomes ADN. En effet, comme attendu, les mutants de la région N-
terminale ne permettent pas I'expression du transgéne. Toutefois, seul le mutant des séquences
att, présentant un phénotype intégratif intermédiaire (40% d’intégration) permet une expression
de la Luciférase détectable (environ 25% du niveau controle). Pour les autres mutants, y compris

le mutant du site catalytique, aucune expression n’est détectée.

ATexception des travaux de Masuda et coll., les données disponibles s’accordent sur le fait que les
formes épisomales peuvent étre transcrites, mais qu’en est-il de leur fonction ? Au cours de la
phase asymptomatique de l'infection HIV, les formes épisomales représentent en effet plus de
90% du génome viral. Il est donc fort probable qu’elles jouent un réle dans les étapes précoces de

I'infection.

Des éléments de réponses ont été apportés dés 1990 par les travaux de Stevenson et coll.

. Les auteurs démontrent que l'infection de cellules CD4+ non activées
ne permet pas la réplication virale. Ils établissent que le blocage de la réplication dans les cellules
inactivées se situe en amont de l'intégration. Néanmoins, ils observent la présence de génomes
épisomaux, au moins sous forme de cercles (la présence d’ADN linéaire étant plus difficilement
mise en évidence), qui permettent la syntheése de tat. De maniére tout a fait surprenante, ils
démontrent également que I'activation des cellules jusqu’a deux semaines apres I'infection permet
de relancer la réplication en levant le blocage de I'intégration du génome viral. Bukrinsky et coll.
observent également la possibilité d’infection « a retardement » sur des lymphocytes de patients

quiescents puis activés

Ce phénomeéne de « latence » semble commun a ’ensemble des rétrovirus puisqu’il a été rapporté
avec le MLV, un oncorétrovirus, et le HFV (Human foamy virus), un spumavirus : I'arrét du cycle
cellulaire bloque l'infection, mais si la cellule quitte la phase G, aprés mise en contact avec le
virus, le cycle est achevé . Il est également observé avec des vecteurs non-
réplicatifs dérivés du HIV . Ces différentes observations démontrent la
dépendance de l'infection des rétrovirus au cycle cellulaire et suggérent qu'une partie de ’ADN
rétrotranscrit peut persister au sein d’'un complexe qui demeure actif et compétant pour

Iintégration pendant plusieurs jours.

Bien plus récemment, Wu et Marsh ont émis ’hypothése que les formes épisomales, présentes

aprés infection dans le noyau de cellules non activées, sont responsables d'une production



Introduction

précoce des protéines nef et tat qui, elles-mémes, agissent sur la cellule pour l'activer
. Une fois la cellule activée, le virus achéverait son cycle et s’intégrerait dans la
chromatine de la cellule (voir Figure 10). Par la suite, un examen plus approfondi des transcrits
viraux dans les cellules non activées, a partir des formes épisomales, leur a permis de mettre en
évidence une production transitoire de I'ensemble des messagers, précoces et tardifs
. Comme décrit précédemment, seuls nef et tat sont traduits 4 un niveau
détectable. Cependant, en présence de rev (apporté en trans), 'ensemble des transcrits est traduit

et toutes les protéines sont produites a partir des formes épisomales.

Tout comme la transcription des formes intégrées, la transcription des formes épisomales est
soumise a des phénomeénes de régulation. En effet, le role de vpr dans la transactivation du LTR a
été décrit . Plus récemment, Poon et Chen

ont établi que la présence de cette protéine dans les cellules infectées,
qu’elle soit exprimée en trans ou apportée dans la particule virale, permet a un virus déficient
pour l'intégration d’exprimer les protéines virales a un niveau comparable a un virus sauvage. En
son absence, I’expression a partir du virus non-intégratif est réduite de 10 a 20 fois par rapport au

virus sauvage.
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Figure 10 : Influence de I’'état de la cellule (activée/quiescente) sur I'infection par le HIV. Dans la
cellule activée (A), le cycle réplicatif se déroule dans son ensemble. Dans la cellule quiescente (B), le
cycle est bloqué juste avant lintégration. Seules nef et tat (et rev?) sont exprimées a partir du
génome épisomal, I'accumulation de ces protéines pourrait participer a I'activation de la cellule, ce qui
permettrait alors I'intégration et 'achevement du cycle de réplication. D’aprés Wu et Marsh, 2003b.

Ces résultats suggérent donc que la transcription des formes épisomales du génome HIV remplit
une fonction propre dans le cycle viral (voir pour revue). Cependant,
comme 'ensemble des étapes du cycle viral, elle est soumise a des régulations complexes qui ne

sont pas clairement identifiées et qui font intervenir tant des facteurs de la cellule infectée que des




éléments du virus lui-méme (voir

).

Dans le systéme de vecteur, contrairement au virus, la transduction n’est pas dépendante de tous
ces éléments de régulation complexes, en tout cas dans une moindre mesure. En particulier,
Iexpression du transgene n’est pas dépendante du LTR qui requiert la transactivation par tat,
mais est dirigée par un promoteur interne autonome. Il est donc raisonnable de penser qu'un
vecteur lentiviral portant une mutation de l'intégrase de classe I, c’est-a-dire favorisant la
formation de génomes épisomaux dans le noyau de la cellule transduite, permet ’expression d’'un

transgene. Cette question a été posée par différents groupes.

2.3.3.2. Transcription des formes épisomales dans le contexte vecteur

Paralléelement a ces travaux et observations portant sur le virus HIV, différents vecteurs
lentiviraux porteurs de mutations dans l'intégrase ont été décrits. En premier lieu, il convient de

citer les travaux de Naldini et coll. qui sont décrits ci-dessous.

Un premier article publié en 1996 rapporte que des vecteurs dérivés du
HIV et produits avec une mutation introduisant un codon stop trés t6t dans la séquence codante
de l'intégrase ne permettent pas la transduction de cellules. Ces résultats sont en accord avec la
description antérieure des effets de cette mutation puisqu’elle induit un
grave défaut de rétrotranscription (mutation a posteriori dite de classe II). Par ailleurs, s’il s’agit
d’une substitution dans le site catalytique, la substitution D64V , les auteurs
décrivent une expression faible mais détectable du transgene. Les titres sont fortement réduits
par rapport a ’équivalent sauvage (équivalent a 5 a 10%), mais restent mesurables. Les auteurs
attribuent cette expression faible aux formes épisomales du génome. A nouveau, ces résultats sont
cohérents avec les observations dans le contexte viral puisque la substitution utilisée sera a
posteriori dite de classe I, donc compatible avec la transcription. Il est également intéressant de
noter que le titre des vecteurs portant la mutation D64V est plus élevé sur cellules en arrét de

division (G1-S) (130 TU/ng p24) que sur cellules en croissance (54 TU/ng p24).

Quelques mois plus tard, les mémes auteurs publient un article qui affirme que I'intégration est
requise pour la transduction in vivo . En effet, aprées injection d’un vecteur
portant la mutation D64V, les auteurs n’observent pas de cellules exprimant le transgene. Des
résultats tout a fait comparables sont présentés dans I'article publié par la méme équipe 'année
suivante . A la suite de ces publications, les vecteurs lentiviraux mutants pour
Iintégrase ont été utilisés comme controle négatif, en accord avec le dogme établi de la non-
permissivité a la transcription des formes épisomales, mais en contradiction avec la théorie des

mutants de classe I (qui ne sera émise qu’en 1999).



En 2002, Baekeland et coll. suggérent pourtant qu'un vecteur portant la mutation D64V de
Iintégrase permet une expression du transgeéne in vivo . Les auteurs ont
injecté dans le striatum de souris un vecteur dérivé du HIV portant cette mutation du site
catalytique, initialement comme contréle négatif du vecteur non-modifié. Ils ont observé
Pexpression du transgéne 2 semaines apres injection. Les vecteurs utilisés dans cette étude sont
trés similaires a ceux utilisés par Naldini et coll., a ceci pres que (i) ils comportent la séquence
WPRE, connue pour améliorer l'efficacité d’expression du transgene, et (ii) le transgene en
question est la GFP, au lieu de la $-Gal, dont la séquence est beaucoup plus longue que celle de la
GFP et donc susceptible de réduire I'efficacité de rétrotranscription des vecteurs. L’analyse de ces

vecteurs mutants s’est bornée a cette observation de l'expression du transgeéne et n’a pas été

approfondie.

Cette observation est néanmoins passée inapercue puisqu’'en 2003, le groupe de Poeschla
confirme a nouveau qu’un vecteur lentiviral portant une mutation d’intégrase de classe I constitue
un bon contréle négatif pour I'étude de la transduction dans le cadre d’injection sous la rétine

. Les auteurs décrivent non pas un vecteur dérivé du HIV portant une
mutation D64V dans l'intégrase, mais un vecteur dérivé du virus de 'immunodéficience félin
(FIV) portant une substitution de l'acide aminé D66, équivalant du D64 de HIV (D66V). Ils
n’observent pas d’activité p-Gal dans I’épithélium pigmentaire de la rétine (RPE) apreés injection
sous la rétine, alors que l'injection du vecteur sauvage dans les mémes conditions aboutit a
Iexpression de la f-Gal dans la rétine. Le dogme de la nécessité de l'intégration du génome
vecteur pour l'expression du transgene est donc bien établi, bien qu’il aille a I'encontre des

données obtenues avec les virus.

Quelques mois plus tard, la méme équipe publie une description plus détaillée du vecteur FIV
D66V . In vitro, sur cellules en division, le titre des vecteurs mutants est
drastiquement réduit par rapport aux vecteurs sauvages (3 a 5 log). En accord avec leurs résultats
précédents, les auteurs ne détectent aucune expression du transgéne in vivo aprés injection sous

la rétine. De facon surprenante, les résultats sont différents in vitro. En effet, dans des cellules

traitées a 'aphidicoline’, Tefficacité de transduction des vecteurs mutants est équivalente a celle
des vecteurs sauvages. Les auteurs concluent donc qu’il existe une corrélation entre la
transduction par un vecteur mutant pour l'intégrase et le cycle cellulaire. Effectivement, 48h
apres transduction de cellules en division, ils observent une quantité totale de génomes tres faible
avec le vecteur mutant par rapport au vecteur sauvage, tandis que la méme quantification apres

transduction de cellules traitées a l'aphidicoline indique que le nombre de génomes est

comparable avec les deux types de vecteurs.

7 Aphidicoline : molécule induisant le blocage du cycle cellulaire en phase G1/S.



Comme décrit précédemment (voir chapitre 1.1.2.1 p21), une telle corrélation entre réplication et
cycle cellulaire a été clairement établie dans 'infection par HIV des cellules CD4+, cependant, elle

est opposée a celle proposée par les auteurs: la réplication est bloquée dans les cellules

quiescentes (Go) et requiert I’activation de la cellule.

Comme mentionné précédemment, les auteurs décrivent une expression du transgeéne
comparable entre les vecteurs sauvages et mutants si les cellules sont traitées a I’aphidicoline au
moment de la transduction. Ils déclarent également devoir attendre 10 jours pour perdre cette
expression quand les cellules sont remises en cycle. Il est donc surprenant que, 48h apres
transduction, ils n’observent pas d’expression du transgeéne si les cellules sont en division au

moment de la transduction.

Dans le méme article, des résultats comparables sont obtenus avec des virus FIV et une
expression a partir du promoteur du LTR, et non plus un promoteur interne, a la différence pres
que l'expression du transgéne observée dans les cellules traitées a I'aphidicoline avec le virus
mutant n’atteint pas le niveau d’expression obtenu avec le virus sauvage. Le promoteur LTR est

donc plus affecté par I'état épisomal que le promoteur interne du vecteur.

N

Par la suite, Vargas et coll. proposent un systeme d’épisome réplicatif développé a partir de
vecteurs dérivés du HIV et portant une mutation de classe I de I'intégrase ainsi que l'origine de
réplication du virus SV40 . Les auteurs rapportent que les vecteurs déficients
pour lintégration sont capables de diriger I’expression d’un transgéne dans des cellules en
division, avec une efficacité relativement comparable en termes de pourcentage de cellules
exprimant la GFP ou d’intensité de la fluorescence par cellule. De plus, cette fluorescence peut
étre maintenue au cours des divisions cellulaires, par la combinaison de 1'origine de réplication et
du TAg (trans-acting SV40 T antigen) de SV40. Dans ces conditions, la présence de jonctions 2-

LTR est également maintenue plus de 50 jours apres transduction.

N

En résumé, en 2001, de nombreux éléments attestent de la transcription a partir des formes
épisomales du génome viral et la distinction des mutations de classes I et II de 'intégrase a été
faite. Cependant, ces données ne concernent que les virus. En effet, les vecteurs lentiviraux
portant une mutation de classe I dans l'intégrase sont toujours considérés comme controles
négatifs. C’est dans ce contexte que le projet de développement d’'un vecteur lentiviral non-

intégratif a été initié dans notre laboratoire.

L’absence d’expression du transgéne ayant été rapportée avec des vecteurs D64V, nous nous
sommes, dans un premier temps, orientés vers une autre mutation. Nous avons utilisé une
mutation de la région N, située dans la région C-terminale de I'intégrase. Nous avons établi que
des vecteurs portant cette mutation sont effectivement non-intégratifs et permettent 'expression
du transgéne in vitro ainsi qu’in vivo. Lefficacité de transduction observée est cependant

moindre pour les vecteurs mutants par rapport aux vecteurs intégratifs et ces vecteurs ne sont pas



totalement dépourvus de leur capacité d’intégration. Ces résultats font 'objet de la premiere

partie du travail que je présente.

Dans une seconde partie, nous nous sommes attachés a améliorer I'efficacité de transduction des
vecteurs lentiviraux non-intégratifs, en termes d’efficacité d’expression du transgéne et d’activité
d’intégration résiduelle. Plusieurs stratégies ont été adoptées, nous avons en particulier comparé
les premiers vecteurs avec d’autres portant différentes mutations d’intégrase ou des séquences

att. Ces travaux constituent la deuxiéme partie des résultats présentés.
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Ce chapitre compte trois parties.

Dans une premiére partie, je décrirai la construction de I’ensemble des plasmides utilisés pour les
travaux présentés. Je présenterai également le systéme de production des vecteurs lentiviraux en

place au laboratoire ainsi que les différentes méthodes de titration qui ont été utilisées.

Dans une seconde partie, je récapitulerai I'ensemble des méthodes qui ont servi a la

caractérisation des vecteurs in vitro.

Enfin, la troisiéme partie sera consacrée aux méthodes utilisées in vivo.



1. LES VECTEURS LENTIVIRAUX

1.1. Systeme de production

La production de vecteurs HIV recombinants est réalisée au laboratoire comme décrit
précédemment selon un protocole de transfection
transitoire de cellules 293T par la méthode de précipitation au phosphate de calcium. Briévement,
les cellules sont transfectées par un précipité de phosphate de calcium des 3 plasmides suivants

dans les proportions 2 : 2 : 1 (voir Figure 11) :

- le plasmide vecteur : il porte la séquence y (signal d’encapsidation). L’ARN transcrit a partir de

ce plasmide sera donc encapsidé ;

- le plasmide d’encapsidation ou de transcomplémentation : il permet la production de I'ensemble

des protéines de la capside (protéines de structure et enzymes) ;

- le plasmide d’enveloppe : il permet la synthéese de la glycoprotéine d’enveloppe qui s’associe a la
membrane cellulaire pour former l'enveloppe de la particule qui sort de la cellule par

bourgeonnement.

Le surnageant des cellules transfectées est récolté apres 48 heures de culture, traité a la DNAse et
filtré (0.45um). Les particules sont alors concentrées par ultracentrifugation 9o minutes a 22 000
rpm (rotor SW28, rayon 11.82cm) puis resuspendues dans du phosphate buffered saline (PBS) 1x.
La suspension est enfin clarifiée par centrifugations successives, puis aliquotée et conservée a -
8o°C.

1.1.1. Construction des plasmides

1.1.1.1. Plasmides d’encapsidation

Les plasmides p8.9 INwr-HA, p8.9 INny-HA et p8.91 INig-HA permettent, respectivement,
Pexpression d’'une intégrase sauvage (INwr) ou mutée (INy ou INrg) fusionnée a I’hémagglutinine
(HA). La mutation N consiste en une substitution 202RRK->AAH, la mutation LQ en une
substitution 86K—Q, 214Q—L, 21Q—L. Ces plasmides ont été construits par substitution de la
séquence de I'intégrase du plasmide p8.9 (fragment BstZ171-Sall) par le fragment correspondant
des plasmides pBRU INwr-HA, pBRU INx-HA et pBRU INLp-HA. Ces plasmides nous ont été
fournis par C. Petit (Paris) et contiennent le génome complet du HIV-1 avec une intégrase sauvage
fusionnée a 'hémagglutinine (INwr-HA) ou une intégrase fusionnée mutée dans la région N (INn-
HA) ou dans les régions L et Q (INLo-HA)
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Figure 11 : Systéme de production de vecteurs lentiviraux par transfection de trois plasmides : le
plasmide vecteur portant le transgéne, par exemple la GFP, sous contrdle du promoteur interne, par
exemple le promoteur du cytomégalovirus humain (hCMV), ainsi que la séquence du flap central
(central polypurine tract (cPPT)) qui intervient dans l'import nucléaire, la séquence RRE (REV
Responsive Element) qui interagit avec un élément de régulation REV, la séquence d'encapsidation
psi () et dont le enhancer de la région U3 du LTR 3' a été délétée (AU3 ou SIN) ; deux plasmides de
transcomplémentation : le plasmide d’encapsidation exprimant les protéines nécessaires a la
formation de la capside (gag et pol), des éléments de régulation (tat, rev) sous contréle du promoteur
CMV et déléetée de la séquence ¢ ; et le plasmide d’enveloppe exprimant la glycoprotéine
d’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) sous contrdle du promoteur CMV.

Le fragment BstZ171-Sall des plasmides pBRU contient, en plus de la séquence de l'intégrase, la
séquence compléete du gene vif. Cette séquence a donc été introduite dans les plasmides de
transcomplémentation p8.9 INwr-HA, p8.9 INN-HA et p8.91 IN1g-HA. Toutefois, cette séquence
n’est pas active. En effet, la région 5’ de la séquence de vif chevauche la région 3° du gene de
I'intégrase. La séquence du peptide HA est donc introduite dans la séquence du gene vif. De plus,
la séquence du peptide HA apporte un codon stop en phase avec le cadre de lecture de vif (voir

Figure 12).

5' ... nnn nnn nnn latg gaa aac aga tgg cag gtg atg att gtg tgg caa gta gac agg atg agg atT
ACC CAT ACGATG TTC CAG ATT ACG CTA GCC TAG|GTtagaacannnnnn ... 3’

Figure 12 : Représentation de la séquence 3’ de I'intégrase fusionnée avec I’hémagglutinine
(majuscule). La séquence 3’ de lintégrase chevauche la région 5’ de la séquence de vif (souligné).
L’introduction de HA dans vif ne décale pas le cadre de lecture, mais introduit un codon stop précoce
(gras encadré).

Le plasmide p8.91 INy a été construit par substitution de la séquence de I'intégrase du plasmide

du fragment BfuAI-AflII du p8.9 par le fragment correspondant du plasmide pBRU-HA INn.
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Cette substitution introduit la mutation N dans le plasmide mais sans le peptide HA et sans la

séquence inactive du gene vif.

Le plasmide p8.91 INpesv a été construit par substitution du fragment BclI-AflII du plasmide
p8.91 par le fragment correspondant du plasmide p8.72 INpssv qui nous a été fourni par le
laboratoire de DB. Kohn (Los Angeles)

1.1.1.2. Plasmides vecteurs

Différents plasmides vecteurs ont été utilisés au cours des expériences présentées.

Le plasmide pTrip CMV GFP WPRE a été construit a partir du plasmide pA500 Trip CMVmin
WPRE décrit par Vogel et coll. . Ce plasmide présente une délétion de la région
promotrice du LTR. Il contient la séquence cPPT-CTS et I’élément WPRE. Une délétion de 500pb

a été réalisée en aval de la séquence RRE.

Le fragment correspondant au promoteur CMVmin (MIul-Spel) a été remplacé par une cassette
CMV GFP amplifiée par PCR a partir du plasmide pEGFP-N1 (Clontech). Par la suite, le transgéne
a été remplacé par différentes séquences : geéne de résistance a la Néomycine (NEO), Luciférase
(LUC) et glial derived neurotrophic factor (GDNF).

Le plasmide pATrip CMV GFP WPRE a été construit a partir du plasmide pTrip CMV GFP WPRE

par délétion du fragment EcoRI-Mlul correspondant a la séquence cPPT-CTS.

Le plasmide pIgkMAR Trip CMV LUC a été construit par introduction de la séquence IgckMAR
(séquence d’attachement a la matrice du géne de la chaine légére de I'immunoglobuline de
souris), amplifiée par PCR a partir ’ADN génomique de souris, entre les sites Nhel-Sall dans le
plasmide pTrip CMV LUC WPRE.

Les plasmides pChLMAR sens Trip CMV LUC et pChLMAR anti-sens Trip CMV LUC ont été
construits par introduction de la séquence ChLMAR (séquence d’attachement a la matrice du
gene du lysozyme de poulet), fragment KpnI-Pstl du plasmide pPGA1 fourni par le laboratoire de
N. Mermod (Lausanne), dans le plasmide pTrip CMV LUC WPRE ouvert par Sall.

Le plasmide pTrip CMV NEO att- a été construit par remplacement des fragments AfIII-NotI
(LTR 5°) et SaclII-Pacl (LTR 3’) par les fragments correspondants du plasmide pCCL-c-MNDU3-
X-I-EGFP-5TG3’ fourni par le laboratoire de DB. Kohn (Los Angeles)

1.2. Titration des stocks

Nous avons utilisé différentes méthodes afin de titrer nos stocks de vecteurs HIV. Nous avons

mesuré la quantité de particules physiques par le biais de (1) la quantification de la protéine de



capside (exprimé en nanogramme de p24 par microlitre, ng p24/ul) et (2) la quantification des
génomes ARN. D’autre part, pour les vecteurs dont le transgene est la GFP, nous avons déterminé
un titre en particules efficaces pour la transduction (exprimé en unité de transduction par
millilitre, TU/mL).

1.2.1. Mesure de la quantité de particules physiques

1.2.1.1. Mesure de la quantité de capside

Une premiere méthode de titration consiste a quantifier la protéine p24 de la capside des
particules. Cette quantification est réalisée par enzyme linked immuno-sorbent assay (ELISA).
Dans un premier temps, nous avons utilisé le kit Beckman Coulter HIV-1 p24 Antigen Assay, en

accord avec les indications du producteur.

Dans un second temps, nous avons utilisé le kit Quick titer lentivirus quantitation kit de Cell

Biolabs, INC., en accord avec les indications du producteur.

1.2.1.2. Mesure de la quantité de génomes ARN

La quantification de TARN vecteur des stocks a été réalisée par Dot blot.

Une extraction d’ARN a été réalisée sur 5uL. de solution de vecteur par le kit Qiagen RNeasy Mini

kit, selon les données du producteur.

La solution d’ARN dénaturé a été diluée dans une solution de SSC (concentration 5X finale) et
déposée sur une membrane Hybond N+. Les ARN ont été fixés par exposition de la membrane

aux UV puis la membrane a été pré-incubée dans un tampon Church a 65°C.

La sonde radioactive a été préparée par incorporation de dCTP*32 par random priming dans un
fragment correspondant a la séquence WPRE du vecteur (kit Redi Prime II Random Prime

Labelling System, Amersham).

La membrane a été incubée pendant 16h avec la sonde radiomarquée, puis lavée dans un tampon
SDS 0,1% SSC 2X.

La quantification du signal a été réalisée aprés contact de la membrane avec un écran FUJI BAS-
MP 2040 et analyse par Phospholmager FLA 2000 FUJIFILM (logiciel Image Reader FLA-2000
V1.2 et AIDA 2.43).



1.2.2. Mesure de la quantité de particules efficaces

Pour les vecteurs permettant 'expression de la GFP, il est possible d’évaluer le titre en particules
efficaces en comptant le nombre de cellules exprimant de transgéne apres transduction par des

dilutions en série du stock a titrer.

Des cellules 293T sont ensemencées sur plaque de 24 puits a raison de 70 000 cellules par puits.
Apres 48 heures, elles sont comptées et transduites par des dilutions en série du stock de vecteur
a titrer. L'expression du transgéne GFP est évaluée apres 72 heures de culture. Les cellules sont
dissociées dans du PBS 1x et fixées dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 2%. Elles sont
analysées par cytométrie de flux (fluorescence activated cell sorter (FACS), longueur d’onde :
Aexcitation = 488nm, Aémission = 507nm). Deux types de résultats sont obtenus pour chaque
échantillon : le pourcentage de cellules exprimant la GFP et l'intensité de fluorescence moyenne
par cellule fluorescente (mean fluorescent intensity, mfi). La concentration en particules efficaces
pour la transduction ou transducing unit (TU) est évaluée a partir des résultats obtenus dans la
partie linéaire de la gamme et du nombre de cellules initiales. On obtient ainsi un titre en unité de

transduction par unité de volume (TU/mL).



2. CARACTERISATION DES VECTEURS
IN VITRO

2.1. Cultures cellulaires

2.1.1. Lignées cellulaires

Nous avons utilisé trois lignées de cellules : des cellules 293T qui dérivent de cellules rénales
d'embryon humain ; des cellules HeLa, une lignée épithéliale humaine ; des cellules MT4, une
lignée lymphoide humaine (non adhérente). Les cellules 293T et les cellules HelLa ont été
cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium) contenant de la pénicilline
100 U/mL, de la streptomycine 100 ug/mL et 10% de sérum de veau foetal (SVF), a 37°C sous
atmosphere enrichie a 5% de CO2. Les cellules MT4 ont été cultivées dans du milieu RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 contenant de la pénicilline 100 U/mL, de la

streptomycine 100 ug/mL et 10% de SVF, a 37°C sous atmosphére enrichie a 5% de CO2.

2.1.2. Cultures primaires

2.1.2.1. Cultures de neurones et d’astrocytes primaires corticaux murins

Des cultures de neurones et d’astrocytes primaires corticaux ont été réalisées a partir d’embryons
de rats (Sprague Dawley) a 17 ou 18 jours de développement. Les embryons sont prélevés et les
cerveaux extraits. La dissection du cortex est effectuée sous une loupe binoculaire dans une

solution de PBS 1X glucose 0.6%.

Une partie des prélévements est reprise et dissociée dans 2mL de milieu de culture « neurones »
(DMEM, apotransférine 100ug/mL, insuline 25ug/mL, putrescine 6.10°5 M, sélénite de sodium
3.108 M, progestérone 2.10°8 M, pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 ug/mL) pour la culture
de neurones. Les cellules sont alors ensemencées a raison de 100 000 cellules par puit d'une
plaque 96 puits préalablement traitée par de la polyornitine. Les cultures sont maintenues a 37°C,

5% CO. et le milieu est changé au demi tous les trois jours.

Le reste des prélévements est repris dans du DMEM + SVF 10% et les cellules sont mises en
culture dans des boites non-traitées, a 37°C, 10%CO.. Dans ces conditions, la majorité des cellules

sont des astrocytes, qui proliféerent jusqu’a confluence.



2.1.2.2. Cellules souches nerveuses foetales humaines

Les cellules souches nerveuses feetales humaines TFH7 sont issues de la mise en culture de
vésicules télencéphaliques, prélevées sur un feetus agé de 7 semaines de développement

embryonnaire obtenu apres interruption volontaire de grossesse

Aprés amplification en suspension sous forme de neurospheres, les cellules sont dissociées et
ensemencées en plaques 96 puits sur substrat adhérent (gélatine/laminine) a une densité de 1.104
cellules par puits dans un milieu standard « N2 » supplémenté en bFGF (Roche Diagnostics,
Nutley, NJ ; 10 ng/ml). Les cellules sont maintenues dans ces conditions pendant 2 jours puis

transduites avec les différents vecteurs.

Apres 24h, le milieu est remplacé soit par du milieu standard (N2 + bFGF), afin de conserver les
cellules a I'état de progéniteurs, soit par du milieu standard supplémenté en SVF, afin de

permettre la différenciation des cellules.

Soixante-douze heures aprés transduction, les cellules sont lysées pour permettre de quantifier

Pexpression de la Luciférase.

2.2. Analyse de I"expression du transgene

2.2.1. Cytométrie en flux a fluorescence (FACS)

Les cellules transduites par un vecteur exprimant la GFP sont dissociées par la trypsine au temps
voulu apres transduction, puis fixées dans une solution de PFA 2%. Elles sont ensuite analysées
par FACS afin de déterminer, pour chaque échantillon, le pourcentage de cellules exprimant la

GFP ainsi que I'intensité moyenne de fluorescence par cellule (mfi).

2.2.2. Immunocytofluorescence

Les cellules sont fixées dans une solution de PFA 2% au temps déterminé aprés transduction, puis
mises en présence d’'un anticorps primaire polyclonal de lapin dirigé contre la GFP, dilué au
1/3000¢ (Abcam, incubation 16 heures a température ambiante), révélé par un anticorps
secondaire de chévre dirigé contre les IgG de lapin couplé a l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) dilué au 1/100¢ (TEBU, incubation 1 heure a température ambiante). Le marquage est

alors visualisé en lumieére fluorescente.



2.2.3. Activité Luciférase

Les cellules transduites par un vecteur exprimant la Luciférase sont analysées a 'aide du kit
Bright Glow Luciferase (Promega), en suivant les indications du producteur. Cette analyse permet
de déterminer l'activité Luciférase dans chaque échantillon. Les résultats sont ensuite normalisés
par la concentration en protéines totales de I’échantillon. Le dosage de protéines est réalisé par la
méthode de Bradford a I'aide du kit Biorad Protein Assay (Biorad), en accord avec les indications

du producteur.

2.2.4. Dosage du GDNF

L’efficacité de transduction d’un vecteur exprimant le GDNF est déterminée par dosage du GDNF
secrété dans le milieu de culture des cellules, a un temps donné aprés transduction par ce vecteur.
Le milieu de culture des cellules est renouvelé 4h avant le prélévement pour le dosage. Le dosage
est réalisé par ELISA a I'aide du kit GDNF Emnax ImmunoAssay System (Promega), en accord avec

les indications du producteur.

2.3. Analyse de I'activité résiduelle d’intégration

2.3.1. Sélection de clones stables résistants au G418

Des cellules HeLa sont transduites en suspension par une quantité croissante de vecteur
exprimant le géne de résistance a la néomycine (NEO). Aprés 2h de contact, les cellules sont
ensemencées a tres faible densité (30 cellules/mm?2). Elles sont cultivées pendant 24h a 4 jours
dans un milieu normal (DMEM + SVF 10%) puis en présence de G418 1mM a 1.5mM. Le milieu
de culture est renouvelé tous les trois jours pendant une semaine. Les cellules sont alors fixées
dans une solution de PFA 2% et colorées par une solution de bleu Trypan. Le nombre de clones

est évalué et exprimé en fonction de la dose de vecteur, exprimé en p24.

2.3.2. LAM-PCR

Le protocole de LAM-PCR a été mis au point a partir de la méthode décrite par Schmidt et coll.

. Le principe est récapitulé dans la Figure 13.
1. Extension d’amorce

Une amorce biotinylée en 5°, complémentaire du vecteur dans la région U5 du LTR (RU5s1:
GAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCG), est utilisée pour synthétiser une molécule simple brin

complémentaire de la jonction ADN vecteur-ADN cellulaire (99 cycles).



2. Capture du brin

Les fragments synthétisés sont capturés sur des billes aimantée couvertes de streptavidine (Dynal,
incubation 1h, a température ambiante sous agitation). Les fragments d’intérét, couplés aux billes,

sont ensuite lavés et resuspendus dans de I’eau.
3. Synthése du brin complémentaire

La synthése du brin complémentaire des fragments d’intérét est réalisée par la Kleenow en
présence d’une solution d’amorces aléatoires et de dNTPs (incubation 1h3o a 37°C sous

agitation).
4. Digestion Msel
Les fragments double brins, correspondant a la jonction ADN vecteur-ADN cellulaire, sont

digérés par 'enzyme Msel, qui reconnait un site dans la partie ADN cellulaire (incubation 2h a

37°C sous agitation).
5. Ligation de I'ancre

Une ancre, complémentaire a 'extrémité cohésive générée par la digestion par Msel, a été générée
par hybridation de deux amorces (ANCR1: TACGCTCCTCTCGCTACCTGCTCACTCTGCGTGA
CAT ; ANCR2 : ATGTCACGCAGAGTGAGCAGGTAGCGAGAGGAGCGTA). Elle a été liguée au

fragment d’intérét (incubation 3h a température ambiante).
6. PCR

Les jonctions ADN vecteur-ADN cellulaire sont amplifiées par PCR avec une amorce
complémentaire du génome vecteur dans la région U5 et une amorce complémentaire de 'ancre

(UsRs2 : CTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCC ; As1 : GATGTCACGCGAAGTGAGCAGGTAG).
7. Nested-PCR

Les produits de PCR sont ensuite amplifiés avec des amorces internes aux amorces utilisées
précédemment (U5Rs3 : GTCAGTGTGGAAAATCTCTAGC ; As2 : AGAGTGAGCAGGTAGCGAGA
GGAG).

8. Sous clonage

Les fragments amplifiés par PCR sont clonés dans un plasmide pGEMT easy, linéaire et
présentant un nucléotide T protubérant, compatible avec le nucléotide A ajouté par la polymérase
utilisée lors de la PCR (incubation 16h a 16°C).
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Figure 13 : Principe de la réaction de LAM-PCR permettant 'amplification des régions flanquantes
du provirus intégrés. D’apres Henriot, 2005.
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3. CARACTERISATION DES VECTEURS
IN VIVO

3.1. Analyse de I"expression dans le cerveau

L’expression d’'un transgeéne par des vecteurs lentiviraux non-intégratifs et intégratifs a été
évaluée in vivo apres injection stéréotaxique des vecteurs INwr CMV GFP WPRE et INy CMV GFP
WPRE dans le striatum de souris C3H adultes. Un volume de 1uL de chaque vecteur a été injecté
dans chaque hémisphére cérébral d'un animal, correspondant a une dose de 0,5.105TU pour le
vecteur INwr et 2,5.105TU pour le vecteur INn. L’injection a été réalisée en 1 site et 2 sous-sites
aux coordonnées suivantes, par rapport au bregma: antériorité: +0,6; latéralité: =1,8;

ventralité : -4,8/-4,4.

Les souris sont anesthésiées a différents temps apres injection des vecteurs par administration
d'une dose létale d'une solution de kétamine/xylazine. Elles sont ensuite perfusées en
intracardiaque par une solution saline PBS 1x puis par une solution de fixation de PFA 4%. Les
cerveaux sont prélevés, post-fixés 1 heure dans la PFA 4% et cryoprotégés 16 heures dans une
solution de PBS 1x sucrose 15% a 4°C. Ils sont ensuite congelés dans de l'isopentane a -45°C et
conservés a -80°C avant d'étre coupés au cryostat. Les coupes, de 20um d'épaisseur, sont ensuite
montées sur lame puis traitées par immunohistochimie, pour révéler la présence intracellulaire de

GFP.

Les coupes sont mises en présence d’'un anticorps primaire polyclonal de lapin dirigé contre la
GFP dilué au 1/3000° (Abcam, incubation 16 heures a température ambiante), révélé par un
anticorps secondaire de chévre dirigé contre les IgG de lapin couplé a la biotine et une solution de
peroxydase couplée a l'avidine (VECTASTAIN ABC kit peroxydase standard) suivi d’une
révélation par ajout d'un substrat chromogéne de la peroxydase (Vector DAB peroxydase substrat

kit). Le marquage est visualisé en lumiére visible.

3.2. Analyse de I"expression dans la rétine

La capacité d’expression d’un transgene par des vecteurs lentiviraux non-intégratifs et intégratifs
a été comparée in vivo apres injection sous-rétinienne des vecteurs INwr CMV GFP WPRE et INy
CMV GFP WPRE chez des rats femelles Fisher de 150g. Une solution de chaque vecteur a
différentes concentrations a été injectée dans chaque oeil d'un animal (volume fixe de 4uL).

L’injection est réalisée a I'aide d’une aiguille de 34G montée sur une seringue Hamilton de 5ulL.



L’expression de la GFP dans la rétine a été suivie dans le temps par angiographie chez les
animaux sous anesthésie (kétamine/xylazine). Les animaux ont été sacrifiés par une injection
l1étale de pentobarbital a différents temps aprés injection pour une analyse histologique des tissus.
Les globes oculaires ont été prélevés, énucléés et fixés dans une solution de PFA 4% pendant 1h.
Ils ont ensuite été montés a plat sur une lame ou cryoprotégés dans une solution de PBS 1x-
sucrose 25%, inclus en PBS 1x-gélatine 7%-sucrose 15%, congelés et coupés au cryostat (14um).
Les coupes ont ensuite été analysées par immunohistochimie de la méme facon que les coupes de

cerveau (voir chapitre ci-dessus).
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Ce chapitre est divisé en trois parties.

Dans un premier temps, je présenterai différentes mutations du virus permettant d’obtenir un
phénotype non-intégratif de classe I, et plus précisément les mutations que nous avons utilisées.
Initialement, deux vecteurs portant différentes mutations dans la région C-terminale de l'intégrase
ont été construits et évalués. Les résultats des expériences préliminaires portant sur ces deux
vecteurs sont inclus dans cette premiere partie. Ils nous ont amenés a nous focaliser plus
précisément sur une des deux mutations, la mutation N. Les données que nous avons obtenues par
la caractérisation in vitro et in vivo de cette mutation, la mutation N, sont présentées dans la
deuxiéme partie de ce chapitre. Enfin, dans la derniére partie, j’aborderai les résultats que nous
avons obtenus en comparant les vecteurs portant la mutation N avec des vecteurs portant d’autres

mutations décrites dans la littérature.

Il est important de noter que toutes les expériences présentées ont été réalisées avec des vecteurs
mutants et controles produits et titrés simultanément. Ceci permet de réduire les biais introduits
par la variabilité des productions et titrations et de comparer les vecteurs entre eux de facon plus
fiable.



1. LES DETERMINANTS VIRAUX DE
L'INTEGRATION

La premiere question que nous nous sommes posée concerne le choix de la (ou des) mutation(s) a
introduire dans le systéme de production des vecteurs lentiviraux en vue d’obtenir des particules
épisomales. Comme nous l'avons vu précédemment (voir chapitre Introduction 2.3.3.1 p79),
plusieurs mutants du HIV qui présentent des défauts d’intégration ont été décrits, mais ces défauts
s’accompagnent parfois de défaillances supplémentaires, en amont de I'intégration, qui les rendent
incompatibles avec le développement d'un vecteur lentiviral non-intégratif. Plus précisément, le
phénotype non-intégratif recherché doit permettre la formation de '’ ADN génomique viral, 'import
nucléaire et I'absence d’intégration. Plusieurs mutants correspondent a ces critéres, comme les
mutants d’intégrase de classe I (voir pour revue), mais aussi les mutants des
séquences att situées aux extrémités des LTR . Certaines
mutations d’autres éléments viraux permettent également de bloquer spécifiquement l'intégration,
comme récemment suggéré par Mannioui et coll. avec un mutant de la protéine matrice

. Dans cette partie, je me consacrerai uniquement sur les éléments que nous avons

modifiés : I'intégrase et les séquences att des LTR.

1.1. Mutations de l'intégrase

1.1.1. Structure de I'intégrase et mutations de classe |

L’intégrase du HIV comprend schématiquement 3 domaines fonctionnels, qui ont été définis par
des expériences de complémentation (voir Figure 14). L’ensemble des données, portant sur ces
différents domaines et les fonctions qui leur ont été attribuées, ont été récemment récapitulées

dans plusieurs publications de Lu et coll.

- le domaine N-terminal comprend un motif HHCC hautement conservé
. Ce domaine HHCC interagit avec les extrémités LTR du virus

, mais il pourrait également étre impliqué dans la rétrotranscription

- le domaine central, résistant a la protéase , contient trois résidus
remarquablement conservés chez les rétrovirus qui définissent la triade catalytique de

Iintégrase : le motif D,D(35)E, dont fait partie le résidu D64



- le domaine C-terminal est doté d'une fonction de liaison non spécifique a 'ADN
. Cette région contient également quatre motifs plus ou moins
conservés chez les rétrovirus : les régions L, Q, C et N (voir Figure 14 ; ).

Elle pourrait intervenir dans la multimérisation de la protéine
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Figure 14 : Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de I'intégrase (IN)
et des mutations utilisées. D’aprés Petit et al., 2000.

Une mutation d’intégrase de classe I typique est une substitution d’'un des trois résidus du site
catalytique D64, D116 ou Ei52 . La substitution D64V avait été utilisée

précédemment pour produire des vecteurs lentiviraux déficients pour l'intégrase

Toutefois, les auteurs rapportent que ces vecteurs ne permettent pas I'expression d’'un transgéne.
Ils concluent donc que l'intégration est requise pour I'expression d’'un transgéne par un vecteur
lentiviral (voir chapitre Introduction 2.3.3.2 p83). En considérant ces résultats négatifs, nous avons
préféré ne pas utiliser cette mutation et nous avons recherché une autre mutation d’intégrase

présentant un phénotype de classe I.

La plupart des mutations d’intégrase décrites présentent généralement un phénotype de classe II. Il
est en effet délicat de modifier cette protéine sans altérer 'ensemble de la réplication. Plusieurs
raisons expliquent ces observations. (1) L’intégrase est produite en tant qu’élément de la
polyprotéine pol. Modifier l'intégrase peut donc avoir des répercussions sur l’ensemble de la
polyprotéine. (2) La séquence de I'intégrase correspond a la séquence cis cPPT-CTS, responsable de
la formation du flap. Cette séquence est impliquée dans I'import nucléaire du CPI. (3) En dehors de
la catalyse de la réaction d’intégration, I'intégrase est également impliquée dans d’autres étapes du
cycle de réplication notamment la rétrotranscription. Son implication dans I'import nucléaire est

également tres fortement soupconnée.



L’attribution a I'intégrase d’'une fonction dans I'import nucléaire se fonde en grande partie sur les
résultats de Gallay et coll. . Les auteurs ont suggéré que les régions conservées
L, Q et N du domaine C-terminale de la protéine constituent des signaux de localisation nucléaire
(nls) et dirigent l'interaction de l'intégrase avec les karyophérines. Toutefois, Petit et coll. ont
publié des résultats contradictoires. Les auteurs ont analysé le cycle de virus portant des mutations
dans les motifs nls des régions L, Q et N, décrits . Tout d’abord, ils confirment
Iimportance de ces motifs puisque leur modification compromet la réplication virale. Les auteurs
ont ensuite analysé les différentes étapes du cycle afin d’identifier le défaut induit par la mutation.
Les mutations des régions L et Q affectent la localisation nucléaire de la protéine seule, mais pas
celle du CPI. Quant a la mutation N, elle n’affecte ni la localisation de la protéine ni 'import
nucléaire du CPI. Aucun défaut de rétrotranscription n’est mis en évidence. De facon surprenante,
l’absence de réplication de ces virus est due a un défaut de I'intégration : 'amplification par PCR de
jonctions ADN génomique cellulaire — ADN viral intégré (PCR Alu-LTR) ne donne qu’un signal a
peine détectable. Ce signal peut étre attribué a une activité résiduelle d’intégration et/ou a des

événements indépendants de I'intégrase.

Le phénotype décrit par Petit et coll. pour les mutants des régions L, Q et N est donc en accord avec
les critéres que nous avons posés pour le développement d’'un vecteur HIV non-intégratif : la
rétrotranscription et I'import nucléaire se déroulent correctement, mais l'intégration est bloquée.
Ce phénotype correspond a un mutant de classe I. Nous nous sommes donc plus particuliérement
intéressés a ces mutations et nous avons réalisé une série d’expérimentations préliminaires dans le
but de vérifier si elles étaient compatibles avec le développement d’'un vecteur lentiviral non-

intégratif. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

1.1.2. Mutations de la région C-terminale

Comme présenté dans le chapitre Matériel et Méthodes, nous avons obtenu de C. Petit des
plasmides portant les mutations décrites des régions N et LQ . Nous avons
introduit ces mutations dans le plasmide de transcomplémentation utilisé pour la production des
vecteurs HIV au laboratoire. Trois vecteurs ont été produits en parallele a partir des plasmides de
transcomplémentation portant une intégrase sauvage (WT) ou mutée (N ou LQ), fusionnée au
peptide HA et incluant la séquence du geéne vif inactive. Le plasmide vecteur utilisé dans ces
premieres expériences comporte un LTR complet (non-SIN), est dépourvu du WPRE et permet
Pexpression du gene rapporteur de la GFP sous contréle du promoteur CMV. Afin d’évaluer leur
capacité a diriger I'expression d’un transgéne, les vecteurs ont été mis en contact avec différentes
lignées cellulaires, des cellules 293T, des cellules HeLa et des cellules MT4. Les résultats obtenus

sont présentés Figure 15 et Figure 16.

Dans un premier temps, nous avons incubé les cellules avec une série de dilutions des différents
vecteurs mutants INN-HA CMV GFP, INo-HA CMV GFP ou contréle INwr-HA CMV GFP. Apres



72h de culture, les cellules ont été analysées par FACS. Nous avons ainsi vérifié la présence de GFP
pour chaque condition et déterminé le nombre de cellules GFP+. Comme illustré sur la Figure 15,
nous observons, dans les populations de cellules 293T et HeLa, un nombre de cellules GFP
positives (GFP+) dépendant de la dose de vecteur appliquée, avec le vecteur contrdle ainsi qu’'avec
les deux vecteurs mutants. La dose la plus élevée de chaque vecteur, controle et mutants, permet
d’obtenir plus de 90% de cellules GFP+ dans la lignée 293T. L'efficacité est significativement
réduite dans les cellules Hela, de la méme facon pour le vecteur controle que pour les vecteurs
mutants. Cette premieére expérience suggere donc que les mutations introduites dans
I’'intégrase des vecteurs lentiviraux permettent ’expression du transgeéne. Elle nous a
également permis de déterminer, pour chaque vecteur, un titre en unités de

transduction.
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Figure 15: Evaluation de la capacité de transduction de vecteurs lentiviraux mutants pour
Iintégrase INy-HA et IN o-HA dans différentes lignées cellulaires. Incubation de cellules (293T ou
Hela) avec des dilutions en série des vecteurs mutants pour l'intégrase INy-HA et IN o-HA et le vecteur
contréle portant une intégrase sauvage INyt-HA. Les cellules sont fixées dans une solution de PFA 2%
72h aprés incubation avec les vecteurs puis analysées par cytométrie en flux a fluorescence pour
déterminer le nombre de cellules GFP+.

Dans une seconde expérience, nous avons déterminé la stabilité de ’expression de la GFP dans des
cellules en division. En accord avec un phénotype épisomal, il est attendu que le nombre de cellules
GFP+ diminue au cours des divisions cellulaires. Différentes lignées cellulaires (293T, HeLa et
MT4) ont été mises en présence de la méme quantité d'unités de transduction de chaque vecteur
contr6le ou mutant. Le nombre de cellules GFP+ a été déterminé a différents temps. Les résultats

sont représentés sur la Figure 16.

Soixante-douze heures aprés I'incubation avec le vecteur, nous observons plus de 90% de cellules
293T GFP+, quel que soit le vecteur considéré (voir Figure 16-A). Ce pourcentage reste stable dans
le temps avec le vecteur controle INwr-HA CMV GFP. Ceci est en accord avec l'intégration du

génome vecteur dans la chromatine de la cellule transduite et son maintien au cours des divisions



cellulaires. Une partie des cellules analysées 13 jours apres transduction a été traitée au butyrate de
sodium (Na-But), un inhibiteur des histones déacétylases communément utilisé pour lever les
inhibitions de transcription. Le nombre de cellules GFP+ augmente par rapport aux cellules non-
traitées par le Na-But. Ceci démontre que la faible diminution du nombre de cellules GFP+

(environ 30%) résulte d'une extinction du promoteur CMV, et non de la perte du génome vecteur.

Contrairement a ce qui est observé apres transduction avec le vecteur intégratif, le pourcentage de
cellules GFP+ chute de plus de 90% dans les 9 premiers jours suivant la transduction avec les deux
vecteurs mutants INy-HA CMV GFP et INLg-HA CMV GFP. Le traitement au Na-But n’a pas eu
d’effet sur le pourcentage de cellules GFP+. Ces résultats suggérent donc que les vecteurs
lentiviraux portant les mutations d’intégrase INnx et INLo présentent un phénotype
non-intégratif. En effet, les génomes vecteurs n’étant pas associés de facon stable a la
chromatine, ils sont perdus par dilution au cours des divisions cellulaires. Le caractere

épisomal sera confirmé par la suite.

L’efficacité des vecteurs est fortement réduite dans la population de cellules HeLa par rapport aux
cellules 293T (voir Figure 16-B). Les résultats sont peu interprétables, car le pourcentage de
cellules GFP+ est faible pour les trois vecteurs aux doses utilisées (<15%). Les profils observés
semblent néanmoins en accord avec les résultats obtenus avec les cellules 293T. La méme
expérience a été réalisée dans des cellules MT4 (voir Figure 16-C) avec un vecteur adénoviral
exprimant la GFP comme vecteur épisomal contréle. Comme précédemment, le pourcentage de
cellules GFP+ est stable dans le temps avec le vecteur lentiviral contréle INwr-HA CMV GFP. Au
contraire, avec les vecteurs mutants INN-HA CMV GFP et INo-HA CMV GFP tout comme avec le
vecteur adénoviral, le nombre de cellules GFP+ diminue rapidement et de facon importante pour

étre proche de 0 au dernier point d’analyse (15 jours apres transduction).

Ces premiers résultats suggerent donc que les mutations N et LQ introduites dans
lintégrase des vecteurs lentiviraux bloquent lintégration, mais permettent

Pexpression du transgeéne.

Les résultats obtenus avec les deux vecteurs mutants ne sont toutefois pas totalement identiques.
Une méme quantité de particules efficaces pour la transduction a théoriquement été apportée pour
chaque vecteur, pourtant le nombre de cellules MT4 GFP+ observées apres 72h de culture des
cellules est beaucoup moins élevé avec le vecteur INLg-HA CMV GFP (environ 40% de cellules
GFP+) qu’avec les vecteurs INNv-HA CMV GFP et INwr-HA CMV GFP (environ 90% de cellules
GFP+) (voir Figure 16-C). Le comportement des deux vecteurs mutants est également différent
dans des cellules 293T (voir Figure 16-A) : le pourcentage initial de cellules GFP+ est équivalent
pour les deux vecteurs apres 72h de culture (plus de 90%), il n’est plus que de 10% environ pour le
vecteur INLo-HA CMV GFP 6 jours apres transduction, alors qu’il est encore a 60% environ pour le
vecteur INN-HA CMV GFP.
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Figure 16 : Evaluation de la stabilité de I'’expression de la GFP dans le temps apres incubation de
différentes lignées cellulaires (293T (A), HeLa (B), MT4 (C)) avec une méme quantité d’« unités de
transduction » des vecteurs mutants pour l'intégrase INy-HA et IN o-HA et du vecteur contréle portant
une intégrase sauvage INyt-HA.

Ces observations sont a mettre en paralléle avec celles de Petit et coll. . Les
auteurs rapportaient en effet que, bien que les différents virus mutants L, Q ou N aient un
comportement comparable, la mutation N n’affecte pas la localisation nucléaire de l'intégrase

comme les mutations L et Q.

La différence d’efficacité que nous observons entre les deux vecteurs mutants INy et INq pourrait
donc refléter un effet de la mutation LQ sur des étapes de la transduction autres que l'intégration,
et plus probablement sur I'import nucléaire. Les vecteurs INiq présenteraient donc, non pas
un phénotype de classe I, mais un phénotype de classe II. Pour cette raison, nous nous
sommes dans un premier temps focalisés sur les vecteurs INy et nous avons approfondi leur

caractérisation. Les résultats obtenus avec ces vecteurs in vitro et in vivo sont présentés dans le
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chapitre Introduction 2 p110. Nous avons toutefois remis ce premier résultat en question lors d’une

analyse plus poussée du vecteur IN1q. Ces résultats sont présentés dans les chapitres 3.2 p129 et 3.3

p135.

1.1.3. Mutations du site catalytique

Parallélement a nos travaux sur la caractérisation de la mutation N est paru un article de Yanez-
Munoz et coll. portant sur un vecteur lentiviral portant la substitution D64V. Contrairement a ce
qui avait précédemment été décrit

, les auteurs rapportent que ce vecteur est efficace
pour l'expression d'un transgéne, in vitro et in vivo . Les résultats
présentés dans cet article ne sont pas tout a fait identiques a ceux que nous avons obtenus avec la
mutation N, notamment en termes d’activité résiduelle d’intégration et d’efficacité d’expression du
transgene. Dans une seconde partie de notre travail, nous avons donc comparé des vecteurs portant
ces deux mutations. Nous avons recu du groupe de DB. Kohn, un plasmide portant la substitution
D64V de l'intégrase . Le fragment portant cette mutation a été introduit
dans le plasmide de transcomplémentation utilisé au laboratoire, & la place du fragment
correspondant. Les résultats de la comparaison de ces vecteurs avec les vecteurs portant la

mutation N sont présentés dans les chapitres 3.2 p129 et 3.3 p135.

1.2. Mutations des séquences att des LTR

Comme nous l'avons vu précédemment, la premiére étape de la réaction d’intégration est la
modification des extrémités 3° du génome rétrotranscrit par I'intégrase. L’enzyme élimine 2 bases a
chaque extrémité, générant ainsi des extrémités cohésives. Cette étape nécessite la reconnaissance
des extrémités du génome par l'intégrase (voir Figure 17). Ces régions d’attachement (att), qui
forment des extrémités inversées, sont plus ou moins conservées entre les différents rétrovirus, en
particulier le dinucléotide CA, qui est systématiquement présent aux extrémités 3° modifiées du

génome.

Les différents résultats publiés suggerent que la modification du dinucléotide CA présent a
Pextrémité 5° du LTR induit une diminution de l'efficacité d’intégration d’un virus HIV

. Dans une étude plus récente, le groupe de Nightingale et coll. a
systématiquement modifié une ou deux bases de ce dinucléotide, sur I'un, 'autre ou les deux LTR et
évalué I'impact de ces mutations sur la fréquence d’intégration dans le contexte d'un vecteur dérivé
du HIV. Les auteurs observent que la combinaison des 4 substitutions (CA>GT dansle LTR 5’ et le

LTR 3’) réduit le plus efficacement I'intégration du provirus. Dans la seconde partie de notre étude,
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nous avons donc comparé lactivité résiduelle d’intégration de différents vecteurs portant des

mutations d’intégrase combinées ou non la modification des séquences att.
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Figure 17 : Comparaison des séquences du génome viral et de la chromatine, avant et aprés
Iintégration. L’intégrase élimine 2 nucléotides a chaque extrémité 3’ du génome ADN, générant des
extrémités 5’ protubérantes. La chromatine est clivée et les deux brins sont désappariés sur 5 paires de
bases. Ces 5 nucléotides sont dupliqués de chaque coté du site de clivage ou s’intégre le génome ADN
apres avoir perdu les deux nucléotides sortant a chaque extrémité 5’.

Nous avons obtenu du groupe de DB. Kohn un plasmide vecteur portant les 4 substitutions
présentées et, comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes, nous avons remplacé dans le
plasmide vecteur utilisé au laboratoire les LTR sauvages par les LTR mutés. Ce plasmide a été
utilisé avec un plasmide de transcomplémentation exprimant une intégrase sauvage ou mutée pour
produire des particules vecteurs exprimant le géne de résistance au G418 afin d’évaluer l'activité
résiduelle d’intégration des différentes combinaisons. Les résultats de cette évaluation font 1'objet

du chapitre 3.3 p135.
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2. CARACTERISATION DES VECTEURS
LENTIVIRAUX EPISOMAUX

Les résultats préliminaires présentés dans le chapitre précédent ont été obtenus avec des vecteurs
portant un LTR complet (non-SIN) et dépourvus de la séquence WPRE. Les résultats qui suivent

ont été obtenus avec des vecteurs SIN et contenant le WPRE, quel que soit le transgene utilisé.

Deux types de plasmide d’encapsidation ont été utilisés. Les premiers résultats ont été obtenus avec
les plasmides décrits dans le chapitre précédent et utilisés dans les expériences préliminaires. Ces
plasmides permettent 'expression d’une intégrase sauvage ou mutée, fusionnée au peptide HA et

contenant la séquence compléte mais inactivée du gene vif. Ces vecteurs sont notés IN;-HA.

Dans un second temps, en vue d’essais précliniques pour le traitement de dégénérescence
rétinienne, nous avons construit un vecteur dépourvu du peptide immunogéne HA et de la
séquence vif. Nous avons donc construit une nouvelle version du plasmide d’encapsidation portant
la mutation N. Les vecteurs produits a partir de ce plasmide ont été comparés a des vecteurs
sauvages produits a partir du plasmide d’encapsidation couramment utilisé au laboratoire. Ces

vecteurs seront respectivement notés INy et INwr.

2.1. Expression du transgene in vitro

2.1.1. Expression du transgene

Nous avons vérifié la capacité des vecteurs lentiviraux contenant l'intégrase mutée (INn) a
transduire des cellules. Pour cela, nous avons dans un premier temps réalisé une expérience de
titration dans des cellules 293T avec des volumes croissants de vecteurs INN-HA CMV GFP WPRE,
parallelement avec le vecteur contrdle INwr- HA CMV GFP WPRE.

Soixante-douze heures apres la mise en contact des cellules avec les vecteurs, nous avons observé
un pourcentage dose-dépendant de cellules GFP positives (GFP*) (voir Figure 18). Avec la dose la
plus élevée (5ul de vecteur concentré) du vecteur contréle INwr-HA CMV GFP WPRE et du vecteur
mutant INN-HA CMV GFP WPRE, plus de 90% des cellules sont GFP*.
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Figure 18 : Efficacité de transduction des vecteurs mutant IN\-HA CMV GFP WPRE et contrdle INy -
HA CMV GFP WPRE, effet dose réponse sur cellules 293T, 72h aprés transduction.

Nous avons ensuite vérifié que la présence de GFP observée dans les cellules traitées avec le vecteur
mutant résulte effectivement d'un mécanisme de transduction et non de pseudo-transduction. La
pseudotransduction est le résultat de la contamination des stocks par le plasmide vecteur utilisé
pour la production ou par de la GFP qui peut étre capturée dans les virions lors de la production et
relarguée dans la cellule cible directement sous forme protéique. Nous avons cultivé les cellules en
présence du vecteur et d’'un inhibiteur de la rétrotranscriptase (RT): I'azido-deoxythymidine
(AZT). Dans ces conditions, si la GFP observée est le résultat de la pseudotransduction, le
pourcentage de cellules GFP* ne sera pas affecté. En revanche, si la GFP résulte effectivement de la
transduction par le vecteur, le pourcentage de cellules GFP* sera fortement réduit en présence
d’AZT.

Apres transduction de cellules 293T a une multiplicité d'infection (MOI) de 20, on observe 40,7%
(+ 1,5) de cellules GFP* avec le vecteur contrble INwr-HA CMV GFP WPRE et 28,0% (+ 1,9) avec le
vecteur mutant INy-HA CMV GFP WPRE. En présence de 10uM d’AZT, le pourcentage de cellules
GFP+ chute respectivement a 5,8% (+ 0,1) et 4,9% (£ 0,4) (voir Figure 19). L'inhibition de la RT
permet donc de réduire le pourcentage de cellules GFP*, que ce soit apres transduction par le
vecteur controle INwr-HA CMV GFP WPRE ou par le vecteur mutant INyv-HA CMV GFP WPRE.
Les cellules GFP* observées en absence de l'inhibiteur de la RT ont donc, pour la grande majorité,

été transduites et ne résultent pas d'un mécanisme de pseudo-transduction.

Nous pouvons donc conclure de ces premiers résultats que la mutation N de
lI’intégrase permet la production des particules (assemblage, encapsidation,
bourgeonnement, maturation), le déroulement des premieres étapes du cycle viral

(entrée, synthese A’ADN génomique, import nucléaire), et ’expression du transgeéne.
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Figure 19 : Absence de pseudotransduction. Inhibition de la transduction par un vecteur contréle
INwt-HA CMV GFP WPRE et mutant IN\-HA CMV GFP WPRE apreés traitement des cellules a 'AZT. Le
pourcentage de transduction a été déterminé par FACS aprés 72h d’incubation des cellules 293T en
présence de vecteur seul ou de vecteur et d’AZT 10uM.

2.1.2. Phénotype non-intégratif

Nous avons ensuite vérifié que l'expression du transgéne observée apres transduction avec le

vecteur mutant résulte bien de la transcription de formes non-intégrées du génome vecteur.

Nous avons tout d’abord évalué la stabilité du pourcentage de cellules GFP+ apreés transduction de
cellules en division (voir Figure 20). Comme attendu, le pourcentage de cellules GFP+ est stable
apreés transduction avec le vecteur controle INwr-HA CMV GFP WPRE : 28,42% (+0,35) a J3 et
19,74% (+1,11) a J50. Au contraire, le pourcentage de cellules exprimant le transgéene avec le vecteur
mutant INy CMV GFP chute rapidement en fonction du temps : 30,91% (+0,35) a J3, 0,9% (x0,11) a

J10 et 0,26% (+0,10) a J50.

Nous avons vérifié que cette diminution de 'expression du transgéne n’est pas le résultat d’'une
répression transcriptionnelle. Dans ce but, nous avons traité une partie des cellules a J49 par du
butyrate de sodium, un inhibiteur des histones déacétylases communément utilisé pour lever les
inhibitions de transcription induites par silencing. Ce traitement n’affecte pas le nombre de cellules

GFP+ pour le groupe INy (non-traitées : 0,26% (+0,10), traitées : 0,17% (x0,05)).

Ces résultats convergent donc vers une expression du transgéne par transcription
des formes épisomales. La perte de I’expression du transgeéne survient par dilution

du génome vecteur non intégré au cours des divisions de la cellule transduite.
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Figure 20 : Expression de la GFP au cours des divisions cellulaires aprés transduction de cellules
293T avec une dose équivalente en TU du vecteur IN\-HA CMV GFP WPRE (32 ng) ou du vecteur
INw-HA CMV GFP WPRE (8 ng p24). Les cellules ont été transduites puis cultivées et analysées a
chaque passage par FACS pour déterminer le pourcentage de cellules GFP*. Pour chaque point, la
valeur correspond a la moyenne des valeurs obtenues pour trois puits + I'écart-type. Quarante-sept
jours apres transduction, les cellules ont été passées dans deux puits séparés dont I'un a été traité avec
5mM de butyrate de sodium pendant 24h avant I'analyse du dernier point (50 jours apres transduction).

Pour confirmer ce phénotype épisomal et quantifier les événements d’intégration résiduelle, nous
avons utilisé des vecteurs exprimant le géne de la Néomycine phosphotransférase (NEO) qui
confére une résistance au G418. Une faible quantité de cellules a été transduite avec différentes
doses de vecteurs controle INwr-HA CMV NEO WPRE ou mutant INN-HA CMV NEO WPRE, les
cellules ont ensuite été traitées pendant 10 jours avec du G418 pour sélectionner les clones ayant

subi un événement d’intégration (voir Figure 21).

La dose minimale avec laquelle nous avons observé des clones avec le vecteur mutant est de 0,5ng
p24 (1 (+1) clone) tandis qu’elle est de 0,001ng p24 avec le vecteur contrdle (0,7 (+0,6) clone). A la
dose de 50ng p24 de vecteur mutant, nous avons observé 109 12,2 clones, ce qui est équivalent au
nombre de clones observés avec 0,1ng p24 de vecteur controle (115 (x13,5) clones). La fréquence
d’intégration du vecteur muté est donc 500 fois moins élevée que celle du vecteur sauvage. Aux
doses plus élevées, le rapport N/WT diminue encore. Le nombre de clones n’a pu étre compté pour
les deux doses les plus élevées du vecteur controéle, il a été estimé a respectivement environ 400 et
environ 800. Par interpolation sur la courbe dose-réponse obtenue, dans sa partie
« approximative », nous estimons que la dose la plus élevée testée pour le vecteur mutant (196
(x104,5) clones avec 250ng p24) équivaut a 0,2ng p24 du vecteur sauvage, soit un rapport de

1/1250.

Ces vecteurs ne pouvant pas étre évalués en TU comme les vecteurs GFP, nous avons évalué a
posteriori la quantité d’ARN viral présente dans chaque stock par la méthode de Dot blot. Le
rapport N/WT pour le titre p24 est de 0,62 ; il est de 1,16 pour le titre en ARN. Pour les vecteurs

utilisés dans cette expérience, une quantité équivalente de p24 représente donc une quantité
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supérieure de génomes ARN du vecteur mutant que du vecteur contréle. La valeur obtenue tend

donc vers une surestimation de l'activité résiduelle d’intégration des vecteurs mutants.
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Figure 21 : Evaluation de l'activité d’intégration résiduelle du vecteur IN\-HA CMV NEO WPRE.
Des cellules HeLa ont été transduites avec des quantités croissantes (p24) de vecteur INy+-HA CMV
NEO WPRE ou INy-HA CMV NEO WPRE, étalées dans des flasques de 25cm? et cultivées en
présence de G418 pendant 10 jours. Elles ont ensuite été fixées et colorées au bleu Trypan et les
clones ont été comptés. Chaque point est la moyenne du nombre de clones sur 3 boites + I'écart-type.
Le nombre de clones pour les doses les plus élevées du vecteur INyt-HA CMV NEO WPRE (points 0,5
et 5ng p24) n’a pu étre précisément compté du fait de la confluence des cellules, il a été estimé a =400
et =800 respectivement.

Ces événements d’intégration résiduelle peuvent étre attribués a une activité catalytique persistante
de l'intégrase mutée ou étre la conséquence d’événements de recombinaison illégitimes a partir des
formes linéaires ou circulaires du génome rétrotranscrit. Si l'intégration est catalysée par
Iintégrase, la jonction entre le génome vecteur et 'ADN cellulaire présente une signature
particuliere (voir Figure 17 p110) : deux bases a I'extrémité du génome vecteur sont éliminées et 5
bases du site d’intégration sont dupliquées de part et d’autre du provirus. Afin de vérifier ces
hypotheéses, nous avons donc analysé la séquence des régions flanquantes des provirus intégrés
dans les cellules transduites. Les régions flanquantes ont tout d’abord été amplifiées par LAM-PCR,

puis sous-clonées et séquencées.

Dans un premier temps, la méthode a été mise au point sur des populations clonales de cellules
transduites par un vecteur lentiviral intégratif. Nous avons obtenu des résultats reproductibles et
significatifs. La Figure 22 montre I'analyse d'un clone P issu d’'une population transduite par un
vecteur lentiviral intégratif. Ce profil est identique a celui du clone P1’, qui est issu d'un deuxiéme
clonage a partir du clone P1. Le clone P2 posséde des fragments communs avec les clones P1 et P1’
et des fragments supplémentaires, comme attendu puisque ce clone est issu du clone P1 transduit

par un second vecteur lentiviral intégratif.
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Figure 22 : Produits de I'amplification des régions flanquantes par LAM-PCR sur cellules
transduites par un vecteur lentiviral. A : P1 = population clonale obtenue par dilution limite aprés
transduction par un vecteur lentiviral intégratif. P1’ = population clonale obtenue par dilution limite a
partir de P1. P2 population clonale obtenue par dilution limite aprés transduction par un second vecteur
lentiviral intégratif. B : population hétérogéne obtenue aprés transduction par un vecteur lentiviral non-
intégratif exprimant le géne de résistance au G418 et sélection.

Cette méthode s’est avérée beaucoup moins efficace sur une population de cellules transduites par
le vecteur mutant INN-HA CMV NEO WPRE et sélectionnées pour leur résistance au G418. De plus,
une grande partie des fragments sous-clonés séquencés ne correspondait pas a des jonctions ADN
cellulaire — provirus. Nous avons toutefois identifié 4 régions flanquantes (pour 49 clones analysés)

dont les séquences sont présentées Figure 23.

AVaV T R|u o] u3 R [ us [\

mécanisme locus séquence
1:non spécifique  1p32 ..GAGATCGTCAATCCTGAAGA. ..
2 :non spécifique IRES-GFP ...GAGATCGTCAACCACGTCTA ..
3 : spécifique 8p12 ...GAGATCGTCCAAAGCGGGT ...
4 :indéterminé 1p32 ...GAGATCGTCIGTTAGGTTG...

Figure 23 : Séquences des régions flanquantes du site d’intégration (soulignée) et mise en
évidence du mécanisme d’intégration.

Le protocole que nous avons utilisé nous permet d’amplifier spécifiquement la région flanquante du

LTR 3°, mais n’apporte pas d’information sur la région en 5’ du provirus. Nous ne pouvons donc pas
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déterminer si le site d’intégration est dupliqué ou non. L’identification du mécanisme d’intégration
se fait sur la seule base de la délétion, ou non, du dinucléotide GT a I'extrémité 3’ du provirus. Sur
ce critere, nous observons 2 (peut-étre 3?) événements indépendants de l'intégrase et un

événement catalysé par 'intégrase.

Bien que les résultats obtenus ne soient pas quantitatifs, ils suggerent néanmoins qu'une partie des
événements d’intégration sont catalysés par l'intégrase. Une telle activité n’est pas incompatible
avec la mutation utilisée (2©2RRK->AAH) puisqu’elle laisse le site catalytique (D64, D116, E152)

intact.

En résumé, ces résultats montrent que (i) le génome des vecteurs portant la mutation
N est majoritairement sous forme épisomale et qu’il est permissif a la transcription
du transgeéne et (ii) la fréquence d’intégration résiduelle des vecteurs portant la
mutation N est environ 500 a 1250 fois moins élevée que la fréquence d’intégration
des vecteurs sauvages. (iii) Cette activité résiduelle pourait étre en partie catalysée

par une activité persistante de I'intégrase mutée.

2.1.3. Efficacité

Nous avons constaté que la capacité de transduction des vecteurs GFP mutants par unité de
volume, c’est-a-dire le titre en particules efficaces pour la transduction (TU), était inférieure a celle
des vecteurs controles produits simultanément (INy-HA CMV GFP WPRE : ~10% TU/mL ; INwr-
HA CMV GFP WPRE : ~102 TU/mL). Nous avons comparé ce titre en TU rapporté au titre en p24
pour les différents stocks produits en paralléle. Dans chaque cas, ce rapport est plus élevé pour les
vecteurs intégratifs (voir Figure 24). Le rapport INwr/INx est compris entre 4,6 et 20,4 (moyenne :
9,9 (=7,3)). Ce résultat suggere que les particules mutantes sont moins efficaces que les

particules controdles pour la transduction des cellules.

10°7 HIN,
mp

rapport TU/p24

10 7

Figure 24 : Comparaison du rapport TU/p24 pour les différents stocks de vecteurs CMV GFP WPRE
mutants et contréles produits en paralléle.
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Nous avons également comparé lefficacité d’expression du transgéne des deux vecteurs par
lanalyse de l'intensité de fluorescence des cellules 72 h apres transduction. En effet, dans des
conditions de transduction faible (<30% de cellules transduites), nous avons observé que la
fluorescence moyenne par cellule GFP*, obtenue par I'analyse FACS, est stable pour un vecteur
donné au sein d’'une méme expérience. Dans ces conditions, la probabilité d’infections multiples est
négligeable. La valeur de fluorescence moyenne par cellule reflete donc le niveau d’expression
d’'une copie de génome. Le Tableau 4 récapitule les données obtenues pour deux productions

indépendantes et représentatives de deux vecteurs mutant et controle.

Nous observons que la valeur moyenne de la fluorescence moyenne par cellule (mfi), exprimée en
unités relatives de fluorescence, pour les deux vecteurs mutants est de 63,71 (x2,69) et 72,64
(x3,65) tandis qu’elle est de 499,97 (x21,71) et 499,82 (£33,59) pour les deux vecteurs controles.
Ces résultats montrent donc que les vecteurs mutants sont moins efficaces pour
Pexpression d’un transgéne que les vecteurs controles sauvages. Ceci traduit
probablement une activité transcriptionnelle réduite des formes épisomales du

génome vecteur.

Tableau 4 : Efficacité d’expression du transgéne. Comparaison de lintensité de fluorescence
moyenne par cellule GFP" aprés transduction avec différentes doses de vecteurs controle INy-HA
CMV GFP WPRE ou mutant INN-HA CMV GFP WPRE produits en paralléle (mfi = mean fluorescence
intensity, exprimée en unités relatives de fluorescence)

Vecteur 0,005uL. 0,000 5ul. = Moyenne

% 17,9 2,21 -

S INy CMV GFP 63,71 (x2,69)

g mfi 61,81 65,61 -

2

'8 % - 18,06 1,75

>l 1IN+ CMV GFP 499,97 (+21,71)
mfi - 515,32 484,62
% 2,25 0,1 -

= INy CMV GFP 72,64 (£3,65)

g mfi 70,06 75,22 -

k3]

=)

’g % - 1,42 0,09

Sl [Nwi CMV GFP 499,82 (+33,59)
mfi - 523,57 476,07

2.1.4. Importance du flap

Nous avons montré quun vecteur lentiviral non-intégratif permet ’expression d’un transgene, bien
que celle-ci soit moins efficace pour un vecteur mutant qu’avec un vecteur intégratif. Ceci est
contraire aux données publiées précédemment concernant les vecteurs lentiviraux déficients pour
I'intégrase

En effet, les auteurs n’observent pas d’expression du transgéne. En dehors de la mutation

d’intégrase utilisée, une des différences entre les vecteurs précédemment décrits et celui que nous
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étudions est la présence du flap. Comme mentionné précédemment, le flap est un élément
déterminant de l'import nucléaire, il permet d’améliorer d’'un facteur 2 a 10 lefficacité de
transduction des vecteurs lentiviraux . Nous avons donc testé cette hypothése
en supprimant la séquence cPPT-CTS du vecteur. Des vecteurs CMV GFP WPRE ont été produits,
avec ou sans la mutation d’intégrase et avec ou sans la séquence cPPT-CTS (flap/Aflap). Ces
différents vecteurs ont été utilisés pour réaliser un essai dose-réponse sur des cellules 293T (voir

Figure 25).

Comme attendu pour le vecteur intégratif, nous observons un effet positif du flap sur le
pourcentage de transduction. Avec la plus haute dose testée (40ng), le vecteur flap transduit 76,4%
(+1,23) des cellules, alors que seules 45,8% (x0,54) des cellules sont transduites avec le vecteur
Aflap. De facon remarquable, 'absence du flap diminue la pente de la courbe, ce qui traduit
probablement une saturation de I'import nucléaire, comme précédemment décrit

. Des résultats tout a fait comparables sont obtenus avec les vecteurs mutants : le pourcentage
de cellules GFP+ est supérieur avec le vecteur INN-HA CMV GFP WPRE par rapport au vecteur
INN-HA CMV GFP WPRE A flap (39,97% (= 0,07) et 9,55% (x0,75) respectivement) et la pente de
la droite obtenue avec 'expression de la GFP en fonction de la dose est plus élevée pour le vecteur
INxy CMV GFP (4,62 vs 3,88).

De plus, le pourcentage de cellules GFP+ observées aprés incubation avec le vecteur INyv-HA CMV
GFP WPRE A flap résulte effectivement d'un mécanisme de transduction, et non d’'un phénomeéne
de pseudotransduction, puisque (i) la réponse est affectée par le traitement des cellules par AZT
(données non présentées) et (ii) la fluorescence moyenne par cellule pour les cellules transduites

avec ce vecteur est comparable a celle observée avec le vecteur INN-HA CMV GFP WPRE (vecteur

flap INN : mfi = 37,3 2,4, n=3, cellules GFP* <25% ; vecteur A flap INy: mfi = 36,5 +2,7, n=5,
cellules GFP*+ <10%).

La présence du flap n’est pas indispensable a I’expression du transgéne par un
vecteur lentiviral non-intégratif, bien qu’elle améliore ’efficacité de transduction. La
présence du flap dans les vecteurs que nous avons utilisés n’explique donc pas les
discordances entre nos résultats et les résultats décrits antérieurement par Naldini

et coll..
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Figure 25 : Influence du flap sur l'efficacité de transduction. Les cellules ont été transduites avec
des doses croissantes de vecteur INy/INwt —HA CMV GFP WPRE, IN\/INywt —HA CMV GFP WPRE
Aflap (dépourvu du cPPT-CTS). Les cellules sont fixées 72h aprés transduction et analysées par FACS.
Chaque point est la moyenne de 3 puits transduits indépendamment + I'écart-type.

2.1.5. Stabilité des cercles

Comme nous l'avons démontré précédemment, l'expression du transgéne par les vecteurs
lentiviraux non-intégratifs n’est pas stable dans les cellules en division (voir Figure 20). Cette
diminution de 'expression au cours du temps a été attribuée au phénotype épisomal des génomes,
mais pourrait également étre la conséquence de la dégradation des cercles dans la cellule. Afin de
vérifier la stabilité des cercles formés dans le noyau des cellules aprés transduction par un vecteur
lentiviral déficient pour lintégrase, nous avons analysé l'expression du transgene apres

transduction de cellules qui ne se divisent pas.

Nous avons choisi de transduire des neurones et des astrocytes primaires, issus de cortex de rat
embryonnaire. Les neurones primaires ne se divisent pas et peuvent survivre environ 2 semaines
en culture. Les astrocytes se multiplient jusqu’a confluence, puis les inhibitions de contact bloquent
leur prolifération, ils peuvent alors étre conservés pendant plusieurs semaines en absence de

division cellulaire.

Nous avons transduit des neurones et des astrocytes primaires confluents avec des doses
équivalentes en TU de vecteurs non-intégratif INy-HA CMV GFP WPRE ou intégratif INwr-HA
CMV GFP WPRE. Les cellules ont été fixées et analysées a différents temps apres transduction pour

déterminer le pourcentage de cellules exprimant le transgene (voir Figure 26).

Le pourcentage de cellules GFP+ obtenues a été évalué dans les cultures de neurones. Il est
équivalent pour les vecteurs intégratif et non-intégratif et stable pendant au moins 16 jours. Dans
les astrocytes, l'expression a été observée pendant au moins 5 semaines. La perte de

Pexpression du transgéne, observée dans les cellules en multiplication apres




transduction avec les vecteurs déficients pour I'intégration, est donc le résultat de la
dilution des génomes non-intégrés. En absence de division cellulaire, les formes

épisomales sont stables.
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Figure 26 : Stabilité de I’expression du transgéne dans des cellules en arrét de division aprés
transduction par un vecteur lentiviral non-intégratif. Des neurones et des astrocytes primaires issus
de cortex d’embryons de rat ont été transduits par des doses équivalentes (TU) de vecteur intégratif et
non-intégratif et le pourcentage de cellules GFP+ a été évalué a différents temps apres transduction. A,
B : expression de la GFP dans les neurones. Chaque point du graphique représente la moyenne du
pourcentage de cellules GFP+ évalué sur trois puits par comptage dans chaque puit de trois champs (=
I'écart-type). C: Expression de la GFP jusqu’a au moins 25 jours aprés transduction dans les
astrocytes.

2.2. Expression du transgene in vivo

Des publications précédentes ont suggéré que I'intégration du provirus dans la chromatine de la
cellule transduite est requise pour I'expression d’un transgeéne a partir des vecteurs lentiviraux,
particulierement in vivo dans le cerveau et la rétine

. Ces travaux concernent des vecteurs lentiviraux, HIV et
FIV, portant une mutation dans 'intégrase au niveau d’'un des trois résidus du site catalytique (D64
pour le HIV et D66 pour le FIV). Nous avons donc vérifié si le vecteur que nous avons caractérisé in
vitro permettait ou non 'expression d’un transgene in vivo dans le SNC, plus particuliérement le

striatum et la rétine.

2.2.1. Cerveau

Dans un premier temps, nous avons injecté le vecteur non-intégratif INx CMV GFP WPRE par

stéréotaxie dans un striatum de souris ; le vecteur contréle INwr CMV GFP WPRE a été injecté



dans le striatum contralatéral. Les animaux ont été sacrifiés a différents temps apres injection, leur
cerveau congelé et coupé au cryostat puis analysé par immunohistochimie pour détecter

I'expression de la GFP (voir Figure 27).

Nous observons que les vecteurs lentiviraux non-intégratifs permettent 'expression du transgene
in vivo, de facon comparable a 'expression obtenue avec un vecteur lentiviral intégratif classique.

Cette expression est stable pendant au moins 10 semaines.

L’intégration n’est donc pas requise pour I’expression du transgéne par un vecteur
lentiviral in vivo. De plus, en absence de division cellulaire, les formes épisomales du

génome peuvent persister pendant au moins 10 semaines.
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Figure 27 : Expression du transgéne in vivo dans le striatum de souris apres injection d’'un vecteur
lentiviral non-intégratif. Analg/se immunohistochimique de I'expression de la GFP dans le cerveau de
souris apres injection de 10°TU du vecteur INy CMV GFP WPRE (hémisphére gauche) et du vecteur
INwt CMV GFP WPRE (hémisphére droit), 10 semaines apres injection (n=3).

2.2.2. Rétine

Les vecteurs INy CMV GFP WPRE et INwr CMV GFP WPRE ont également été injectés dans
I’'espace sous-rétinien chez le rat, en collaboration avec le laboratoire de Y. Arsenijevic (Hopital
Ophtalmique, Lausanne). Le vecteur non-intégratif a été injecté dans I'ceil droit, le contréle

intégratif dans I'ceil gauche du méme animal.

Dans un premier temps, nous avons évalué la dose de vecteur permettant de suivre 'expression de

la GFP chez l'animal vivant par angiographie. Comme précédemment, nous avons constaté



qu’apres injection de doses équivalentes en p24, I'expression de la GFP observée avec le vecteur
intégratif est supérieure a celle observée avec le vecteur non-intégratif (voir Figure 28 — animal
#18).

Nous avons ensuite injecté les vecteurs avec un rapport 1: 5 en p24, ce qui correspond a des doses
similaires en TU (voir Figure 28 — animal #23). L’expression de la GFP a pu étre visualisée chez
Panimal vivant par angiographie pendant 5 mois (voir Figure 28). Cependant, sur les 4 animaux
analysés au dernier point, soit 7 mois apres injection, I’expression de la GFP n’a pu étre détectée

par angiographie que chez un seul animal (ceil controle).

L’expression du transgéne dans la rétine, aussi bien avec les vecteurs intégratifs que non-
intégratifs, n’est donc pas stable dans le temps. Nous avons observé une diminution, parfois une
disparition totale, de la zone de transduction exprimant le transgene, préférentiellement dans I'ceil
ou I'expression initiale était la plus forte et de facon indépendante du vecteur. Nous attribuons cette
disparition des cellules exprimant le transgeéne a une toxicité de la GFP, comme cela a déja été
décrit . Néanmoins, I'hypothése de I'extinction du promoteur CMV, qui dirige
I'expression de la GFP dans les vecteurs utilisés, ne peut étre totalement écartée. De nouvelles

expériences seront nécessaires pour confirmer 'une ou 'autre de ces hypotheses.

Nous avons pu observer I'expression de la GFP en microscopie a fluorescence sur rétine « montée a
plat ». La morphologie des cellules exprimant le transgene est tout a fait caractéristique des cellules
de 1épithélium pigmentaire (RPE) (voir Figure 29-A). De méme, apres analyse
immunohistochimique sur des coupes de rétine, I'expression du transgene est restreinte a une
couche de cellule, le RPE (voir Figure 29-B). Ces résultats sont en accord avec les études
précédentes de I'expression d’'un transgéne apres injection d’'un vecteur lentiviral dans I'espace

sous-rétinien

En conclusion, nous avons observé ’expression du transgéne pendant 5 mois apreés
injection dans I’espace sous-rétinien chez le rat d’un vecteur lentiviral non-intégratif.
Cependant, I’expression du transgéne n’est pas stable, probablement a cause de la

toxicité induite par le niveau élevé de GFP.
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Figure 28 : Expression du transgéne in vivo dans la rétine de rat. Observation par angiographie
chez I'animal vivant de I'expression de la GFP aprés injection dans I'espace sous-rétinien chez le rat
des vecteurs lentiviraux non-intégratif INy CMV GFP WPRE et contrdle INywr CMV GFP WPRE.
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Figure 29 : Expression du transgéne in vivo dans la rétine chez le rat. Analyse histologique de la
rétine une semaine aprés injection d’un vecteur lentiviral INy CMV GFP (250ng p24) (A) Observation au
microscope a fluorescence sur rétine montée a plat. (B) Analyse immunohistochimique sur coupe de
rétine.

2.3. Conclusion

Nous avons démontré, dans cette premiére partie des résultats, que des vecteurs lentiviraux portant
une mutation de la région N de I'intégrase (1) permettent la formation de génomes épisomaux dans
le noyau des cellules transduites, (2) que ces formes épisomales peuvent étre transcrites et
permettent 'expression d’'un transgene, quelque soit I'état de la cellules ciblée (en division ou non),
(3) que cette expression est perdue par dilution des formes épisomales dans des cellules qui se
divisent mais qu’elle est stable dans des cellules qui ne se divisent pas. De plus, (4) 'expression du
transgene a été observée dans le SNC de rongeurs, jusqu’a au moins 10 semaines dans le striatum
de souris et 5 mois dans le RPE chez le rat. Toutefois, nous avons identifié certains points sur

lesquels des améliorations sont possibles.

Tout d’abord, nous avons observé que les vecteurs mutants ne sont pas totalement dépourvus
d’activité d’intégration. Cette activité résiduelle a été estimée inférieure de 2 ou 3 log a I'intégration
des vecteurs sauvages, et nous avons pu mettre en évidence qu’une partie au moins des événements

sont catalysés par I'intégrase. Ceci suggére que I'intégration résiduelle peut encore étre réduite.




D’autre part, nous avons pu constater que le niveau d’expression du transgene obtenu avec des
vecteurs non-intégratifs est inférieur a celui obtenu avec des vecteurs intégratifs classiques.
Pourtant, parallelement a nos travaux, Yanez-Munoz et coll. ont décrit des vecteurs lentiviraux
portant une mutation dans le site catalytique de I'intégrase (substitution D64V) qui seraient aussi

efficaces que des vecteurs intégratifs

Nous nous sommes donc attachés, dans la seconde partie de nos travaux, a améliorer I'efficacité des
vecteurs lentiviraux sur ces deux points particuliers. Nous avons tout d’abord introduit des
séquences d’attachement a la matrice dans le génome vecteur et évalué I'impact de ces séquences
sur la transcription. Nous avons ensuite comparé la mutation de la région N avec la mutation D64V
et la mutation LQ, seules ou en combinaison avec la mutation des régions att. Pour ces différents

vecteurs, nous avons évalué l'efficacité de transduction et I'intégration résiduelle.



3. AMELIORATIONS

3.1. Effet des séquences d’attachement a la matrice sur
I’expression du transgene

Les séquences d’attachement a la matrice (S/MAR) ont précédemment été utilisées dans les
vecteurs lentiviraux. Elles permettent d’améliorer 'expression du transgene, en particulier en
réduisant les effets potentiels de silencing de la chromatine environnante du provirus

. Nous avons voulu
évaluer leur potentiel dans le contexte d’'un vecteur lentiviral non-intégratif. Cette démarche est
fondée sur I'hypothése que les différents compartiments du noyau ne sont pas équivalents en ce qui
concerne l'accessibilité a la machinerie de transcription. La différence d’efficacité d’expression
entre les génomes intégrés et les génomes épisomaux pourrait donc refléter une mauvaise
localisation sous-nucléaire des formes non-intégrées. Nous avons donc supposé que par leur action
d’attachement a la matrice nucléaire, les séquences MAR pourraient placer les cercles dans un

environnement plus favorable a la transcription.

Nous avons évalué l'effet de deux séquences. La premiére séquence a été décrite par le groupe de
M. Kay pour l'expression de facteurs thérapeutiques dans le foie

. Il s’agit de la séquence MAR de la chaine légere de 'immunoglobuline de souris (Igk MAR).
Cette séquence est courte (300pb), elle nous a donc particulierement intéressé. En effet,
Paugmentation de la longueur du génome lentiviral est connue pour diminuer l'efficacité de la
rétrotranscriptase, donc 'efficacité globale des vecteurs. Nous avons également testé une séquence

issue du lysozyme de poulet (3 000pb), obtenue par N. Mermod, Lausanne (ChMAR).

Deux vecteurs controles ont été envisagés dans ces expériences : un vecteur contenant a la place de
la séquence MAR évaluée une autre séquence neutre de taille équivalente ou un vecteur « vide »,
c’est-a-dire sans séquence MAR ni autre séquence de remplissage. Cette deuxiéme option ne
permet pas de discerner l'effet potentiel du MAR de son éventuel effet sur la réduction de
Iefficacité de rétrotranscription. Cependant, le but est 'amélioration de 'efficacité des vecteurs par
rapport au vecteur déja utilisé, c’est a dire « vide », c’est donc ce vecteur que nous avons choisi pour

controle.

Nous avons utilisé des vecteurs exprimant la Luciférase. Ce transgene permet en effet une
évaluation quantitative plus précise que la GFP. Différents vecteurs ont été construits avec les
séquences Igk MAR et ChMAR (voir Figure 30) et ont été produits en version intégrative et non-
intégrative (mutant INy). Les stocks produits ont été testés sur différentes lignées cellulaires. Nous

n’avons pas reproduit les résultats précédemment obtenus avec la séquence Igk MAR dans un



vecteur intégratif et nous n’avons pas observé un effet positif de cette séquence dans un vecteur
non-intégratif. Nous avons également noté un effet négatif du ChMAR, probablement par la

réduction de l'efficacité de la rétrotranscription (résultats non présentés).
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Figure 30 : Vecteurs utilisés pour I’évaluation de I'effet des séquences MAR sur I'expression d’un
transgene par un vecteur lentiviral.

Dans un dernier temps, nous avons testé les vecteurs dans des cellules primaires ou I'expression
des vecteurs lentiviraux est fortement réprimée afin de favoriser I'’éventuel effet positif des
séquences MAR. Nous avons choisi des progéniteurs neuraux humains, disponibles au laboratoire
et particulierement réfractaires a I'expression d’'un transgene par un vecteur lentiviral s’ils sont
maintenus dans leur état indifférencié. Les résultats, présentés Figure 31, sont représentatifs de ce
que nous avons obtenu sur les lignées cellulaires. Encore une fois, nous n’observons pas d’effet
significatif de la séquence Igk MAR et un effet négatif de la séquence ChMAR. Une différence est
toutefois observée avec la séquence ChMAR en fonction de son orientation, ce qui pourrait suggérer
un effet sur la transcription. Il serait nécessaire, afin de confirmer cet effet, de comparer les
vecteurs INy CMV LUC ChMAR WPRE avec un vecteur portant une séquence de remplissage
(stuffer) de méme taille.

En conclusion, les éléments S/MAR que nous avons utilisés ne permettent pas
d’améliorer le niveau d’expression d’un transgéne a partir des épisomes du génomes
HIV.
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Figure 31 : Effet des séquences MAR sur I'expression du transgéne par les vecteurs lentiviraux non-
intégratifs (INy). Les cellules sont transduites et le dosage de l'activité LUC est réalisé aprés 72h de
culture. Chaque point est la moyenne obtenue a partir de trois puits, + I'écart-type.

3.2. Utilisation d’autres mutations d’intégrase

Comme mentionné précédemment, Yanez-Munoz et coll. rapportent que des vecteurs lentiviraux
portant la substitution D64V permettent un niveau d’expression du transgéne équivalent a celui
observé avec des vecteurs intégratifs . Ceci n’est pas en accord avec ce
que nous avons observé avec les vecteurs INn. Nous avons donc comparé lefficacité de
transduction de vecteurs portant ces différentes mutations. Nous avons également utilisé, dans ces
expériences, des vecteurs portant la mutation LQ que nous avions précédemment décrits comme
étant moins efficaces que les vecteurs N (voir chapitre 1.1.2 p105). Plusieurs vecteurs exprimant
différents transgenes ont été produits : la GFP, le Luciférase ou le GDNF. Les différents vecteurs

utilisés pour une méme expérience ont toujours été produits et titrés en paralléle.

3.2.1. Influence des mutations d’intégrase sur I’expression de la GFP

Une premiére série d’expériences a été réalisée avec des vecteurs lentiviraux portant différentes
mutations dans la séquence de 'intégrase et exprimant le géne rapporteur de la GFP. Des cellules
HeLa ont été transduites avec différentes doses (normalisées en p24) de ces vecteurs mutants ainsi
que du vecteur contrble intégrase sauvage. Les cellules ont été cultivées pendant 72h apres
transduction puis fixées et analysées par FACS pour déterminer le pourcentage de cellules GFP+
ainsi que l'intensité de fluorescence moyenne par cellule (mfi). Cette expérience a été répétée avec
les mémes stocks de vecteurs ainsi qu’avec des stocks produits indépendamment. Les résultats de

ces trois expériences indépendantes sont présentés dans la Figure 32.



Nous observons, pour les trois expériences, que les vecteurs portant une intégrase sauvage INwr
sont plus efficaces que les trois vecteurs mutants, y compris le vecteur INpesv. Pour la premiere
expérience, a la dose la plus faible testée, le pourcentage de cellules exprimant la GFP est supérieur
a 90% pour le vecteur INwr alors qu’il est inférieur a 30% pour les trois vecteurs mutants INpeyyv,
INy et INLo-HA. Le pourcentage de cellules GFP+ reste élevé pour les doses croissantes de vecteur
controle intégratif. Cette valeur augmente en fonction de la quantité de p24 pour les trois vecteurs

mutants, et atteint un nombre maximum de cellules transduites supérieur a 80%.

Nous observons toutefois que le pourcentage maximum de cellules GFP+ atteint avec le vecteur INy
est plus faible qu’avec le vecteur INpe4v. De facon surprenante par rapport a ce que nous avions
conclu des expériences préliminaires, le pourcentage de cellules GFP+ obtenu avec le vecteur INy

est également inférieur a celui observé avec le vecteur INig-HA. La différence n’est pas tres

importante (environ 20%) mais elle reproductible entre les trois expériences indépendantes.

Les résultats obtenus par l'analyse de la mfi montrent que le vecteur controle intégratif est
significativement plus efficace pour la transduction. En particulier, dans la premiére expérience,
nous observons que cette valeur augmente de facon exponentielle en fonction de la dose, alors que
le pourcentage de cellules GFP+ est supérieur a 90%, quelle que soit la dose. Ceci traduit le fait que

le nombre de particules par cellule est de plus en plus élevé pour des doses croissantes de vecteur.

Comme pour I'analyse du parameétre « pourcentage de cellules GFP+ », les trois vecteurs mutants
INps4v, INN et INLo-HA, sont moins efficaces que le vecteur controle. Nous observons également
que les vecteurs INpesv et INLg-HA se comportent de facon similaire et sont légerement plus
efficaces que le vecteur INy. Cette tendance est reproduite dans les trois expériences

indépendantes.

L’ensemble de ces résultats sur I’analyse de I’expression de la GFP démontrent donc
que les vecteurs non-intégratifs INn, INLg et INpe4v ne permettent pas une expression

du transgeéne aussi efficace que le vecteur controéle portant une intégrase sauvage.

Ils suggeérent également que, contrairement a notre hypothése initiale, les vecteurs
portant une mutation dans les régions L et Q de I'intégrase sont plus efficaces que les

vecteurs mutés dans la région N.

Afin de confirmer ces tendances, nous avons complété notre analyse par la comparaison de
vecteurs portant les mémes mutations dans la séquence de l'intégrase, mais exprimant le géne

rapporteur de la Luciférase.
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Figure 32: Comparaison de linfluence des mutations d’intégrase D64V, N et LQ-HA sur
I’expression de la GFP. Présentation de trois expériences indépendantes (en haut et au milieu avec
les mémes stocks de vecteurs, en bas avec une production indépendante de vecteurs). Des cellules
HelLa ont été transduites avec des doses croissantes de chaque vecteur et analysées par FACS 72h
apreés transduction, chaque résultat est la moyenne de trois puits, = écart-type. A droite : représentation
du pourcentage de cellules exprimant la GFP en fonction de la dose de vecteur utilisée, a gauche :
représentation de la fluorescence moyenne par cellules en fonction de la dose de vecteur utilisée
(exprimée en unités relatives (RU)).
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3.2.2. Influence des mutations d’intégrase sur I’expression de la

Luciférase

Une seconde série d’expériences a été réalisée avec des vecteurs exprimant la Luciférase. Des
cellules HeLa ont été transduites avec des doses croissantes des différents vecteurs controle INwr
ou mutants INpssv, INN ou IN1g-HA. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 72h puis
Pactivité Luciférase a été évaluée pour chaque condition. Comme pour I'analyse de I'expression de
la GFP, une premiére expérience a été réalisée, répétée de facon indépendante avec les mémes
stocks de vecteurs puis avec une nouvelle production de vecteurs. Les résultats de ces trois

expériences indépendantes sont présentés dans la Figure 33.

Tout comme pour les vecteurs exprimant la GFP, nous observons de facon tres nette que le vecteur
controle INwr permet 'expression du transgene a un niveau beaucoup plus élevé (environ 1 log)

que les trois vecteurs mutants pour I'intégrase.

Le comportement du vecteur INy est, cette fois, trés nettement différent de celui des deux autres
vecteurs mutants INpegsv et IN1g-HA. Non seulement I'expression de la Luciférase est inférieure
dans les cellules transduites avec le vecteur INy, mais elle est rapidement saturée. En effet, alors
que lactivité Luc augmente en fonction de la dose, jusqu’a 500ng de p24, dans les cellules
transduites avec les vecteurs INpeyv et INLg-HA, cette activité atteint un plateau avec les vecteurs
INN dés 10ong de p24. Cet effet de saturation est reproductible et indépendant de la production

puisqu’il est observé de facon similaire avec des stocks produits indépendamment.

Les résultats obtenus par le dosage de Dactivité Luciférase montrent donc une
nouvelle fois que le vecteur intégratif permet une expression du transgeéne plus
efficace que les vecteurs épisomaux (10 a 100 fois). Ces résultats apportent également un
élément nouveau : la transduction avec le vecteur INy n’est pas croissante en fonction de la dose,
mais rapidement saturée. Ce profil n’est pas sans rappeler les résultats qui ont été obtenus avec des
vecteurs lentiviraux dépourvus de la séquence cPPT-CTS

. Ces vecteurs seraient soumis a un mécanisme d’import nucléaire passif rapidement saturé.
L’efficacité de transduction, au-dela d’une certaine dose, n’est donc plus dépendante du nombre de
particules. L’introduction de la séquence cPPT-CTS permet aux CPI de bénéficier d'un autre
mécanisme d’import nucléaire qui, lui, n’est pas saturé. En conséquence, I’expression du transgene

augmente en fonction de la dose de vecteur, méme pour des doses élevées.

Rappelons également qu'un des défauts supposés induits par la modification des régions N, L et Q
est un défaut d’import nucléaire : bien que non confirmée par ’étude de Petit et coll.
, 'implication de ces motifs dans I'import nucléaire du CPI avait été proposée par Gallay et

coll.

Ainsi, les résultats que nous avons obtenus avec les vecteurs Luciférase suggérent

que I'impact de la mutation de la région N de I'intégrase sur la transduction est plus
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important que celui de la mutation des régions L et Q et que le défaut induit pourrait
se situer au niveau de 'import nucléaire du CPI. Cette hypothése, qui demande a étre

validée, sera discutée plus en détail dans le chapitre Discussion.
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Figure 33 : Comparaison de l'influence des mutations d’intégrase D64V, N et LQ-HA sur
’expression de la Luciférase. Présentation de trois expériences indépendantes (en haut avec les
mémes stocks de vecteurs, en bas avec une production indépendante). Des cellules HelLa ont été
transduites avec des doses croissantes de chaque vecteur et I'activité Luc a été dosée pour chaque
condition 72h aprés transduction, chaque résultat est la moyenne de trois puits, + écart-type. L’activité
obtenue pour les cellules transduites avec le vecteur témoin INywt est représentée sur un axe
d’ordonnée différent (axe de droite).

3.2.3. Influence des mutations d’intégrase sur I’expression du GDNF

Le GDNF (Glial derived neurotrophic factor) est un gene d’intérét thérapeutique. Il peut étre utilisé
pour favoriser la survie des neurones dans le cadre de pathologies neurodégénératives, comme les

dégénérescences rétiniennes . Les cellules cibles




dans de telles stratégies sont des cellules majoritairement en arrét de division. Le transfert de gene
en vue d’'une expression stable du GDNF peut alors étre réalisé par un vecteur lentiviral non-
intégratif. Nous avons donc évalué l'efficacité d’expression du GDNF par des vecteurs lentiviraux

mutants pour I'intégrase INy et INpeyv.

Différentes doses de ces vecteurs ont été utilisées pour transduire des cellules 293T et la
concentration de GDNF a été évaluée par ELISA sur le milieu de culture des cellules pour chaque

condition. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la Figure 34.

En accord avec ce que nous avons observé avec les vecteurs exprimant la GFP et la Luciférase, le
vecteur intégratif permet un niveau d’expression du GDNF plus élevé que les vecteurs non-
intégratifs INy et INpeyv. Le rapport WT/mutant est d’environ 3 pour la dose la plus faible. Il est

supérieur a 5 pour la dose supérieure testée, et augmente aux doses supérieures.

Pour les doses testées, I'expression de la quantité de GDNF en fonction de la dose de vecteur peut
étre assimilée a une régression linéaire. Nous avons donc déterminé, pour chaque vecteur mutant,
un coefficient de régression qui traduit l'efficacité relative de chaque vecteur. Ce coefficient est

environ 3,3 fois plus élevé pour le vecteur INps4v que pour le vecteur INy (0,946, r=0,970 vs 0,288,

r=0,965).

Ces résultats confirment que, dans une perspective thérapeutique, I'utilisation d’un
vecteur lentiviral non-intégratif portant la substitution du site catalytique INpe4v est
préférable a celle d’'un vecteur modifié dans la région N de l'intégrase puisque ce
dernier ne permet pas une expression aussi efficace du transgéne. Ces résultats
suggerent aussi, a nouveau, que la mutation N affecte plus sévérement la
transduction que nous I’avions initialement supposé, probablement en perturbant

une autre étape que I'intégration.
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Figure 34 : Comparaison de I'influence des mutations d’intégrase D64V et N sur I'expression du
GDNF. Des cellules 293T ont été transduites avec des doses croissantes de chaque vecteur et la
concentration de GDNF secrétée dans le milieu de culture a été évaluée par ELISA pour chaque
condition, 48h apres transduction.



3.3. Réduction de l'intégration résiduelle

Nous avons pu mettre en évidence, par séquencage de produits obtenus par LAM-PCR, qu'une
. . s 7 5 , . yo ’

partie au moins des événements d’intégration résiduelle observée avec les vecteurs INy est

catalysée par l'intégrase. Cette constatation nous a conduit a envisager l'utilisation d’autres

mutations, seules ou en combinaison avec la mutation N, en particulier les mutations des

séquences att des LTR.

Comme mentionné précédemment, les séquences att des LTR sont requises pour l'intégration :
elles sont reconnues par l'intégrase ce qui permet la prise en charge des LTR par I'intégrase et la
catalyse de la réaction d’intégration. Leur mutation, y compris au sein d'un vecteur lentiviral

, réduit considérablement la fréquence d’intégration. Nous avons donc
produit des vecteurs portant une mutation de la région N de l'intégrase et/ou des régions att des

LTR et évalué l'activité résiduelle d’intégration de ces vecteurs.

D’autre part, dans une publication récente, Yanez-Munoz et coll. ne détectent pas d’événements
d’intégration avec un vecteur lentiviral INpesv . Ces résultats suggerent
donc que la mutation D64V affecte de facon plus drastique l'intégration que la mutation N que
nous avons décrite. Nous 'avons donc incorporée dans notre étude afin de la comparer avec la

mutation N.

Les différents vecteurs produits, permettant I'expression du géne de résistance NEO, ont été
utilisés pour transduire des cellules HeLa. Ces cellules ont ensuite été ensemencées a faible densité
puis cultivées en présence de G418 afin de sélectionner les événements d’intégration. Apreés une
semaine de sélection, les cellules ont été fixées et colorées pour comptage. Pour les doses les plus
élevées de vecteur, le nombre de clones n’a pu étre précisément évalué, les cellules étant trop
denses (voir Figure 35). Les résultats des comptages pour les doses les plus faibles de vecteurs sont

représentés Figure 36.

Comme attendu, ces résultats montrent que les différentes mutations, de l'intégrase et des
séquences att, réduisent la fréquence d’intégration des vecteurs lentiviraux par rapport au vecteur
controle INwr. Afin de déterminer plus précisément l'efficacité d’intégration de chaque vecteur,
nous avons considéré une portion du graphique et nous ’'avons assimilé a une régression linéaire.
Nous avons ainsi pu déterminer, par interpolation, la dose nécessaire pour obtenir 59 clones, ce qui
correspond au nombre de clones obtenus avec 0,2ng de p24 du vecteur contréle intégratif INwr.
Ces points sont représentés par les pointillés sur la Figure 36 . Les résultats de cette interpolation

sont présentés dans le Tableau 5.

Cette analyse révele que le vecteur INy est le moins efficace pour l'intégration. Dans 'expérience
présentée, il est environ 200 fois moins efficace que le vecteur contréle. Dans les mémes
conditions, le vecteur INpssv apparait n’étre qu'environ 30 fois moins efficace. Toutefois, nous

avons déterminé précédemment que les vecteurs INy présentent un défaut dans la transduction,
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autre que le défaut d’intégration recherché. Bien que ce défaut n’ait pas été clairement identifié, il a
induit probablement une diminution du nombre de génomes dans le noyau des cellules transduites
par rapport a une dose équivalente en p24 des vecteurs contréle INwr ou mutant INpeyv. Il serait
donc intéressant de pouvoir normaliser cette expérience par rapport a la quantité de génome ADN
synthétisés dans la cellule et pas seulement en particules physiques. Ainsi, I’expression de la
fréquence d’intégration par génome et non par nanogramme de p24 devrait réduire la différence

entre les deux vecteurs mutants INx et INpe,4v.
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Figure 35: Comparaison de l'influence des mutations d’intégrase D64V, N et LQ, et des
mutations des séquences att des LTR sur la fréquence d’intégration des vecteurs lentiviraux.
Les cellules (HelLa) sont transduites avec des doses croissantes de vecteurs CMV NEO WPRE et
ensemencées a faible densité. Les doses indiquées représentent la dose pour 200 000 cellules. Les
cellules sont cultivées en présence de G418 pendant 7 jours, puis fixées, colorées et photographiées.
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Figure 36 : Comparaison de l'influence des mutations d’intégrase D64V, N et LQ-HA, et des
mutations des séquences att des LTR sur la fréquence d’intégration des vecteurs lentiviraux.
Les cellules (HeLa) sont transduites avec des doses croissantes de vecteurs CMV NEO WPRE et
ensemencées a faible densité. Elles sont cultivées en présence de G418 pendant 7 jours, puis fixées et
colorées. Le nombre de clones pour chaque condition est compté, chaque résultat est la moyenne de
trois puits, + écart-type.

Tableau 5 : Efficacité d’intégration des vecteurs mutants par rapport au vecteur INyr. soit « x » =
la dose de vecteur (ng p24) et « y » = le nombre de clones, la régression linéaire est de la forme y = ax
+ b. Les coefficients « a » et « b » ont été déterminés pour chaque vecteur. Nous avons ensuite calculé,
a partir de cette équation, la dose de p24 (xsg) nécessaire pour obtenir 59 clones (y = 59).

INwT 0,20 1 -
INwr att y = 92,963x - 3,963 0,68 3,4 3,40
INp6av y =12,926x - 12,259 5,50 27,5 -
INpeav @tt | y = 9,2222x - 8,222 7,29 36,4 1,32
‘ INy y = 1,2481x + 5,152 43,10 215,7 ‘ . ‘
‘ INy, att y = 1,8148x - 1,4815 33,33 166,6 ‘ 0,77 ‘
‘ IN o-HA y = 1,6167x + 11,33 29,49 147,4 ‘ . ‘

De facon intéressante, nous observons que le vecteur INpesv S’intégre environ 5 fois plus
fréquemment que le vecteur IN1o-HA. Or, les expériences conduites précédemment pour évaluer
Iefficacité d’expression du transgéne de ces deux vecteurs n’ont pas mis en évidence de défaut pour
le vecteur IN1,o-HA. En d’autres termes, nous observons que contrairement au vecteur
INN, le vecteur INLo-HA s’intégre mois fréquemment que le vecteur INpssv pour une

efficacité de transduction similaire.

Au cours de cette expérience, nous avons également évalué I'effet de la mutation des séquences att

des LTR sur la fréquence d’intégration. Comme il a été décrit précédemment, la modification de ces
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bases réduit la fréquence d’intégration dun vecteur lentiviral portant une intégrase sauvage
. Nous observons toutefois un effet nettement moindre que celui décrit
par Nightingale et coll. puisque le vecteur INwr att n’est qu'environ 3 fois moins intégratif que le

vecteur controle INwr.

L’effet de la mutation des att a également été évalué en combinaison avec les mutations d’intégrase
N et D64V. Aucun n’effet significatif n’a pu étre mis en évidence (INpeyv att+/att- = 1,32 et INy

att+/att- = 0,77).

Nous observons donc que la mutation des séquences att des LTR ne permet pas de
réduire significativement la fréquence d’intégration des vecteurs lentiviraux mutants

pour l'intégrase.

3.4. Conclusion

Nous avions identifié, dans la premiére partie des travaux présentés, deux points sur lesquels les
vecteurs lentiviraux non-intégratifs pouvaient étre améliorés : I'efficacité d’expression du transgéne
et 'activité résiduelle d’intégration. Les travaux menés dans cette seconde partie avaient donc pour

objectif d’améliorer ces deux points.

Dans un premier temps, nous avons évalué l'effet de 'incorporation de séquences d’attachement a
la matrice dans le génome des vecteurs utilisés. Nous avons supposé que le manque d’efficacité de
transcription des génomes non-intégrés pouvait étre la conséquence de leur localisation dans un
compartiment nucléaire peu permissif. Nous avons donc formulé '’hypothése que l'ajout des
éléments d’ancrage a la matrice nucléaire pouvait favoriser la relocalisation des génomes
épisomaux dans un compartiment nucléaire plus propice a la transcription. Aucun de nos résultats

ne permet cependant d’attester du bien fondé de cette approche.

Dans un second temps, nous avons comparé des vecteurs portant différentes modifications de
Iintégrase, incluant les vecteurs INn. Ces expériences nous ont permis de vérifier que la
substitution du résidu D64 du site catalytique permet une expression du transgene plus efficace
que la modification de la région N. Nous avons également mis en évidence un défaut important des
vecteurs portant cette mutation INy, particuliéerement dans les expériences de dosage de l'activité
Luciférase. Ces résultats ont été interprétés comme traduisant un défaut d’import nucléaire des

vecteurs INn.

Nous avons enfin évalué I'effet de la modification des séquences att des LTR sur l'activité résiduelle
d’intégration. L’effet que nous avons observé sur le vecteur portant une intégrase non-modifiée est
modéré (réduction d’'un facteur 3 de la fréquence d’intégration) et aucun effet significatif n’a été

mis en évidence sur I'activité résiduelle d’intégration des vecteurs INx et INpeyyv.



De facon surprenante, les résultats que nous avons obtenus avec le vecteur IN1q suggerent que ce
vecteur est au moins aussi intéressant que le vecteur INpesv pour le transfert de geéne. En effet,
contrairement a ce que nous avions initialement supposé, nous avons montré que ces deux vecteurs
sont d’une efficacité comparable pour la transduction. De plus, nous avons observé que le vecteur

INyq s’intégre moins fréquemment que le vecteur INpesyv.
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Ce chapitre Discussion est organisé en quatre parties.

Dans une premiere partie, je discuterai les résultats que nous avons obtenus par rapport aux
autres vecteurs lentiviraux non-intégratifs décrits dans la littérature. J’aborderai également
I'importance du choix de la mutation et I'implication probable de l'intégrase dans différentes
étapes de la transduction. Dans une seconde partie, je discuterai des possibilités d’amélioration
des vecteurs lentiviraux non-intégratifs, que ce soit en termes d’efficacité d’expression du
transgene ou de réduction de lintégration résiduelle. Ensuite, j'aborderai les perspectives
d’évolution de ces vecteurs, notamment en tant que plateforme pour le développement de
vecteurs a intégration site-spécifique. Enfin, je souléverai un certain nombre de points critiques a
considérer en vue de l'application des vecteurs lentiviraux, qu’ils soient intégratifs ou non. En
effet, I'objet du travail que nous avons réalisé concerne la gestion du risque de mutagenése
insertionnelle, mais ce risque n’est pas le seul et d’autres sont également a prendre en compte.
Nous nous focaliserons tout d’abord sur la délétion du enhancer du LTR. Nous envisagerons
ensuite les risques liés a la formation de particules recombinantes, les conséquences de ce dernier
risque dépassent largement le cadre clinique et la formation de particules recombinantes peut

avoir de lourdes répercussions d’ordre environnemental.



1. LES VECTEURS LENTIVIRAUX NON-
INTEGRATIFS

1.1. l’intégration n’est pas nécessaire a I’expression
d’un transgene par un vecteur lentiviral

Les travaux menés au laboratoire ces dernieres années , ainsi que par
d’autres équipes , démontrent que
Iintégration n’est pas une étape indispensable a I'’expression d'un transgéne par un vecteur
lentiviral, aussi bien in vitro qu’in vivo. Pourtant, un certain nombre de publications antérieures
étaient parvenues a une conclusion opposée, en particulier les travaux de Naldini et coll.

. Les auteurs rapportent des titres proches
de 4 500 TU/ng p24 pour les vecteurs intégratifs tandis que les vecteurs portant la mutation
D64V dans l'intégrase sont a 54 TU/ng p24, soit un facteur supérieur a 80. En ce qui concerne les
titres des vecteurs non-intégratifs, nous obtenons des titres généralement plus élevés que ceux

rapportés par Naldini et coll., compris entre 102 et 104 TU/ng p24 (voir Figure 24 p117).

Un certain nombre d’éléments different dans la construction des vecteurs utilisés par chaque
équipe. Plus particuliéerement, nous avons incorporé dans les vecteurs utilisés différentes

améliorations décrites depuis les travaux de Naldini et coll. :

- la séquence WPRE est connue pour améliorer I'efficacité d’expression d’'un transgene dans

les vecteurs lentiviraux ,

- le flap améliore l'efficacité de transduction des vecteurs lentiviraux

b

- la taille du transgene est inférieure pour la GFP par rapport a la séquence p-Gal utilisée par
Naldini et coll., or la longueur du vecteur est un point critique pour lefficacité de la

rétrotranscription ,

- la délétion de la région promotrice du LTR réduit les interférences de transcription et
augmente l'efficacité du promoteur interne comme cela a été démontré pour les vecteurs

lentiviraux intégratifs et aussi non-intégratifs

La présence de ces différents éléments permet 'amélioration des titres par rapport a ceux obtenus
par Naldini et coll. et participe certainement au fait que nous ayons observé I'expression d’'un

transgene avec les vecteurs non-intégratifs, contrairement a Naldini et coll.. Ces éléments ne sont



cependant pas indispensables puisque nous avons montré que des vecteurs non-SIN et dépourvus
de WPRE, de méme que des vecteurs dépourvus de flap permettent également 'expression du

transgene.

De plus, cette augmentation de titre s’est répercutée sur les vecteurs intégratifs aussi bien que
non-intégratifs : nous observons des titres compris entre 103 et 105 TU/ng p24 (voir Figure 24
p117). Les titres des vecteurs mutants sont donc effectivement plus faibles que pour les vecteurs
sauvages, mais en moyenne d’un facteur 10 (compris entre 4,6 et 20,4). Les titres pris en compte
dans cette moyenne ont d’ailleurs été calculés a partir du nombre de cellules GFP+ observées 72
apres transduction, soit apreés plusieurs divisions cellulaires. Ce facteur de 10 peut donc étre
réduit. En effet, in vivo dans un contexte de cellules qui ne se divisent pas, un rapport d’environ 5
est observé entre les vecteurs INwr et INn. Le rapport que nous observons entre les vecteurs
intégratifs et non-intégratifs est donc loin du facteur 80 rapporté par Naldini et coll. et qui

demeure inexpliqué.

De facon comparable a ce que nous observons, les titres des vecteurs produits récemment par
Yanez-Munoz et coll. portant la mutation D64V (identique a celle utilisée par Naldini et coll.) sont
inférieurs d’'un facteur 2 a ceux obtenus avec les vecteurs intégratifs ( ;
résultats récapitulés dans le Tableau 6). Ce rapport de 2 suggere néanmoins que les vecteurs
INpe4v sont plus efficaces que les vecteurs INx, puisque ces derniers sont environ 5 a 10 fois moins
efficaces que les vecteurs INwr. Nous avons alors supposé que la mutation N pourrait induire plus

qu'un défaut d’intégration.

Dans une seconde partie de nos travaux, nous avons donc entrepris une comparaison des deux
vecteurs INpesv et INn. Nous avons également intégré a cette analyse des vecteurs portant la
mutation LQ. Nous avions utilisé ces vecteurs INLg dans une série d’expériences préliminaires qui
nous avait mené a la conclusion initiale que les vecteurs INiq étaient moins efficaces que les
vecteurs INn. Supposant que le défaut induit par la mutation LQ se situait au méme niveau que
celui induit par la mutation N, mais de facon plus prononcée, nous avions introduit les vecteurs
INiq afin de faciliter la caractérisation du défaut induit par les mutations de la région C-

terminale.

Les résultats obtenus nous ont permis de vérifier que les vecteurs INpe4v sont plus efficaces que
les vecteurs INn. Nous avons également établi que les vecteurs INLq sont plus efficaces que les
vecteurs INy. Ce résultat a été reproduit par plusieurs expériences indépendantes et avec des
stocks de vecteurs produits indépendamment. Ce résultat est surprenant par rapport aux
conclusions que nous avions tirées des expériences préliminaires (voir chapitre Résultats 1.1.2
p105). Toutefois, ces conclusions initiales reposaient sur le résultat d’expériences réalisées avec
une production unique de vecteurs et non reproduites avec des stocks produits indépendamment.
La confirmation de ces observations été apportée par leur cohérence avec les résultats de Petit et

coll. . Les auteurs avaient en effet suggéré un défaut de localisation nucléaire de



Discussion et perspectives

I'intégrase INLq, tandis que I'intégrase INy présentait une répartition cellulaire indiscernable de

celle de I'intégrase INwr.

Tableau 6: Comparaison des titres de vecteurs produits en parallele avec une intégrase
sauvage (WT) ou mutée (D64V), d’apres les résultats de Yanez-Munoz et al, 2006 ; titre « p24 » :
déterminé par dosage par ELISA de la protéine de capside p24 ; titre « TU » (unité de transduction) :
déterminé par dilution limite pour les vecteurs exprimant la GFP, 72h apres transduction (nd : non
déterminé, le transgéne n’est pas la GFP) ; titre « ADN » : déterminé par PCR quantitative sur cellules
apreés transduction.

TU/ng p24 TU/ADN ADN/ng p24

ng p24 /mL ADN/mL D64V/WT D64V/WT D64V/WT

57 400 7,00E+08 1,42E+10| 1,22E+04 4,93E-02 2,47E+05
0,60 0,88 0,69

46 800 9,50E4+08 1,69E+10 2,03E+04 5,62E-02 3,61E+05

38 400 5,50E+08 9,80E+09 1,43E+04 5,61E-02 2,55E+05
0,46 0,48 0,95

36 600 1,15E+09 9,79E+09 3,14E+04 1,17E-01 2,67E+05

101 100 7,50E+08 2,58E+10 7,42E+03 2,91E-02 2,55E+05
0,42 0,71 0,59

70 500 1,25E+09 3,06E+10 1,77E+04 4,08E-02 4,34E+05

101 800 6,50E+08 2,13E+10 6,39E+03 3,05E-02 2,09E+05
0,53 0,54 0,99

54 100 6,50E+08 1,14E+10| 1,20E+04 5,70E-02 2,11E+05

99 200 nd 8,04E+09 8,10E+04
0,61

61 000 nd 8,07E+09 1,32E+05

92 100 nd 1,14E+10 1,24E+05
1,00

62 900 nd 7,80E+09 1,24E+05
moyenne 0,50 moyenne 0,65 moyenne 0,81

A la lumiére de ces nouveaux résultats, nous avons réanalysé les résultats préliminaires (voir
Figure 15 p106 et Figure 16 p108). Ce que nous avions interprété comme un manque d’efficacité
du vecteur INiq pourrait en fait s’expliquer par une erreur dans la titration des vecteurs
(surestimation du titre du vecteur INiq par rapport au titre du vecteur INx). Nous observons en
effet une transduction moins efficace pour une quantité supposée équivalente d’unités de
transduction. Cette différence avait été attribuée a un défaut induit par la mutation LQ, alors
quelle était probablement due au fait que la quantité réelle de particules de vecteur INiq était

inférieure a la quantité de particules IN.

Nous avons également mis en évidence, au cours de ces expériences, un profil particulier du
vecteur INx. Nous avons observé un phénomeéne de saturation de la transduction : pour les doses
élevées de vecteurs, la transduction n’est plus proportionnelle a la dose. En considérant ce profil
particulier, nous avons réinterprété une des observations qui avait été faite lors de I’évaluation de
la fréquence d’intégration des vecteurs INy par rapport aux vecteurs INwr (voir Figure 21 p115).
Nous avions observé que le rapport N/WT diminuait en fonction de la dose. Ce résultat traduit

effectivement une réduction du nombre d’événements d’intégration pour les doses les plus élevées
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de vecteurs INy. Il ne doit toutefois pas conduire a la conclusion que ’évaluation qui a été faite de
I'intégration résiduelle du vecteur INy tend a sous-estimer sa valeur réelle, mais étre interprété
comme étant la conséquence du défaut de saturation observé avec les vecteurs Luc dans la

seconde partie des travaux.

L’observation du phénoméne de saturation avec le vecteur INy et son manque d’efficacité par
rapport aux autres vecteurs mutants suggere que la mutation N induit un défaut dans le cycle
autre que l'inhibition de l'intégration. Ce phénomeéne de saturation n’a pas été observé avec les
vecteurs IN1q. L'ensemble de ces résultats nous a conduit a réélavuer le statut des mutations INy

et INLq et leurs possibles répercussions sur le cycle viral.

1.2. Intégrase, import nucléaire et rétrotranscription

Les mutations d’intégrase peuvent avoir, nous ’avons vu précédemment, des répercussions sur de
nombreuses étapes de la transduction. Deux phénomeénes distincts sont a considérer. D’une part,
I'intégrase est produite en tant que composant de la polyprotéine pol. Par ce biais, des mutations
de l'intégrase altérant la structure de pol peuvent avoir des répercussions sur I’ensemble de la
particule, notamment dés I'assemblage. D’autre part, I'intégrase elle-méme est impliquée dans
plusieurs autres étapes du cycle, notamment dans la rétrotranscription et dans I'import nucléaire.
Que ce soit directement ou indirectement, des mutations de I'intégrase peuvent donc avoir des
conséquences pléiotropiques, ces mutations sont dites de classe II, comme nous l'avons vu
précédemment, tandis que les mutations affectant spécifiquement l'intégration sont dites de

classe I.

Les descriptions initialement disponibles du phénotype induit par la modification de la région N,
bien que peu nombreuses , suggerent un phénotype de
classe I. C’est pourquoi cette mutation avait initialement été choisie. Par la suite, alors que nous
avions supposé que la mutation LQ affectait plus séverement la transduction que la mutation N,
les vecteurs IN1q se sont avérés plus efficaces que les vecteurs INy qui ont montré un profil de
saturation particulier. Les répercussions de la modification des régions L et Q, pourtant
fonctionnellement trés proches de la région N, ne sont donc pas évidentes. A la lumiére des
résultats que nous avons obtenus, ainsi que de données supplémentaires publiées de la littérature,
nous avons cependant été amenés a reconsidérer la nature des mutations N et LQ et leurs

répercussions sur I'ensemble de la particule.

1.2.1. Implication de l'intégrase dans I'import nucléaire

La question de l'implication de l'intégrase dans l'import nucléaire est débattue depuis de

nombreuses années et sujette a controverse. L’intégrase a tout d’abord été liée a I'import nucléaire



du CPI via une fonction nis attribuée a la région N, ainsi qu'aux autres motifs conservés du
domaine C-terminal, L et Q. L’interaction de l'intégrase avec les karyophérines au niveau des
régions L, Q et N a été démontrée et la modification de ces motifs inhibe la
réplication des virus . Toutefois, Petit et coll. ont montré que le défaut de
réplication résulte de I’absence d’intégration et que toutes les étapes en amont, y compris I'import
nucléaire, se déroulent correctement . Ces résultats ont donc remis en question

Iimplication de I'intégrase dans 'import nucléaire.

Par la suite, un autre motif nls a été décrit dans le domaine central de la protéine

. Les auteurs ont produit des fusions de différents fragments de l'intégrase avec la
pyruvate kinase, une protéine de 55kDa, de sorte a former un complexe qui ne peut diffuser de
fagon passive dans le noyau (la limite de diffusion passive au travers du pore nucléaire est de
50kDa). L’observation de la localisation cellulaire de ces protéines de fusion confirme ’absence de
motif nls dans le domaine C-terminal, mais établit la présence d’'un signal essentiel dans le
domaine central, plus précisément au niveau des résidus 165 et 166. Ces résultats sont en accord
avec les résultats de Wiskerchen & Muesing qui avaient préalablement montré qu'une
substitution R166A est délétere pour la réplication virale . Par la
suite, le groupe de A. Engelman a également observé un défaut d’import nucléaire des CPI dont
Iintégrase est mutée pour les résidus 165 et 166 . Ces résultats ont été
reproduits par Armon-Omer et coll. . Par ailleurs, des résultats publiés
récemment ont mis en évidence que I'intégrase interagit avec un facteur cellulaire, le LEDGF, par
I'intermédiaire des résidus 165 et 166 . Or ce facteur LEDGF est supposé
étre impliqué dans 'import nucléaire du CPI. Ainsi, le role de I'intégrase dans I'import nucléaire

pourrait étre indirect et résider dans cette interaction avec le facteur LEDGF.

En résumé, bien que le mécanisme ne soit pas clairement élucidé, ces observations attestent de
I'implication de I'intégrase dans I'import nucléaire. D’autre part, ces données convergent vers une
localisation des résidus importants dans le domaine central de I’enzyme et non dans son domaine

C-terminal, ou sont situées les régions L, Q et N.

1.2.2. Implication de I'intégrase dans la rétrotranscription

Un défaut de rétrotranscription est fréquemment décrit pour les mutants d’intégrase. Une région
a initialement été supposée étre impliquée dans cette étape : le domaine N-terminal et plus
particulierement le motif conservé HHCC . Les
répercussions des mutations de lintégrase sur la rétrotranscription ne sont toutefois pas
clairement élucidées : sont-elles la conséquence d'une déstabilisation de la polyprotéine pol ou

traduisent-elles un réle direct de I'intégrase dans cette réaction ?

Quelques données ont été apportées qui éclairent le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) 'intégrase

est impliquée dans la rétrotranscription. Il a récemment été établi que l'intégrase et la



rétrotranscriptase sont toutes deux requises pour la maturation correcte des ARN génomiques
viraux sous forme de dimeére . Or, il avait déja
été démontré que la dimérisation de 'ARN génomique viral encapsidé est nécessaire a
laccomplissement de la rétrotranscription, plus particuliérement du premier saut de brin

. L’intégrase est donc liée a la rétrotranscription de facon indirecte par le

biais de la maturation des génomes ARN.

D’autre part, un certain nombre de données se sont accumulées qui tendent a impliquer le
domaine C-terminal de I'intégrase dans le réle joué par la protéine dans la rétrotranscription. En
particulier, la capacité de I'intégrase a se lier a la rétrotranscriptase de facon spécifique a été mise
en évidence . Cette interaction se fait via le domaine C-terminal de I'intégrase

. Enfin, deux articles, portant sur I’étude des régions conservées du domaine C-
terminal, les régions L, Q, C et N, établissent clairement un défaut de rétrotranscription des virus

dont au moins deux résidus de ces motifs sont mutés

Prises dans leur ensemble, ces données nous permettent de proposer le modeéle suivant. Dans un
contexte normal, I'intégrase interagit avec la rétrotranscriptase. Ce complexe interagit lui-méme
avec les deux molécules ARN au sein de la capside et favorise la structure en dimeére mature. La
rétrotranscription se déroule alors correctement. Au contraire, la mutation des régions L, Q et N
de l'intégrase déstabilise I'interaction de la protéine avec la rétrotranscriptase, induisant ainsi une
malformation du dimére d’ARN. En conséquence, la rétrotranscription des génomes non matures

est bloquée au premier saut de brin.

1.2.3. Mutation N

Les données de la littérature tendent donc a impliquer l'intégrase a la fois dans I'import nucléaire
et dans la rétrotranscription, mais le domaine C-terminal semble plus particulierement impliqué
dans la rétrotranscription. Pourtant, le profil de saturation de la transduction que nous avons
observé avec les vecteurs exprimant la Luciférase nous a conduit a émettre I’hypothése d’un
défaut d’import nucléaire. En effet, ce profil est tout a fait comparable au profil d'un vecteur
lentiviral dépourvu de la séquence cPPT-CTS, déficient pour I'import nucléaire

. Il sera donc nécessaire de réaliser de nouvelles expériences afin

d’identifier plus précisément le défaut induit par la modification de la région N de I'intégrase.

Afin de tester ’hypothese du défaut de rétrotranscription, il sera nécessaire de quantifier le
nombre de génomes ADN synthétisés dans la cellule quelques heures apres transduction. En ce
qui concerne 1’évaluation de I'import nucléaire, une méthode communément admise consiste en
la quantification des jonctions LTR-LTR des cercles 2L.TR. En effet, il est admis que les cercles
2LLTR et 1LTR se forment spécifiquement dans le noyau. Cependant, cette méthode suppose que
les mutations introduites n’affectent en rien la formation des cercles, en particulier le rapport

2L TR/1LTR, ce qui reste a démontrer. Il serait donc préférable de visualiser directement les CPI



au cours des premieres heures apres transduction, par exemple par I'incorporation (par fusion) de
protéines fluorescentes ou par hybridation in situ fluorescente (FISH) sur le génome

rétrotranscrit.

1.2.4. Mutation LQ

Les données publiées montrent que la modification des régions L et Q peut avoir des
répercussions sur I'import nucléaire et/ou la rétrotranscription. Surtout, elles suggéerent que ces
conséquences sont plus lourdes que celles de la modification de la région N. Pourtant, nous avons
observé dans la seconde partie de notre étude que les vecteurs INiq sont moins affectés que les
vecteurs INn. L'efficacité de transduction des vecteurs IN1q est, en effet, plus proche de celui des

vecteurs INpe4v.

Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer cette différence. Nous pouvons tout
d’abord supposer que la fréquence d’intégration des vecteurs INiq est supérieure a celle des
vecteurs INn. En effet, les formes intégrées du génome lentiviral ont une activité
transcriptionnelle plus élevée que les formes épisomales. Des lors, si un méme nombre de
génomes ADN sont présents dans le noyau avec les vecteurs INy et INLg mais qu'une proportion
supérieure s’intégre avec le vecteur INiq, 'expression du transgéne est plus efficace. Cette
hypothése est peu probable dans la mesure ot (1) nous avons observé une fréquence d’intégration
équivalente pour les vecteurs INy et INiq, et (2) cette hypothése n’explique pas I'absence de
phénomene de saturation observé avec le vecteur INLg, dont le profil est proche de celui du

vecteur INpeyy.

Nous devons alors remettre en question les données publiées et supposer que la mutation de la
région N a de plus larges répercussions sur la transduction que la mutation LQ. Toutefois, les
vecteurs INy et INLg, qui ont été comparés dans la seconde partie des travaux, ne différent pas
que par la mutation de l'intégrase. En effet, dans le vecteur INiq, I'intégrase est fusionnée au
peptide HA. De plus, le plasmide vecteur utilisé contient la séquence compléete du geéne vif.
Comme nous I'avons expliqué précédemment, cette séquence n’est pas active puisque le peptide
HA a été introduit dans la région 3’ de la séquence de I'intégrase qui correspond a la région 5’ de
la séquence de vif. La séquence HA introduit également un codon stop en phase avec le cadre de
lecture du vif. La protéine vif n’est donc, théoriquement, pas synthétisée (voir Figure 12 p9o).
Cependant, quelques nucléotides en aval du codon stop, la séquence de vif contient un second
codon start. Il n’est donc pas totalement exclu qu'une forme tronquée de la protéine vif soit
synthétisée lors de la production des vecteurs INig-HA. Il sera nécessaire de comparer les
vecteurs INN-HA, INy, INLg-HA et INiq avant de remettre en question les données publiées et

conclure a une différence entre les deux mutations.



1.3. Intégrase, att et intégration

Nous avons évalué, dans la premiére partie de notre étude, la fréquence d’intégration des vecteurs
INn. Cette fréquence est faible, inférieure de 2 a 3 log a la fréquence d’un vecteur intégratif,
toutefois supérieure a celle qui a été rapportée concernant des virus modifiés dans le site
catalytique de I'intégrase. Cette évaluation a été réalisée par différentes équipes et par différentes
méthodes, incluant la sélection de colonies résistantes a la guanine hypoxanthine phosphoribosyl
transferase (gpt) ou résistantes a I’hygromycine

. Ces études s’accordent sur une intégration résiduelle réduite de 3 a

4 log par rapport a I'intégration d’un virus sauvage.

Des résultats comparables ont été obtenus plus récemment par deux groupes avec des vecteurs
lentiviraux non-intégratifs. Tout d’abord, le groupe de Yanez-Munoz et coll. a utilisé des vecteurs
lentiviraux INpe4v . Les auteurs n’ont pas précisément évalué
I'intégration de ces vecteurs. Ils ont toutefois analysé par la méthode de LAM-PCR des tissus
apres injection des vecteurs mutants ou controles. Ils rapportent 'identification d'un événement
d’intégration pour 815 réactions pour le vecteur INpesv. Dans les mémes conditions, ils ont pu
identifier 109 événements d’intégration pour 512 réactions pour le vecteur INwr. La fréquence
d’intégration du vecteur INpesv peut ainsi étre estimée a 5,8.103 de la fréquence d’intégration du

vecteur INwr. Ce résultat est donc cohérant avec les publications antérieures.

Parallélement, Nightingale et coll. ont évalué la fréquence d’intégration de différents vecteurs
mutants par sélection de colonies résistantes au G418 . Les vecteurs
utilisés portaient une intégrase mutée INpesv ou sauvage INwr, combinée ou non avec une
modification des séquences att des LTR. La fréquence d’intégration des vecteurs mutants est
comprise entre 1/1 000°¢ et 1/10 000¢ de la fréquence d’intégration d’un vecteur contréle. L’effet
de la modification des LTR est équivalent a celui de la mutation D64V de l'intégrase et la
combinaison de ces deux mutations ne réduit pas la fréquence d’intégration. Les auteurs ont
également analysé les provirus dans les clones résistants au G418. Ils n’ont pas été en mesure

d’identifier la signature caractéristique d’une activité catalytique de I'intégrase.

En considérant ces données, nous avons supposé que l'activité résiduelle de I'intégrase INy est
supérieure a celle de I'intégrase INpesv. Un autre argument permettait d’étayer cette hypothese :
la mise en évidence d'un événement d’intégration qui suggére une activité catalytique de
Iintégrase. La différence entre nos résultats et les résultats obtenus avec des vecteurs et des virus
INpe4v tenait donc probablement au fait que 'intégrase INx conserve une partie de son activité

catalytique alors qu’elle est totalement abolie par la mutation D64V.

Dans le but de réduire cette activité, nous avons combiné la mutation N avec la modification des

séquences att des LTR. Nous avons évalué la fréquence d’intégration de ces vecteurs,



parallélement avec des vecteurs portant une intégrase INpssv, INrg ou INwr, combinée ou non

avec une modification des LTR. Les résultats obtenus sont surprenants a plus d’un titre.

En premier lieu, l'efficacité d’intégration des vecteurs INpesv que nous avons observée est
beaucoup plus élevée que celle rapportée dans la littérature, elle est aussi plus élevée que celle des
vecteurs INy et INLg. En effet, la fréquence d’intégration des vecteurs INpesv n’est réduite que
d’un facteur 30 environ par rapport a l'intégration d’un vecteur INwr, tandis qu’elle est réduite
d’un facteur 150 a 200 pour les vecteurs INy et INLg. Dans une expérience indépendante (données
non présentées), nous avons observé une réduction d’'un facteur 100 environ pour les vecteurs
INps4v €t 1 000 pour les vecteurs INy et INLg. Comme mentionné précédemment, 'évaluation du
vecteur INy est a considérer avec précaution dans la mesure ou cette mutation entraine
probablement une réduction du nombre de génomes ADN dans le noyau des cellules transduites
par rapport a une quantité équivalente en p24 des vecteurs INwr ou INpssv. Toutefois, aucun
défaut comparable n’a été mis en évidence concernant le vecteur INLq. La fréquence d’intégration

de ce vecteur est donc effectivement inférieure d’un facteur 10 a celle du vecteur INpe,y.

En outre, nous n’avons observé qu'un effet trées modéré de la modification des séquences att,
quelle que soit I'intégrase considérée. Ceci est surprenant pour plusieurs raisons : (1) nous ne
reproduisons pas l'effet observé par Nightingale et coll. avec 'intégrase INwr ; (2) nous n’avons
pas aboli I'activité catalytique résiduelle supposée de I'intégrase INx ; (3) l'activité des vecteurs

INps4v att- reste supérieure a celle des vecteurs INrg et IN.

L’ensemble de ces résultats suggérent ainsi que la réduction de la fréquence d’intégration
résiduelle sera limitée si elle se restreint a la modification des déterminants « classiques » de

I'intégration, c’est-a-dire I'intégrase et les séquences att.

1.4. Perspectives d’amélioration

Un des objectifs de 'amélioration des vecteurs lentiviraux non-intégratifs est la réduction de
I'intégration tout en minimisant les répercussions sur les différentes étapes de la transduction.
Dans cette perspective, I'intégration des vecteurs lentiviraux ne peut se résumer a une réaction
faisant intervenir le génome vecteur et l'intégrase. Il est au contraire nécessaire d’inscrire ce
processus, et les différents éléments intervenants, a la fois dans le contexte de la particule virale et
dans celui de la cellule. Par son role central dans la particule, l'intégrase est difficilement
modifiable sans autre altération sur la transduction que le blocage de l'intégration. Le choix de la
mutation est donc primordial pour le développement d’'un vecteur lentiviral non-intégratif
puisqu’il définit en grande partie lefficacité globale du vecteur ainsi que l'activité résiduelle

d’intégration.

Nous avons démontré que 'utilisation de la mutation D64V du site catalytique, et probablement

de la mutation LQ, permet d’améliorer les performances des vecteurs lentiviraux non-intégratifs,



en termes d’expression du transgene par rapport aux vecteurs INy, vraisemblablement en palliant
le défaut induit par la mutation N. Les génomes non intégrés sont toutefois moins efficacement
transcrits que leurs équivalents intégrés et la fréquence d’intégration résiduelle que nous avons
observée n’a pu €étre réduite par la combinaison des mutations d’intégrase aux mutations des att.
Ces limites d’expression et d’intégration peuvent-elles étre repoussées? Quelles sont les

possibilités d’amélioration des vecteurs lentiviraux non-intégratifs ?

Nous avons tenté d’améliorer l'efficacité d’expression du transgeéne par l'ajout de séquences
d’attachement a la matrice (MAR) au vecteur. Cette approche se fondait sur ’hypothése que les
formes épisomales nucléaires ne sont peut-étre pas localisées dans les compartiments nucléaires
les plus propices a la transcription. En ajoutant les séquences d’attachement a la matrice, il
s’agissait donc de relocaliser les cercles dans un environnement favorable a la transcription. Cette

approche n’a cependant pas eu de succes.

L’hypothése du défaut de localisation nucléaire est néanmoins vraisemblable et étayée par
différents résultats. Par exemple, les travaux récemment présentés par Akita et coll. montrent
quun transgene apporté dans une cellule par un vecteur adénoviral est beaucoup plus

efficacement transcrit qu'un transgene apporté par transfection a la lipofectamine

. Bien que le nombre de copies dans le noyau de la cellule soit beaucoup plus important par
transfection (rapport d’environ 104), le niveau d’expression obtenu est comparable avec les deux
méthodes. Une analyse par FISH de la localisation nucléaire de TADN exogéne révele une
répartition tout a fait distincte pour les deux méthodes de vectorisation. Il est donc tentant
d’expliquer la différence d’efficacité de transcription par une répartition nucléaire différente. Une
analyse similaire de la localisation des génomes lentiviraux épisomaux apreés transduction, en
particulier la localisation des différentes formes linéaires, cercles 1LTR et 2LTR permettrait de

tester cette hypothese.

Par ailleurs, des résultats obtenus a partir de formes d’ADN mimant les différentes formes
épisomales du génome lentiviral suggeérent qu’elles ne sont pas toutes aussi efficaces pour
I'expression d’un transgene . Il est également probable qu’elles n’ont pas une
stabilité équivalente. On peut en effet supposer que les formes linéaires sont moins stables que les
formes circulaires. Une capacité pro-apoptotique a, par ailleurs, été attribuée aux extrémités

double-brins des formes linéaires

De méme, les mécanismes permettant la formation des différentes formes du génome et les
proportions dans lesquelles elles sont formées ne sont pas clairement identifiés. Plus
particulierement, l'influence des mutations de l'intégrase, ou d’autres éléments, tels que les
séquences att, sur ces parameétres est peu connue. Des résultats récents suggerent par exemple
que des vecteurs portant une mutation dans une des séquences att permettent une expression du
transgene plus importante que des vecteurs mutants pour l'intégrase

. La



démonstration du phénotype non-intégratif de ces vecteurs n’est pas totalement convaincante, ni
en accord avec les résultats antérieurs . Mais de
facon intéressante, les auteurs établissent une influence de la mutation sur le rapport cercles
1LTR/2LTR : la mutation de la séquence att défavorise la formation de cercles 2LTR par rapport
aux autres mutations considérées, affectant le site catalytique. Il est également important de noter
que l'intégrase et les séquences att ne sont pas les seuls éléments impliqués dans les processus
d’intégration et de circularisation. En effet, la modification d’autres facteurs, notamment de MA,

peut induire une totale absence de cercles combinée avec un défaut d’intégration

Ces résultats soulignent les zones d’ombre qui persistent autour des processus d’intégration et de
circularisation et des facteurs impliqués. L’analyse de la stabilité et de la permissivité
transcriptionnelle des différentes formes épisomales d’une part, et d’autre part la compréhension
des mécanismes qui sous-tendent la formation de ces différentes formes épisomales, ouvriront de

nouvelles pistes d’optimisation des vecteurs lentiviraux, intégratifs autant que non-intégratifs.



2. COMPRENDRE LES PHASES
PRECOCES DU CYCLE VIRAL

Il est classiquement admis aujourd’hui que le génome rétrotranscrit est produit sous forme
linéaire. Au cours de la réaction d’intégration, les extrémités franches de cette molécule sont
modifiées par l'intégrase qui élimine deux nucléotides des extrémités 3° OH et géneére ainsi des
extrémités cohésives. Le CPI contenant ce génome parvient au noyau et le génome peut alors étre
intégré dans la chromatine de la cellule ou étre circularisé, par différents mécanismes. Les formes
circulaires ne sont supposées se former que dans le compartiment nucléaire, elles sont
considérées comme marqueur de I'import nucléaire
. La possibilité qu’elles soient les précurseurs des formes intégrées a été
évaluée , et rejetée. Il a en effet été
confirmé que le substrat a 'intégration est la forme linéaire
et que les formes circulaires retrouvées dans le noyau
ne sont que les formes abortives de cette réaction. Il est également admis que deux éléments sont
nécessaires et suffisants a cette réaction : I'intégrase rétrovirale et les séquences d’attachement
reconnues a chaque extrémité du génome ADN viral. Toutefois, certaines observations,

présentées ci-dessous, viennent a I’encontre de ce schéma classique.

2.1. Les acteurs de I'intégration

Il est classiquement admis que l'intégrase et les LTR sont les deux éléments nécessaires a
Iintégration. Or, ce qui est vrai in vitro ne se vérifie pas forcément dans le contexte cellulaire. En
effet, d’autres facteurs, tant cellulaires que viraux, ont une influence majeure sur l'intégration.
Tout d’abord, d’autres éléments viraux sont impliqués dans I'intégration, notamment Matrice
pour le HIV ou la protéine p12 de gag pour le MLV
. Ces articles décrivent des mutations de Matrice et p12 qui induisent un
blocage du cycle entre I'import nucléaire et I'intégration. Des facteurs cellulaires sont également
nécessaires a cette réaction d’intégration, comme la protéine LEDGF
. Par ailleurs, Bruce et coll. ont récemment décrit
plusieurs lignées cellulaires, obtenues par mutagenése chimique, dans lesquelles la réplication du
MLV est restreinte spécifiquement entre I'import nucléaire et I'intégration . Ce
résultat traduit probablement I'implication de certains facteurs cellulaires, qui n’ont pas été

identifiés, entre ces deux étapes du cycle viral.



Certains facteurs peuvent également intervenir de facon négative et bloquer la réaction
d’intégration, comme le facteur de restriction de l'infection MLV Fvi, qui bloque le cycle viral
entre I'import nucléaire et 'intégration . Le facteur TRIMa5 pourrait
agir de facon comparable sur le HIV , en plus de son effet sur la
rétrotranscription. Des « facteurs négatifs » similaires sont probablement impliqués dans la
restriction de l'infection dans les lymphocytes quiescents. 11 a été établi récemment, pour un
foamy virus, que la restriction se traduit par une séquestration de la particule au niveau du
nucléole . Stevenson et coll. ont toutefois fait état de la présence de
génomes ADN dans le noyau de cellules CD4+ quiescentes aprés infection avec le HIV. Ces formes
conservent la capacité de s’intégrer si les cellules sont activées . Ces
observations sont corroborées par les résultats de Pierson et coll. qui observent également que les
génomes latents dans le noyau sont sous forme linéaire modifiée par 'intégrase

. La restriction pourrait donc intervenir a deux niveaux : pendant la progression vers le

noyau et entre 'import nucléaire et I'intégration.

L’identification précise des facteurs intervenant dans lintégration et/ou la circularisation
permettra une optimisation des vecteurs lentiviraux non-intégratifs en termes d’activité résiduelle

d’intégration tout en minimisant les répercussions sur les autres étapes de la transduction.

2.2. « Prédestination » des CPI ?

Il est surprenant de noter que les mécanismes qui régissent la formation des cercles ne sont pas
connus. Il est classiquement admis que les formes épisomales du génome lentiviral sont les
produits abortifs de la réaction d’intégration. Le génome importé dans le noyau s’intégre, ou a
défaut est circularisé. I1 est vrai que pour certaines mutations d’intégrase, on observe une
réduction des formes intégrées au profit des formes circulaires. Pourtant un certain nombre de
données tendent a prouver que la circularisation n’est pas l'alternative systématique a
Iintégration. Tout d’abord, les formes circulaires ne représentent pas la majorité des formes
épisomales. D’autre part, il est possible d’observer, dans certaines conditions, un défaut de
circularisation conjointement a un défaut d’intégration

. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la circularisation sont connus : les formes
1LTR sont générées par recombinaison homologue et les formes 2LL.TR par NHEJ ,
mais les événements qui orientent le génome vers I'un ou l'autre de ces « destins » possibles

restent a élucider.

Li et coll. suggérent que la formation des cercles 2LTR, qui implique les protéines de réparation
de 'ADN (qui interviennent dans la cellule en cas de coupure double brin) permettrait le
masquage des signaux apoptotiques que représentent les extrémités double-brins du génome

linéaire . IIs soulevent toutefois le fait que les cercles 2LTR ne représentent qu'une



faible proportion des génomes, la majorité demeurant sous forme linéaire. Ceci pourrait traduire
le fait que seule une faible proportion des extrémités des génomes linéaires est « visible » par la

cellule.

Cette proportion pourrait correspondre aux génomes qui présentent trop de défauts pour étre
intégrés. En effet, une partie des jonctions LTR-LTR décrites résulte de la ligation entre deux
extrémités qui n’ont pas été modifiées par l'intégrase (sans la délétion des deux bases aux
extrémités 3’OH). Le reste des jonctions LTR-LTR présente fréquemment des défauts. Dans
certains cas, une séquence additionnelle est insérée entre les LTR, résultant d’'une duplication
anormale, ou correspondant a un reste d’ARN de transfert, qui permet linitiation de la
rétrotranscription. Dans d’autres cas, les jonctions présentent des délétions, depuis I'extrémité 3’
de la région Us et/ou l'extrémité 5° de la région U3, qui traduisent des défauts d’initiation de la
transcription et/ou une activité exonucléasique

. En résumé,
les formes circulaires 2LTR semblent étre majoritairement, sinon exclusivement, issues de
molécules linéaires non fonctionnelles pour l'intégration tandis que peu/aucune des formes
linéaires correctes (dont les extrémités ont été modifiées par l'intégrase) ne semblent étre
circularisées. Nous pouvons ainsi supposer que les molécules inaptes a I'intégration font partie
d’'un complexe nucléoprotéique moins structuré qui les rend plus « visibles » pour la cellule.
Celle-ci les oriente alors vers la circularisation. Parallélement, les formes linéaires aptes a

I'intégration sont « invisibles », protégées au sein d’'un complexe nucléoprotéique compact.

Par ailleurs, certaines données montrent que, dans le noyau, les cercles 2LTR sont associés a des
complexes nucléoprotéiques particuliers qui ne sont pas
immunoprécipités par des anticorps anti-IN ou anti-MA , alors que le CPI
contient ces deux protéines. Ces résultats sont a mettre en paralléle avec un article présenté par
I’équipe de F. Bushman en 2002 dont les résultats pourraient étre interprétés
comme l'existence de différents complexes présentant une susceptibilité particuliere a la
dégradation par le protéasome. Schwartz et coll. avaient précédemment établi que le protéasome
constitue un mécanisme de défense précoce de la cellule contre l'infection HIV et que son
inhibition induit une augmentation de la synthése d’ADN viral et par conséquent une
augmentation de l'efficacité d’infection . Par la suite, Butler et coll. ont
caractérisé plus précisément le devenir des ADN viraux synthétisés en présence d’un inhibiteur
du protéasome et ont montré un effet positif sur la formation des cercles 2LTR, mais sans
augmentation de la quantité de provirus intégrés . Ces observations
pourraient donc traduire le fait que les différentes formes d’ADN génomique (intégrée ou
circulaire), et/ou leur précurseur, sont inclues dans des complexes qui présentent une sensibilité

différente a la dégradation par le protéasome.

Paralléelement, certaines données récentes ont conduit a reconsidérer le fait que les jonctions

LTR-LTR sont exclusivement nucléaires. En effet, les jonctions LTR-LTR étaient classiquement



considérées comme le signe de I'import nucléaire du CPI, puisque celles-ci ne se forment que dans
le noyau ; réciproquement, si I'import nucléaire est
correct, il était admis que ces jonctions sont observées puisqu’une partie des génomes linéaires

est forcément circularisée. Ces deux points sont actuellement remis en question.

Tout d’abord, I'import nucléaire n’'implique pas systématiquement la circularisation. En effet,
nous avons vu précédemment que, dans certaines conditions, un défaut peut intervenir dans le

cycle viral entre I'import nucléaire et I'intégration et s’accompagner d'un défaut de circularisation

. Ainsi, si la détection de jonction LTR-LTR traduit un
import nucléaire correct, la réciproque n’est pas toujours vraie et 'absence de jonction LTR-LTR

ne doit pas étre interprétée comme un défaut d’import nucléaire.

Par ailleurs, différentes études ont rapporté récemment la détection de jonctions LTR-LTR dans
le cytoplasme a des temps tres précoces apres infection avec le MLV et avec
des spumavirus . De plus, Serhan et coll. montrent qu'un
traitement a la protéase est requis pour la détection de ces jonctions dans le cytoplasme. La
nécessité du traitement a la protéase est un argument supplémentaire en faveur de I'existence de

complexes « prédestinés » a 'intégration ou a la circularisation.

Tous ces éléments demandent a étre confirmés, mais soulévent plusieurs questions relatives a la
formation des cercles. En d’autres termes, le schéma classiquement admis - selon lequel 1a forme
linéaire issue de la rétrotranscription entre dans le noyau pour étre prise en charge par 'intégrase
et étre intégrée a la chromatine, ou a défaut prise en charge par des facteurs cellulaires pour étre
circularisée — ne correspond-il pas a la simplification d’une réalité plus complexe ? Les données
présentées dans ce chapitre pourraient, en effet, étre interprétées comme une « prédestination
précoce » du complexe nucléoprotéique incluant le génome viral, c’est-a-dire l'existence de
complexes de pré-intégration et de « complexes de pré-circularisation ». Si ce modéle est vérifié,
la compréhension fine des étapes précoces du cycle réplicatif des rétrovirus offrirait la possibilité
d’orienter les génomes épisomaux vers la/les formes les plus permissives a la transcription et
permettra d’améliorer les performances des vecteurs lentiviraux non-intégratifs. De méme, ces
informations pourront ouvrir de nouvelles voies pour l'optimisation des vecteurs lentiviraux
intégratifs classiques en privilégiant les complexes de pré-intégration par rapport aux

« complexes de pré-circularisation ».



3. AVENIR DES VECTEURS
LENTIVIRAUX NON-INTEGRATIFS

3.1. ... et vecteurs AAV

Un des arguments qui peut étre opposé a nos travaux est « pourquoi développer des vecteurs
lentiviraux non-intégratifs quand les vecteurs AAV existent ? ». Comme nous l'avons vu dans
Iintroduction (voir chapitre 2.1.1 p54), deux points majeurs sont a considérer en vue de
Papplication des vecteurs AAV chez 'Homme : l'immunité préexistante et le risque de
génotoxicité. Le probleme de 'immunité est reconnu, il peut limiter I'efficacité du traitement,
mais il est surmontable par l'utilisation de nouveaux sérotypes. Toutefois, le risque de
génotoxicité reste largement ignoré et aujourd’hui encore, I'intégration des vecteurs AAV n’est pas
prise en considération. Pourtant, les vecteurs AAV, tout comme les vecteurs lentiviraux non-
intégratifs, ne sont pas totalement dépourvus de capacité d’intégration. La comparaison entre
leurs fréquences d’intégration respectives n’est pas aisée, en particulier du fait de la difficulté de
comparer des doses de vecteurs lentiviraux et AAV. Il sera nécessaire de mener une étude
paralléle de ces deux vecteurs et de déterminer leur fréquence d’intégration respective. Deux

études, portant sur chacun de ces vecteurs, peuvent étre citées.

L’intégration de vecteurs AAV a été évaluée dans les cellules souches hématopoiétiques par Zhong
et coll. . Ces cellules sont particuliérement peu permissives a la transduction
par les vecteurs AAV. Différents facteurs limitants ont été identifiés, comme le faible niveau
d’expression de récepteurs particuliers a la surface de ces cellules (voir pour
revue). Les auteurs ont tout d’abord transduit des cellules souches hématopoiétiques in vitro et
évalué le pourcentage de cellules GFP+ apreés 7 jours de culture. Dans les conditions optimales, le
pourcentage de cellules GFP+ est d’environ 25%. Ces mémes cellules ont ensuite été greffées chez
des souris létalement irradiées. Aprés 6 mois, environ 8% des cellules hématopoiétiques
expriment toujours la GFP. Les résultats sont comparables 6 mois aprés greffe dans un receveur

secondaire.

Parallélement, I'intégration des vecteurs lentiviraux INpe4v et modifiés dans les séquences att des
LTR a été évaluée dans des cellules souches hématopoiétiques par Nightingale et coll.

. Les cellules ont été transduites et maintenues en culture pendant plus
de 30 jours et le pourcentage de cellules GFP+ a été réguliérement évalué. Quatre jours apres
transduction, plus de 90% de cellules expriment la GFP. Apres 7 jours de culture, le pourcentage

de cellules GFP+ est comparable a celui observé au méme moment dans les cellules transduites



avec le vecteur AAV (environ 20%). Apreés 30 jours de culture, moins de 0,1% des cellules

expriment encore la GFP.

Ces résultats suggerent donc que, dans les cellules souches hématopoiétiques, I'intégration des
vecteurs AAV est environ 100 fois plus fréquente que celle des vecteurs lentiviraux non-
intégratifs. Cette conclusion est toutefois a considérer avec précautions dans la mesure ou ces
études n’ont pas été menées dans les mémes conditions (in vitro/in vivo, cellules sélectionnées
sur des marqueurs différents, etc). De plus, 'intégration des vecteurs AAV est probablement
favorisée dans le contexte des cellules souches hématopoiétiques qui se divisent. Une étude

comparative des deux types de vecteurs, dans différents types cellulaires, est donc nécessaire.

3.2. ... sous forme de vecteurs épisomaux

Les vecteurs lentiviraux non-intégratifs représentent une avancée considérable en termes de
biosécurité puisqu’ils apportent une solution au probleme de mutagenése insertionnelle. Nous
avons démontré qu’ils permettent 'expression efficace d’un transgene en absence d’intégration du
génome dans la chromatine de la cellule transduite. Le génome vecteur étant épisomal, la
persistance de 'expression est liée a la division cellulaire. Deux types d’application peuvent ainsi
étre envisagés, visant soit I’expression transitoire d’'un facteur dans des cellules en division soit

son expression stable dans des cellules en arrét de division.

Depuis que les preuves de principe ont été apportées, l'usage des vecteurs lentiviraux déficients
pour l'intégration se répand progressivement. Leur efficacité et leur stabilité ont été démontrées
par divers groupes dans plusieurs tissus : le foie

, la rétine (

; chapitre Résultats 2.2.2 p122), dans différentes structures du cerveau
, ainsi que dans le muscle (

; voir ). De plus, apres injection dans le muscle, il est
possible de déclencher une réaction d’'immunisation, les vecteurs lentiviraux non-intégratifs sont

donc des outils de choix pour la vaccination

Les vecteurs lentiviraux non-intégratifs peuvent également étre utilisés pour apporter
transitoirement certains facteurs dans les cellules souches hématopoiétiques permettant d’induire
ou d’orienter la différenciation cellulaire, comme proposé par Nightingale et coll.

. Par exemple, il a été démontré que 'amélioration de la greffe de cellules souches
hématopoiétiques peut étre obtenue par surexpression d'une forme particuliéere du récepteur
CXCR4, impliqué dans la colonisation de la moelle osseuse (homing). L’expression permanente

de ce facteur dans le systeme hématopoiétique est déléteére, puisqu’elle induit un déficit



immunitaire (le syndrome WHIM, pour warts, hypogamma globulinemia, recurrent infection
and myelokathexis). Les vecteurs lentiviraux non-intégratifs sont donc particuliérement adaptés

a cette stratégie puisqu’ils permettent I'expression transitoire du facteur

Pour un certain nombre d’applications nécessitant I’expression stable d'un transgéne dans des
cellules en division, les vecteurs lentiviraux non-intégratifs ne pourront étre utilisés en I’état.
Différentes modifications des vecteurs peuvent alors étre envisagées pour maintenir le génome au

cours des divisions cellulaires et permettre une expression stable du transgéne.

Une premiére approche se fonde sur I'induction de la réplication du génome, comme proposé par
Vargas et coll avec systéeme SV40 . Les auteurs ont introduit dans le vecteur
lorigine de réplication du SV40, I'expression de 'antigéne T permet la réplication de I'épisome et
la persistance de I'expression du transgéne malgré la division cellulaire. Ce systéme n’est toutefois
pas envisageable pour une application clinique du fait de I'immunogénicité de I'antigene T.
D’autres approches permettent d’induire la réplication d'un épisome dans les cellules de
mammifere indépendamment de facteurs protéiques tels que l'antigéne T, en particulier le
systéme pEPI. Le plasmide pEPI contient une séquence MAR qui permet sa réplication dans les
cellules en division . Le plasmide est maintenu a 1’état épisomal et répliqué
simultanément a la chromatine cellulaire . Il a été utilisé pour
I'expression d’un transgene dans des cellules souches hématopoiétiques

et a également permis de générer un porc transgénique . Ce systeme est
particulierement séduisant, puisqu’il est totalement dépourvu d’activité d’intégration (en dehors
des événements de recombinaison illégitime qui se produisent en présence d’'une molécule
extrachromosomique, quelle qu’elle soit, dans le noyau d’une cellule) et non-immunogene. Il est
toutefois encore peu étudié. Il faudrait vérifier si la séquence MAR, qui semble étre le seul
élément du plasmide responsable de la réplication, conserve son activité au sein d’'un vecteur

lentiviral non-intégratif.

Une deuxieme approche permettant de maintenir l'expression d’un transgene au cours des
divisions cellulaires vise a intégrer le génome épisomale dans la chromatine de facon site-

spécifique. Ces stratégies sont décrites dans le chapitre suivant.

3.3. ... sous forme de vecteurs a intégration ciblée

Nous avons abordé, dans 'introduction, plusieurs points permettant de réduire et/ou de controéler
le potentiel génotoxique des vecteurs rétroviraux. Parmi ces approches, les plus séduisantes, mais
aussi les plus complexes a mettre en ceuvre, ont pour but de modifier le profil d’intégration de ces

vecteurs ou idéalement de réduire l'intégration a un site unique choisi. L’intégration site-

spécifique représente depuis toujours un défi en matiere de transfert de génes, réalisable



aujourd’hui par le biais de la recombinaison homologue, c’est-a-dire dans des conditions

extrémement restreintes et avec une efficacité relativement faible.

Plusieurs stratégies émergentes sont toutefois trés prometteuses. L'une d’entre elles repose sur
I'utilisation de nucléases fusionnées a des protéines a doigt de zinc reconnaissant une séquence
nucléotidique particuliere (ZFN pour zinc finger nuclease); une autre tire profit des
recombinases de phage, elles aussi site-spécifiques. Citons également les transposons, tels que
Sleeping Beauty, dont l'intégration, naturellement aléatoire, peut étre orientée par le biais de
fusion avec des domaines protéiques de liaison a ’ADN site-spécifique. Ces systémes constituent
des outils particuliérement utiles pour le transfert de génes, que ce soit pour accroitre la sécurité
d’une thérapie génique, mais aussi pour la production d’animaux transgéniques. Leur potentiel
peut également étre accru par leur combinaison a des vecteurs viraux, notamment a une

plateforme de vecteurs lentiviraux non-intégratifs.

3.3.1. ZFN

Dans le cas de coupure double brin de la chromatine, différents mécanismes de réparation sont
activés dans la cellule. La cassure peut étre réparée par la voie de non homologous end joining
(NHEJ), de facon aléatoire en introduisant des délétions ou des insertions d'un ou plusieurs
nucléotides. En présence d'une séquence homologue a la région coupée, la réparation peut se faire
par le mécanisme de recombinaison homologue. Différentes approches tirent avantage de ces
mécanismes en induisant des cassures double-brins dans la chromatine a I'aide de nucléases afin
d’augmenter la fréquence de recombinaison homologue (voir pour revue).
Parmi les nucléases qui peuvent étre utilisées, citons les méganucléases naturelles, telles que la
méganucléase de levure I-Sce-I (voir pour revue). Un des systéemes les
plus prometteurs, a ’heure actuelle, a été développé a partir de la fusion d’une nucléase (FokI) a
une protéine a doigt de zinc (ZFP) qui reconnait un motif nucléique donné (voir

pour revue). Cette fusion est désignée par le sigle ZFN pour zinc finger nuclease. La coupure est
ainsi réalisée en un endroit précis de la chromatine. Les deux voies de réparation sont ensuite

possibles, I'une ou 'autre sera privilégiée en fonction de I'objectif.

Dans une premiére approche, la coupure est réparée par la voie NHEJ. Les deux extrémités sont
alors reliées de facon non spécifique, induisant de fagon quasiment systématique une délétion ou
une insertion dans le géne coupé. Cette stratégie permet donc d’inactiver le géne ciblé. Une telle
approche a été utilisée pour cibler le géne du récepteur CCR5 afin de protéger les lymphocytes de

Iinfection par HIV

Dans une seconde approche, il s’agit d’induire les mécanismes de recombinaison homologue par
la présence d’'une matrice de réparation suffisamment homologue aux séquences flanquantes du
site de coupure. Cette approche permet d’inactiver un géne en y introduisant une séquence

choisie, par exemple un gene rapporteur. Elle permet également de réparer des genes en



remplacant une région mutée d’'un gene donné par la région correcte de ce gene. L'intérét d'une

telle stratégie a été démontré pour la réparation du gene yc en vue du traitement du X1-SCID

La société Sangamo, en collaboration avec ’équipe de L. Naldini, a fusionné ce systeme de ZFN a
un systéme de vecteur lentiviral non-intégratif. Ce systéme repose sur I'utilisation d’au moins un
vecteur. Un premier vecteur permet 'expression de la ZFN et, en cas de besoin, un second vecteur
apporte la matrice d’ADN a intégrer. Les preuves de principe de la vectorisation du systéme ont
été apportées dans le cadre d'un modele murin de X1-SCID. Il est ainsi possible de réparer le géne

yc dans les cellules souches hématopoiétiques

. Les
auteurs ont également démontré la possibilité d’intégrer une séquence exogene, par exemple une
cassette d’expression de la GFP, dans le locus CCR5 pour inactiver son expression et protéger les

lymphocytes de I'infection par HIV.

Les deux approches décrites ci-dessus permettent de cibler un géne particulier pour 1’éteindre ou
au contraire le réparer, une troisieme approche a pour but de cibler un site supposé neutre pour
surexprimer un facteur. Le choix d’'un site neutre est cependant une question délicate et doit
prendre en compte d’'une part la nécessité d’'un environnement chromatinien permissif a la
transcription et d’autre part le besoin d’étre éloigné le plus possible de tout géne pour limiter la
mutagenése insertionnelle. Ces deux criteres sont généralement peu compatibles. De plus, un
nombre croissant de fonctions est attribué aux régions non codantes, notamment dans 'ARN
interférence, mécanisme qui intervient dans la régulation de nombreux processus essentiels, tels
que le développement ou la maturation des cellules. Enfin, la notion de « site neutre » n’est
probablement pas universelle et il faudra probablement définir un site en fonction de la nature
des cellules cibles, du transgene ou encore de la pathologie. Récemment, la société Sangamo a
développé une ZFN dirigée contre le site AAV-Si, locus du chromosome 9 ou s’intégre

préférentiellement ’AAV sauvage.

Les groupes de L. Naldini et de la société Sangamo ne rapportent pas toxicité de ce systéme, ou
une toxicité trés réduite. Des résultats contradictoires ont cependant été annoncés sur ce point,
notamment par deux groupes décrivent une cytotoxicité induite par une activité non-spécifique de
la nucléase . De nouvelles versions de ZFN ont été

développées, qui induisent une toxicité réduite par rapport aux premieres générations

. Cette activité non-spécifique représente un des défis majeurs pour

I'utilisation des ZFN chez ’'Homme (voir pour revue).



3.3.2. Recombinases de phage

Parallélement aux ZFN, un autre systéme d’intégration site-spécifique a récemment été décrit,
fondé sur l'utilisation de recombinases de phage. Ces recombinases catalysent naturellement
I'intégration d’'un génome de phage au sein d’'un génome bactérien. La recombinaison intervient
spécifiquement entre deux séquences reconnues par 'enzyme sur les deux partenaires : les sites
attB (séquence d’attachement bactérienne) et attP (séquence d’attachement phagique). Certaines
de ces enzymes, en particulier 'enzyme du phage $C31, sont fonctionnelles dans un contexte
eucaryote et peuvent recombiner une séquence att et une séquence qui respecte certains critéres
d’homologie nommée pseudo-att. Une telle réaction peut intervenir, par exemple, entre un
élément extrachromosomique, tel qu'un plasmide portant un site att naturel et un pseudo-site
reconnu dans le génome d’une cellule transfectée. Cette réaction aboutit alors a l'intégration

stable du plasmide dans le génome de la cellule transfectée.

De nombreux résultats ont d’ores et déja été obtenus avec cette approche (voir pour
revue). En particulier, 'équipe de MP. Calos a démontré l'efficacité de la recombinase du phage
¢C31 a intégrer des plasmides dans différents génomes de mammiféres, notamment chez la souris
, le lapin
, le rat ou encore dans des cellules humaines
. La spécificité d’intégration n’est pas

aussi parfaite que dans le génome de bactérie, mais permet néanmoins de réduire les événements
d’intégration a quelques loci. Deux pseudo-sites majoritaires ont été décrits chez la souris et
environ 20 dans les cellules humaines. De plus, il est possible de soumettre la protéine a un
processus d’évolution dirigée et ainsi augmenter son efficacité et sa spécificité

. L’équipe de MP. Calos, en collaboration avec d’autres, a démontré l'intérét de cette
stratégie pour le traitement de nombreuses pathologies, telles que I’'hémophilie

, I'’épidermolyse bulleuse jonctionnelle ,

tyrosinémie , les dystrophies musculaires , mais aussi
pour le transfert de génes dans la rétine ou dans des lignées de
lymphocytes . Dans I'ensemble des publications mentionnées ci-dessus, la

recombinase de phage ainsi que la séquence a intégrer ont été vectorisées sous forme de plasmide.

Plusieurs approches de vectorisation virale de ce systeme ont été réalisées.

Une premiére tentative a été décrite par I’équipe de L. Naldini

. De la méme
fagon que pour la vectorisation des ZFP décrite précédemment, les auteurs ont combiné les
vecteurs lentiviraux non-intégratifs au systeme ¢C31. Un premier vecteur porte la séquence a
intégrer et la séquence att et un second vecteur permet I’expression de la recombinase de phage.
Toutefois, aucun événement de recombinaison n’a pu étre mis en évidence par cette approche. Le

faible niveau de transcription du génome lentiviral épisomal a vraisemblablement été le facteur



limitant. En effet, si la recombinase est apportée par transfection, elle est exprimée a un niveau

supérieur a celui obtenu avec le vecteur lentiviral non-intégratif ; le systeme est alors fonctionnel.

L’équipe de M. Kay a récemment publié un nouveau systeme fondé sur l'utilisation d’'un vecteur
adénoviral . Ce systeme s’est avéré efficace, mais peu spécifique : parmi 40
événements d’intégration analysés, un seul correspond a un des pseudo-sites majoritaires décrits
par I'équipe de MP. Calos, tous les autres sites d’intégration ont été retrouvés dans des régions

géniques.

Ce systeme de recombinaison est séduisant, mais doit é&tre manipulé avec précautions dans la
mesure ou la recombinase peut reconnaitre plusieurs pseudo-sites dans le génome de la cellule
cible et induire la recombinaison de ces deux sites, conduisant a des réarrangements
chromosomiques. De tels phénomeénes ont été décrits par différentes équipes dont le groupe de
M. Kay qui rapporte que jusqu'a 15% des sites d’intégration identifiés sont flanqués de régions
issues de chromosomes distincts . Il a par ailleurs été
démontré que les recombinases sites-spécifiques, au-dela d’'une certaine concentration, perdent
leur spécificité . Il est donc nécessaire de limiter le niveau et la durée de
I'expression de la recombinase. Bien que le systéme de recombinase de phage soit séduisant, de
nombreux développements sont encore nécessaires avant de pouvoir I'utiliser chez 'Homme de

fagon sure et efficace.

3.3.3. Transposons

Les transposons, tels que Sleeping Beauty, sont utilisés depuis une dizaine d’années pour le
transfert de génes (voir pour revue). Ces vecteurs consistent en une séquence
d’ADN d’intérét flanquée de deux régions répétées inversées (IR). Les séquences IR sont
reconnues par une transposase, naturellement codée par le transposon, mais dont la séquence est
apportée en trans dans le cadre des vecteurs, qui permet l'excision du transposon et son
intégration dans un nouveau locus. La transposase de Sleeping Beauty n’est pas site spécifique
cependant, le profil d’intégration de ce transposon est significativement moins favorisé dans les
régions codantes par rapport aux vecteurs rétroviraux. Cette caractéristique en fait des vecteurs
de transfert de génes plus sécurisés du point de vue du risque de mutageneése insertionnelle. Ce
domaine fait aujourd’hui I'objet de nombreuses recherches qui visent d’'une part a modifier le
profil d’intégration. La transposase de Sleeping Beauty a récemment été fusionnée a différents
domaines de liaison a ’'ADN site-spécifique

. D’autre part, en vue d’améliorer l'efficacité du transfert de gene par ce vecteur non-viral, le
systeme de transposon a été combiné avec différents vecteurs viraux dont les vecteurs
adénoviraux et herpétiques. L'utilisation de vecteurs lentiviraux non-intégratifs comme

plateforme au transposon Sleeping Beauty a également été récemment proposée



Discussion et perspectives

. Le perfectionnement de ces approches et leur utilisation combinée devrait faire des

transposons des outils de choix en matiére de transfert de génes dans les années a venir.
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4. PRECAUTIONS D’EMPLOI DES
VECTEURS LENTIVIRAUX

Que ce soit sous forme intégrative ou non-intégrative, un certain nombre de précautions
s'imposent a l'utilisation des vecteurs lentiviraux. L’attention est aujourd’hui focalisée sur le
risque de mutagenése insertionnelle des vecteurs rétroviraux. Dans le but de réduire les
conséquences de l'intégration du génome dans la chromatine, les vecteurs rétroviraux ont été
délétés de la région promotrice du LTR (vecteurs SIN), limitant ainsi les effets d’activation a
distance. Pourtant, le bien-fondé de l'utilisation de ces vecteurs SIN a récemment été remis en
question et certains arguments ont été avancés en faveur de l'utilisation de vecteurs non-SIN

. Un autre point critique dans 'utilisation des vecteurs lentiviraux réside
dans la formation de particules recombinantes, que ce soit pendant la production ou lors de la
« rencontre » des vecteurs avec des particules lentivirales sauvages réplicatives. Les différents
aspects de la biosécurité des vecteurs rétroviraux, qui peuvent avoir des répercussions cliniques

et/ou environnementales, sont développés ci-dessous.

4.1. Risques cliniques

4.1.1. Activation de la transcription a distance

Comme nous I'avons vu dans l'introduction, le pouvoir oncogéne des oncorétrovirus est connu
depuis plusieurs dizaines d’années, de méme que le mécanisme et le réole de ’élément enhancer
du LTR dans le processus de transformation (voir chapitre Introduction 1.1.1 p18). Dans le but de
réduire ce risque, les vecteurs SIN ont été développés. Les premiers ont été décrits il y a plus de
20 ans. En 1986, Yu et coll. suppriment les séquences promotrice et enhancer du LTR du MLV,
mais conservent la boite TATA . Un faible niveau de transcription persiste donc.
Les auteurs observent que les transcrits générés a partir du LTR 5’ représentent de 'ordre de 1%
de la totalité des transcrits. Par la suite, Miyoshi et coll. développent un vecteur lentiviral SIN
dans lequel ils ont supprimé la boite TATA . Cette fois, aucun transcrit initié

par le LTR 5’ n’est détectable.

Le potentiel oncogéne des vecteurs SIN n’a été que peu étudié par rapport aux vecteurs classiques,
pourtant un certain nombre de données sont disponibles. Tout d’abord, les différentes
informations tirées des essais cliniques utilisant un vecteur MLV attestent d’'un roéle de la
séquence enhancer dans la surexpression des génes voisins du site d’intégration dans les cellules

hématopoiétiques ainsi que d’'un mécanisme de sélection de certains clones et de 1’évolution du



profil de repopulation vers I'oligoclonalité (voir chapitre Introduction 1.3.2.3 p43). Ces effets ont
par la suite été mis en évidence in vitro et chez 'animal a de nombreuses reprises (voir chapitre
Introduction 1.3.2.3 p43). Quelques études ont également démontré que ces effets sont moindres
avec un vecteur SIN

. Mais la délétion
n’abolit pas totalement le pouvoir oncogéne du vecteur. En effet, 'apparition de tumeurs ou la
modification de certaines caractéristiques cellulaires in vitro a été décrite apres utilisation de
vecteurs rétroviraux SIN dérivés du MLV et de 'EIAV

Il est important de noter qu’aucune des évaluations de la capacité oncogénique des vecteurs
lentiviraux n’a pris en compte I’éventualité de la transactivation du promoteur. En effet, le LTR du
HIV est sous contrdle du transactivateur tat. En absence de ce facteur, le promoteur n’est donc
pas actif. Il ne s’agit que de fuite de la transcription. En revanche, en présence de tat, le
promoteur peut étre environ 1000 fois plus actif . La totalité des études ayant
été réalisée en absence de tat, il est trés probable qu’a I’état activé, en présence de tat, le LTR
lentiviral ait un pouvoir oncogéne bien plus important que celui rapporté aujourd’hui.
L’activation du promoteur pourrait avoir lieu si la cellule transduite est infectée par une particule
lentivirale sauvage. Il faut également envisager I'éventualité d'un effet tat-like induit par un
facteur viral (lentiviral ou non) ou cellulaire. Des effets de ce type ont, par exemple, été observés
avec les vecteurs adénoviraux de premiéres générations. En effet, dans certaines conditions,
malgré la délétion de la région E1 qui dirige 'expression des genes tardifs, la production de ces
génes a été observée, traduisant un effet transactivateur d’un facteur mimant E1

. Il ne peut étre exclu que des facteurs cellulaires ou viraux jouent un role comparable vis-a-

vis du LTR lentiviral et permettent son activation.

4.1.2. Transcription des séquences voisines du site d’intégration

L’augmentation du readthrough - c’est-a-dire de la capacité de poursuivre la transcription au-
dela du signal de fin de transcription - constitue un argument qui peut étre opposé a l'utilisation
de vecteurs lentiviraux SIN. En effet, la délétion des signaux de transcription affaiblit également
les signaux de fin de transcription. La transcription donne donc lieu a la formation d’ARN
chimériques et réduit I'efficacité d’expression du transgene. Ce probléme a récemment été soulevé
par Zaiss et coll. pour les vecteurs lentiviraux SIN . Les auteurs montrent
cependant que la réintroduction d’une partie de la région délétée, plus précisément la région de
liaison au facteur NFkB, permet d’améliorer significativement larrét de la transcription.
L’absence d’évaluation des conséquences de ce phénomeéne de readthrough dans les vecteurs
lentiviraux pourrait donc étre un argument en faveur de l'utilisation des versions non-SIN de ces

vecteurs.



Le readthrough dans les vecteurs lentiviraux est 1ié a la délétion de certaines séquences du LTR,
mais ce phénomene était déja décrit pour les oncorétrovirus - virus et vecteurs - portant un LTR
complet . Ce mécanisme participe au potentiel oncogéne des vecteurs
oncorétroviraux puisqu’il permet la transduction de nouveaux oncogénes cellulaires

. En effet, si le provirus est intégré dans un oncogéne cellulaire, la transcription peut donner
lieu a la formation d'un ARN génomique chimérique contenant cet oncogéne et qui pourra étre
encapsidé. Le readthrough est donc équivalent pour les vecteurs oncorétroviraux SIN et non SIN.
Le phénomeéne readthrough ne représente donc pas un argument recevable en faveur de

I’'utilisation des vecteurs MLV non-SIN.

4.1.3. Efficacité de transcription

Une des raisons qui ont motivé I'utilisation du LTR viral pour diriger 'expression du transgéne
dans les cellules souches hématopoiétiques par un vecteur MLV est la difficulté a identifier un
promoteur suffisamment actif dans ces cellules pour permettre un niveau d’expression
thérapeutique du transgene. Ainsi, un des arguments a ’encontre de I'utilisation de vecteurs SIN
est la contrainte de recourir a des promoteurs forts et/ou des enhancers, qui peuvent avoir les
mémes effets que le LTR viral. Toutefois, la plupart des études ont été menées avec un vecteur
non-SIN et un promoteur interne dont l'activité a pu étre perturbée par des interférences
transcriptionnelles avec le LTR. Il est important de réévaluer la nécessité de I'utilisation d'un LTR

oncorétroviral au sein d’un vecteur SIN.

Les résultats récemment publiés par Robert-Richard et coll.

remettent en effet en question cet argument et rapportent que, dans un contexte lentiviral, il
existe une alternative a l'utilisation d’'un promoteur interne LTR pour atteindre un niveau
d’expression élevé dans les cellules souches hématopoiétiques. Ils démontrent également que le
niveau d’activité transcriptionnelle d’'un promoteur n’est pas corrélé avec son effet sur les
promoteurs voisins. Au cours de cette étude, les auteurs ont utilisé un vecteur lentiviral SIN
portant un premier transgéne (gene de résistance) placé sous controéle de différents promoteurs
constitutifs : LTR du MLV, PGK ou EF1q, ainsi qu'un géene rapporteur (GFP) placé sous contréle
d’'un promoteur érythroide spécifique. Ces vecteurs ont été utilisés pour transduire des cellules
souches hématopoiétiques. Deux parameétres ont été analysés : (1) le niveau d’expression du
premier gene par le promoteur constitutif ainsi que (2) la spécificité d’expression de la GFP par le
promoteur érythroide. Ce dernier parametre peut étre considéré, avec toutes les réserves
nécessaires, comme un indicateur de leffet du promoteur constitutif sur la chromatine
environnante. Le niveau thérapeutique du premier transgéne est obtenu avec le LTR.
L’interférence, comme attendu, est trés importante puisque la GFP est fortement exprimée dans
de nombreuses lignées non-érythroides (entre 60 et 90%). L’ajout de la séquence cHS4 (compléte

ou non) permet de limiter les effets du LTR interne, sans toutefois rétablir parfaitement la



spécificité du promoteur puisque la fuite n’est réduite que de 2 a 6 fois. Au contraire, le
promoteur EF1a ne perturbe pas 'expression spécifique de la GFP (<1% de fuite dans les lignées
non-érythroides), tout en permettant un niveau thérapeutique d’expression du premier transgene.
Ces résultats démontrent donc que (1) le LTR viral n’est pas nécessaire a ’expression élevée d’un
transgene, puisqu'un promoteur endogéne permet un niveau d’expression comparable et (2) le
LTR, méme en tant que promoteur interne, induit une forte interférence avec un promoteur
voisin, interne au vecteur. Cette interférence peut suggérer une influence importante sur les
promoteurs cellulaires voisins. Une telle interférence du promoteur LTR, en tant que promoteur
interne, avec les promoteurs cellulaires voisins a déja été démontrée. Modlich et coll. ont en effet
rapporté qu'un vecteur MLV SIN comportant un LTR interne conserve 1/10 de la capacité

oncogene du vecteur non SIN

Il est également important de noter que, méme si le LTR permet un niveau de transcription élevé
dans les cellules hématopoiétiques, cette expression peut n’étre que transitoire. En effet, le LTR
viral est sensible a la méthylation, la transcription est alors significativement réduite. Ce
phénomene d’extinction a en particulier été illustré chez 'Homme au cours de l'essai de
traitement par transfert de gene du CGD-SCID (

; voir chapitres Introduction 1.2.2 p34 et
1.3.2.3 p43). L'utilisation du LTR oncorétroviral pour diriger 'expression d’un transgene est donc
a proscrire, méme en tant que promoteur interne. Il est préférable de s’orienter vers l'utilisation
de promoteurs permettant un niveau d’expression plus physiologique. De tels promoteurs
peuvent étre développés a partir d’éléments de régulation transcriptionnelle cellulaires. Ils
permettent également de restreindre ’expression au type cellulaire ciblé, par exemple les cellules
B productrices d’insuline dans le pancréas ou dans les hématies pour la

production d’hémoglobine

4.2. Risques environnementaux

Nous aborderons ce chapitre par le biais de I'exemple du premier essai clinique utilisant un
vecteur lentiviral. Cet essai, dont les résultats ont été récemment décrits par Levine et coll.,
concerne le traitement de linfection HIV par une stratégie d’ARN anti-sens dirigés contre
Penveloppe . Cet essai permet d’illustrer différents niveaux de risques
environnementaux : (1) le risque de formation de particules recombinantes lors de la production ;
(2) le risque de formation de particules recombinantes avec des particules sauvages ; (3) le risque
d’émergence de particules résistantes suite a la pression de sélection. Ce dernier risque est lié a

toute stratégie anti-infectieuse, indépendamment de la nature du vecteur utilisé.



4.2.1. Description de I’essai VRX496

Le vecteur utilisé, le VRX496, est dérivé du HIV et permet I'expression d’'une longue séquence
d’ARN anti-sens dirigée contre I'enveloppe sauvage du HIV. La construction du vecteur conserve
beaucoup d’éléments communs avec le HIV sauvage, en particulier les LTR. Le vecteur contient
une séquence du géne de la GFP afin de pouvoir la distinguer du génome sauvage. Par contre, les
homologies ont été réduites au maximum avec le plasmide de transcomplémentation utilisé lors
de la production, afin de limiter les risques d’apparition de particules recombinantes. Le méme
plasmide apporte les fonctions d’encapsidation gag et pol ainsi que la glycoprotéine d’enveloppe
VSV. Les particules ont été utilisées pour transduire ex vivo des cellules CD4+ de 5 patients
infectés par le HIV et n’ayant pas répondu a plusieurs traitements antiviraux classiques. Dans les
cellules transduites, I'antisens est exprimé a partir du LTR du vecteur. Le LTR n’a pas été modifié,
il reste donc sous le contréle de tat. Ceci a deux conséquences : (1) I'expression de 'antisens est
activée par la présence d’'un génome HIV sauvage dans la cellule (2) la mobilisation, c’est-a-dire la
transcomplémentation, du génome vecteur est possible par une particule sauvage. Le vecteur se

réplique donc de facon conditionnelle dépendante de I'infection par le HIV sauvage.

Avec un recul de prés de 3 ans apres l'injection de cellules CD4+ modifiées, les auteurs
n’observent pas de prolifération clonal et un profil TCR constant. L’analyse des sites d’intégration
révele un profil en accord avec publications antérieures. Aucune particule recombinante n’a été
détectée, ni de glycoprotéine VSV ou d’anticorps dirigés contre cette protéine. La mobilisation a
été observée pendant moins de 60 jours apres infusion des cellules modifiées. A priori, le systéme
est séduisant. Il est auto-régulé, c’est-a-dire que la réplication du vecteur est dépendante de la
réplication virale. Méme si un phénomeéne de recombinaison survient, le virus produit sera inhibé

par 'ARN anti-sens.

4.2.2. Systeme de production et recombinaison

Un des risques liés a la production de vecteurs par transfection (transitoire ou en lignée stable)
concerne la formation de particules recombinantes réplicatives par recombinaison entre le
vecteur et les éléments de transcomplémentation. Dans le but de réduire ce risque, les différentes
fonctions de transcomplémentation sont généralement séparées sur plusieurs plasmides. Cette
séparation physique permet d’augmenter le nombre d’événements de recombinaison requis pour
la formation de particules réplicatives. Les systémes de production les plus utilisés se composent
d’au moins trois plasmides : un plasmide vecteur, un plasmide d’encapsidation et un plasmide
d’enveloppe. 11 est surprenant qu'une telle mesure n’ait pas été appliquée dans le cadre de I'essai
VRX496. En effet, bien que les homologies de séquences aient été réduites entre le plasmide

vecteur et le plasmide de transcomplémentation, celui-ci apporte les fonctions gag-pol ainsi que



I'enveloppe. Ceci est d’autant plus surprenant que 'enveloppe utilisée est I'enveloppe pantropique
de VSV.

Au cours de l'évaluation préclinique du vecteur, les auteurs ont recherché la présence de
particules réplicatives, sans pouvoir en mettre en évidence. Toutefois, les stocks produits ne
semblent pas totalement dépourvus de particules recombinantes. Les auteurs ont préparé un
stock de vecteurs par transfection transitoire de cellules 293 et récolté le surnagent. Ce
surnageant a été utilisé pour transduire des cellules qui ont été passées 6 fois avant d’étre
analysées par PCR quantitative pour détecter la présence de la séquence VSV. De facon
surprenante, cette réaction s’est avérée positive. Ce résultat traduit une contamination des stocks
par la séquence de VSV, que ce soit par un événement de recombinaison ou par contamination de
plasmide dans le surnageant. Cette contamination est importante et
difficile a éliminer et peut permettre le transfert des plasmides dans les cellules transduites. Nous
avons en effet mis en évidence au laboratoire I'intégration du plasmide vecteur apres transduction
dans des cellules sélectionnées sur expression du transgéne GFP. L’intégration des plasmides de
transcomplémentation et/ou d’enveloppe n’a pas été recherchée, mais elle n’est pas moins
probable que celle du plasmide vecteur. Ainsi, quelle que soit la raison de la présence d’ADN VSV
dans les cellules apres transduction, les conséquences peuvent étre dramatiques dans ce contexte
puisque des événements de recombinaison entre ces séquences et le HIV sauvage pourraient

donner lieu a la formation de particules HIV réplicatives pantropiques.

La contamination des stocks de vecteurs par les plasmides utilisés pour la production démontre
I'intérét de développer de nouvelles méthodes de purification, par exemple par chromatographie.
De telles méthodes de purification sont notamment utilisées pour la production de vecteurs AAV.
Il est également possible de produire les vecteurs a partir de lignées stables. Cette méthode ne
permet pas d’éviter la formation de particules recombinantes, mais élimine la contamination sous

forme de plasmides.

4.2.3. Mobilisation par les lentivirus sauvages

Le phénomene de mobilisation se définit par la transcomplémentation du génome d’un vecteur
par une particule virale réplicative sauvage. Ce phénomene a été mis a profit dans le cadre de la
stratégie VRX496, mais il est généralement a éviter. En effet, outre la dispersion incontrélée du
transgene, le phénomeéne de mobilisation accroit significativement les risques de recombinaison

entre vecteur et virus et la formation de particules chimériques aux propriétés imprévisibles.

Le risque de mobilisation est particulierement aggravé dans le cas de traitements d’infection VIH
par un vecteur lentiviral, et la encore, il semble surprenant que de tels essais soient engagés sans
précautions supplémentaires. Dans le cas particulier de l'essai VRX496, si le plasmide
transcomplémentant est d'une maniére ou d’'une autre, introduit dans une cellule infectée par le

virus HIV sauvage, il pourrait récupérer une séquence Psi, et créer ainsi un virus réplicatif



pseudotypé par VSV. Rappelons que VSV est une enveloppe pantropique, et qu’il a été démontré
que le pseudotypage d’'un vecteur baculoviral par cette enveloppe le rend infectieux par voie

transdermique

La mobilisation peut survenir, par exemple, chez ’'Homme si une cellule transduite par un vecteur
HIV est infectée par une particule de HIV sauvage. Il faut également en tenir compte dans le
cadre d’applications vétérinaires. En effet, il est envisageable de produire des animaux
transgéniques a l'aide de vecteurs lentiviraux ; si cette méthode est un jour appliquée pour la
production d’animaux d’élevage, il faudra considérer le risque d’infection par le lentivirus
écotrope sauvage, par exemple par le BIV pour les bovins. D’autre part, il pourra également étre
envisagé de vacciner a grande échelle des animaux d’élevage ou domestiques ; la encore, il faudra
tenir compte de ce risque. Les travaux récents publiés par Zhu et coll. montrent que des particules
chimériques HIV-BIV peuvent étre produites . Les auteurs suggérent également
que certaines de ces chiméres peuvent achever un cycle de réplication. Des études approfondies
seront donc nécessaires afin d’évaluer précisément le risque de formation de particules nouvelles

par recombinaison entre les vecteurs lentiviraux et les lentivirus sauvages.

L’inactivation du LTR par délétion du site de reconnaissance du transactivateur tat permet de
réduire le risque de mobilisation (vecteur SIN). Une équipe a récemment montré que la
modification des LTR telle qu’elle est utilisée a I'heure actuelle n’est pas suffisante et qu'une fuite
transcriptionnelle est détectable, permettant la synthése de génomes ARN qui peuvent étre
encapsidés . Les auteurs établissent que la délétion d'une séquence
supplémentaire dans la région Leader (L), qui contient différents éléments de régulation de la
transcription, permet de supprimer la transcription. Le probléme n’est cependant pas totalement

solutionné puisque la transcription peut également étre initiée par un promoteur cellulaire voisin

Le probléme de la mobilisation a également été soulevé a propos des vecteurs lentiviraux non-
intégratifs. Les résultats, méme s’ils ne sont que préliminaires, suggérent que la mobilisation est
possible a partir des formes épisomales du génome lentiviral

. La transcription du
génome vecteur est initiée a partir du LTR dans le noyau de la cellule transduite. En présence des
protéines nécessaires a la formation d’une particule (gag, pol et VSVg), ces transcrits peuvent étre
encapsidés et former de nouvelles particules efficaces pour la transduction. L’efficacité de cette
mobilisation peut atteindre jusqu’a 103 TU/mL pour des cellules a 5 passages apres transduction
avec un vecteur lentiviral non-intégratif. Par contre, avec un vecteur lentiviral non-intégratif SIN,
lefficacité de mobilisation est nulle. Pour comparaison, si les cellules sont transduites avec un
vecteur intégratif non-SIN ou SIN, les titres sont respectivement de 105 et 103 TU/mL. Ces
résultats demandent confirmation, mais ils soulignent I'importance du LTR, méme dans un

contexte épisomal. L’absence de mobilisation observée avec les vecteurs épisomaux SIN est un



argument supplémentaire de poids en faveur de l'utilisation des vecteurs lentiviraux non-

intégratifs, en particulier pour certaines applications a grandes échelles, comme la vaccination.

La pertinence de la question de la mobilisation peut toutefois étre soulevée. En effet, le tropisme
naturel des lentivirus, en particulier du HIV est majoritairement restreint aux lymphocytes. Ne
peut-on pas considérer ce risque comme nul des lors que ces cellules ne sont pas les cibles du
transfert de génes ? Deux éléments de réponse sont a considérer: (1) quelles que soient les
cellules cibles, il est trés probable que les cellules immunitaires soient transduites, surtout si le
vecteur est injecté dans la circulation générale ; (2) le tropisme du HIV n’est
pas exclusivement restreint aux lymphocytes et certains variants ont un tropisme différent qui
leur permet d’infecter les macrophages dans le cerveau ou dans le foie ;
I'infection de la microglie et d’astrocytes a également été

décrite.

L'utilisation des virus non humains, puis non-primates pour le développement de vecteurs
lentiviraux a usage clinique a été proposée afin de contourner le probléeme de mobilisation
. Mais toutes les études menées ont montré la possibilité d’encapsidation

croisée des différents virus, HIV, SIV et FIV
avec le risque de formation de particules
chimériques aux propriétés nouvelles et inconnues. Seules les combinaisons lentivirus/autres

rétrovirus sont inefficaces

Les résultats différent si 'on considére non pas des virus mais des vecteurs non-réplicatifs.
Strappe et coll. ont montré ’'absence de mobilisation avec des particules chimériques combinant
des éléments de HIV1/HIV2/SIV . Toutefois, les résultats obtenus montrent
que les ARN de SIV et de HIV2 peuvent étre encapsidés par HIV1, ce qui correspond a la
configuration la plus probable dans le cadre d’une application chez 'Homme. Des résultats
similaires concernant I'encapsidation de génome HIV-2 par un vecteur HIV-1 ont été obtenus par

Corbeau et coll.

Ces différentes études portent sur la possibilité d’encapsidation croisée entre deux virus ou deux
vecteurs et 'encapsidation croisée entre un virus réplicatif et un vecteur non-réplicatif n’a pas été
évaluée. Néanmoins, une des seules stratégies permettant de contourner efficacement ce risque
est la modification du LTR, qui permet de limiter la transcription d'un génome ARN qui pourrait

étre encapsidé.

4.2.4. Pression de sélection et émergence de nouveaux virus

Un autre risque concerne I'apparition de particules résistantes. En considération de ce risque, les
auteurs ont utilisé une séquence anti-sens qui couvre un large fragment du géne env. L’apparition

de formes résistantes par une sélection sur I'enveloppe n’a que peu été évaluée dans la mesure ou



les traitements antiviraux classiques sont dirigés contre les enzymes, intégrase, rétrotranscriptase
ou protéase. Une pression de sélection est toutefois induite par la production d’anticorps
neutralisants. Sous cette pression, I'enveloppe semble évoluer rapidement. Ces évolutions
permettent généralement ’échappement a lanticorps neutralisant sans modifier la liaison aux
récepteurs cellulaires ; dans un certain nombre de cas
cependant, il est possible que le tropisme des particules soit modifié et qu’elles infectent plus
efficacement de nouveaux types cellulaires . La sélection sur I'’enveloppe
pourrait donner lieu a 'émergence de souches résistantes a la stratégie anti-sens. L’anti-sens
étant dirigé contre I'’enveloppe, un tel phénomeéne pourrait induire une évolution de la structure
du virus et générer des variants a I’enveloppe modifiée, dont les propriétés de tropisme pourraient

elles-mémes étre trés modifiées.

Tous ces événements sont d'une probabilité extrémement réduite et n’ont pas été mis en évidence,
que ce soit lors de I'essai clinique VRX496, ni au cours des phases précliniques. Toutefois, dans le
cadre d’'une vaccination contre le HIV, des millions de patients pourraient potentiellement étre
traités. Ces événements, aussi peu probables soient-ils, pourront alors étre observés puisque leur
probabilité sera multipliée par 10° par rapport a I'essai clinique présenté. Rappelons que le risque
de mutageneése insertionnelle n’a été mis en évidence qu’au passage de la souris a 'Homme, soit
avec un changement d’échelle comparable du point de vue du nombre d’événements de
transduction. Le dernier effet secondaire grave rapporté a la suite d'un transfert de géne est de
plus survenu environ 6 ans apres le traitement (voir ). Le recul de 3 ans n’est donc

pas suffisant pour attester de la biosécurité de cet essai d'un point de vue environnemental.

4.3. Conclusion

En conclusion, les vecteurs SIN MLV représentent, de toute évidence, un progrés en matiere de
biosécurité, par rapport aux MLV classiques. L’utilisation de promoteur LTR en interne est
également a proscrire. L'utilisation de promoteurs cellulaires est en effet préférable puisqu’ils
permettent, s’ils sont bien choisis, une efficacité transcriptionnelle équivalente et sont

généralement moins sensibles aux phénomeénes de méthylation.

En ce qui concerne les vecteurs lentiviraux, la question est plus délicate. En effet, d’'une part le
potentiel activateur du LTR décrit est bien inférieur a celui des oncorétrovirus, d’autre part la
délétion induit une forte augmentation du readthrough, dont les conséquences n’'ont pas été
précisément évaluées. Le bénéfice des vecteurs SIN n’est donc pas évident. Toutefois, aucune de
ces évaluations n’a envisagé la possibilité de transactivation du LTR lentiviral par un effet tat-like.
Enfin, I'utilisation de vecteurs lentiviraux SIN est la seule stratégie permettant de contréler le
risque de mobilisation. La question posée ne devrait donc pas étre « Doit-on abandonner les

vecteurs rétroviraux classiques et utiliser les vecteurs SIN ? » mais bien déja « Comment peut-on



réduire les risques associés aux vecteurs rétroviraux SIN ? ». En effet, méme les vecteurs SIN
restent associés a des perturbations de la cellule. D’autres part, nous avons également mentionné
un certain nombre de risques associés a la production des vecteurs rétroviraux ou au phénomeéne
de mobilisation par des virus sauvages. Différents moyens sont d’ores et déja disponibles afin de
controler ou réduire ces risques. Il sera nécessaire de les mettre en ceuvre lors des essais cliniques

a venir.
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CONCLUSION




De nombreux progres ont été réalisés ces derniéres années concernant ’évaluation des risques
liés aux vecteurs viraux et le développement de vecteurs plus sécurisés. Toutefois, bien que les
données concernant I’évaluation de ce risque suggerent que le risque de mutagenése
insertionnelle est bien moins important avec les vecteurs lentiviraux qu’avec les vecteurs
oncorétroviraux, il ne peut étre négligé. Ces résultats doivent inciter a continuer la caractérisation
de ce risque, et a développer de nouveaux outils encore plus sécurisés. Les vecteurs lentiviraux

non-intégratifs sont une des voies possibles, I'intégration ciblée en est une autre.

Toutefois, un certain nombre de considérations sur le risque de recombinaison et les
conséquences que pourrait avoir la formation de particules chimériques a partir d’'un vecteur et
d’un lentivirus sauvage sont particuliérement inquiétantes, d’autant plus que ces risques ne sont
pas ou peu caractérisés aujourd’hui. Effectivement, a 1’échelle d’'un essai clinique n’incluant
qu'une dizaine de patients, I'incidence de ces risques est telle qu'aucun événement ne sera
observé. Mais l'avenir de la thérapie génique n’est-il pas de dépasser un jour le stade de I'essai

clinique ?

A Theure ot les risques sanitaires et environnementaux doivent étre évalués pour chaque nouvelle
molécule chimique utilisée par I'industrie (plan REACH de la Commission Européenne) et ou les
maladies infectieuses émergentes sont une des craintes de I’'Organisation Mondiale de la Santé, il
serait nécessaire que les communautés de thérapie génique veillent a ce que ces risques soient
anticipés, étudiés et pris en compte dans le développement des vecteurs de transfert de genes et
des stratégies thérapeutiques. L’adoption de standards supérieurs aux standards actuels lors des
phases précliniques donnera une nouvelle impulsion a la thérapie génique. Ce n’est qu’ainsi

qu’elle passera du stade de science expérimentale a celui de véritable option thérapeutique.
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Lentivirus-derived vectors are among the most promising viral
vectors for gene therapy currently available, but their use in clinical
practice is limited by the associated risk of insertional mutagenesis.
We have overcome this problem by developing a nonintegrative
lentiviral vector derived from HIV type 1 with a class 1 integrase (IN)
mutation (replacement of the 262RRK motif by AAH). We generated
and characterized HIV type 1 vectors carrying this deficient enzyme
and expressing the GFP or neomycin phosphotransferase trans-
gene (NEO) under control of the immediate early promoter of
human CMV. These mutant vectors efficiently transduced dividing
cell lines and nondividing neural primary cultures in vitro. After
transduction, transient GFP fluorescence was observed in dividing
cells, whereas long-term GFP fluorescence was observed in non-
dividing cells, consistent with the viral genome remaining episo-
mal. Moreover, G418 selection of cells transduced with vectors
expressing the NEO gene showed that residual integration activity
was lower than that of the intact IN by a factor of 500-1,250.
These nonintegrative vectors were also efficient in vivo, allowing
GFP expression in mouse brain cells after the stereotactic injection
of IN-deficient vector particles. Thus, we have developed a gener-
ation of lentiviral vectors with a nonintegrative phenotype of
great potential value for secure viral gene transfer in clinical
applications.

HIV-1-derived vector | integrase deficient | stable transgene expression

ome of the viral vectors used for gene transfer integrate into the

host cell chromatin, whereas others remain episomal. The most
commonly used nonintegrative vectors are derived from adenovi-
ruses (AdV), herpes virus (HSV) or adeno-associated virus (AAV).
The integrative vectors in current use are derived from type C
retroviruses, such as murine leukemia virus (MLV), or lentiviruses
such as HIV.

Vectors derived from AdV and HSV have already proved to
be efficient in many experimental models, but technical limita-
tions make it extremely difficult to obtain vector stocks devoid
of replication-competent particles. In general, the production
systems for these vectors require helper viruses or genomes that
cannot be totally eliminated from stocks, accounting for
0.01-1% of all of the viral particles present (1, 2). Stocks may
therefore be strongly immunogenic, thereby hindering their
general use in clinical applications.

Lentivirus-derived vectors appear to be among the most prom-
ising alternatives: they can transport up to 8 kb of DNA of interest,
they can be pseudotyped so that they present the chosen tropism
(broad or specific), they transduce both dividing and nondividing
cells, they are produced easily without the need for helper particles,
and they are only weakly immunogenic (3, 4). However, like all
integrative systems, lentivirus-derived vectors present a risk of
insertional mutagenesis, which also limits their clinical application.
This risk was recently highlighted in an X-linked severe combined
immunodeficiency ex vivo gene therapy trial based on a murine

17684-17689 | PNAS | November 21,2006 | vol. 103 | no. 47

leukemia virus (MLV)-derived vector (5). Several studies have
since pointed out that integration is not totally random for MLV (6)
and lentiviral vectors (6, 7), which preferentially integrate into or
close to transcriptionally active genome sequences. Moreover,
macrophage cancers have been associated with HI'V integration in
some AIDS patients (8). Actually, AIDS has also been correlated
with various types of cancer (9). Recently, Themis et al. (10) have
reported the oncogenic potential of equine infectious anemia virus
(EIAV) lentiviral vectors after the transduction of fetal and neo-
natal tissues. These findings clearly demonstrate the need to find
means to prevent deleterious effects of integration of lentiviral
vectors.

Two strategies for reducing the risk of insertional mutagenesis
could be considered: the integration process could be rendered
site-specific, or novel nonintegrative vectors could be developed.
The development of new nonintegrative vectors, for targeting
nondividing cells or for transient transgene expression in cycling
cells, is simpler and could take advantage of an interesting feature
of lentivirus biology. These viruses are normally present in various
forms in the nucleus of infected cells: as integrated proviruses and
as nonintegrated linear molecules and circular molecules with one
or two long terminal repeat (LTR) sequence (11). Class 1 HIV
integrase (IN) mutations prevent the IN reaction without disturbing
other Gag-Pol functions, thereby favoring the circularization of the
genome by host enzymes (12). These circular genomes have been
shown to be functional templates for transcription by host cell
machinery (refs. 13-16; see ref. 17 for a review).

In this article, we investigate the efficiency of nonintegrative HIV
vectors for expressing transgenes in vitro and in vivo. We have
developed a HIV type 1 (HIV-1)-derived vector carrying a class 1
IN mutation (18), and we have shown that this vector drives efficient
transgene expression in dividing and nondividing cells in vitro.
These vectors are episomal and retain only a negligible integration
capacity. We have estimated that the mutant vectors integrated
500-1,250 times less frequently than the WT vectors. Furthermore,
in contrast to previous reports (19-23), we have shown that these
vectors efficiently drove transgene expression in vivo after intra-
striatal injection into mice. Thus, the generation of lentiviral vectors
described has great potential to overcome insertional mutagenesis,
the main limitation to the clinical application of gene therapy with
retroviral vectors.
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Fig. 1. Schematic representation of the intact (WT) and mutant (N) INs and

of the encapsidation plasmids. (Upper) Schematic representation of the HIV-1
IN domains and the N region containing the modified amino acids (bold).
Numbers correspond to amino acid position. (Lower) Schematic representa-
tion of the encapsidation plasmid encoding the intact IN (p8.91 INwr) or the N
mutant IN (p8.91 INy).

Results

Design of HIV1-Derived Vectors with a Class | IN Mutation. We used
a class 1 IN mutation for the development of a nonintegrative
lentiviral vector. This mutation does not prevent reverse transcrip-
tion, nuclear import of the preintegration complex, or circulariza-
tion of the viral genome in the cell nucleus (18). The mutation
consists of replacement by AAH of the 2?RRK motif, which is part
of the N region of the HIV IN. For the production of lentiviral
vectors containing this mutant IN, the mutant allele (INy) was
introduced into the encapsidation plasmid in place of the WT allele
(INwr). Two types of vector were produced: one containing an
expression cassette for the GFP (INw GFP and INNy GFP) and the
other containing an expression cassette of for the neomycin phos-
photransferase (NEO) gene (INwt NEO and INy NEO) (Fig. 1).

Class 1 IN Mutation Does Not Prevent Transgene Expression. We
evaluated the capacity of the mutant HI'V-vector to transduce
cells by titrating it on 293T cells with increasing doses of INw
GFP or INy GFP. After 72 h, the transduction rate was shown
to be dose-dependent. Up to 90% of transduction efficiency is
obtained with the highest volume of concentrated stock (5 ul) of
both the control and the mutant vectors (Fig. 24). This finding
indicates that the selected IN mutation does not affect particle
production or transduction process (encapsidation, reverse tran-
scription, and nuclear translocation) or prevent transgene ex-
pression from vectors.
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Fig.2. Compared transduction efficiency of mutant and WT vectors. (A) GFP

expression in 293T cells transduced with the mutant (INy GFP) or the WT (INwt
GFP) vector. The 293T cells were transduced with serial dilutions of either
mutant vector (INy GFP) or WT vector (INwt GFP). At 72 h after transduction,
cells were fixed in PFA, and GFP expression was analyzed by FACS. (B) Ratio of
titers expressed in TU/ng p24 of INwr GFP (black) and INy GFP (white) of four
separate stocks of vectors produced simultaneously.
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Fig. 3. GFP expression in time in dividing cells. The 293T cells were trans-
duced with equivalent TU amounts of the INy GFP (32 ng of p24 per pul) or the
INwT GFP (8 ng of p24 per pl) vector. Cells were cultured and analyzed by FACS
at various times after transduction to determine the percentage of GFP-
positive cells. Cells were transduced in three replicate wells for each condition,
and results are expressed as the mean of the three measurements =SD. At day
47 after transduction, cells were passaged into two wells and left untreated or
treated with 5 mM sodium butyrate for 24 h before the last harvesting, 50 days
after transduction.

With a lower dose (0.5 ul) of the mutant vector, we observed 29%
of GFP-positive cells, whereas the same volume of the control
vector transduced 87% of cells. These results suggest that the
mutant vector expresses transgenes less efficiently than the control
vector. This hypothesis was confirmed by comparing the p24 and
transducing units (TU) titers of various stocks of mutant and WT
vectors produced simultaneously (Fig. 2B). In simultaneous
INwT and INy vector productions, the TU/p24 ratio was higher for
WT vectors than for mutant vectors by a factor of 4.6-20.4 (mean
factor: 9.9 = 7.3), showing that the WT vector allows a more
efficient transgene expression than does the mutant vector in 293T
cells.

We then ascertained that the observed fluorescence resulted
from de novo transcription rather than from a pseudotransduction
mechanism. The 293T cells were transduced with various doses of
mutant vector in the presence of 3’-azido-3'-deoxythymidine
(AZT), a reverse-transcriptase inhibitor. AZT treatment resulted
in a drastic reduction of GFP expression (data not shown). Thus, the
GFP fluorescence observed with the mutant vector was clearly due
to genuine transcription from newly formed vector genomes.

Transgene Expression from the Mutant Vector Is Transient in Dividing
Cells. We then verified that GFP expression from INy vectors did
not result from integrated provirus. If this were the case, then GFP
fluorescence levels would remain stable through successive pas-
sages. Cells initially transduced with equal TU amounts of the INwr
GFP and INN GFP vectors were cultured and passaged for up to 50
days. The cells were regularly analyzed by FACS to evaluate the
stability of GFP expression through divisions. The percentage of
GFP-positive cells was stable after transduction with the WT
integrative vector: 28.42 = 0.21% after 3 days and 19.74 = 1.11%
after 50 days of growth (Fig. 3). In contrast, GFP fluorescence
rapidly decreased in cells transduced with the mutant INy GFP
vector: from 30.91 + 0.35% after 3 days, to 0.9 = 0.11% after 10
days, and 0.26 = 0.10% after 50 days of growth. This progressive
loss of transgene expression in dividing cells observed with the
mutant vector is consistent with a nonintegrative phenotype.

To confirm that this disappearance of transgene expression
results from the dilution of the vector genome through cell division
rather than from promoter silencing, we treated the cells with
sodium butyrate, an inhibitor of histone deacetylases commonly
used to reverse transgene silencing. This treatment, performed 50
days after transduction, did not significantly affect GFP expression
level in INN-transduced cells, because 0.17 = 0.05% of untreated
cells expressed GFP, whereas 0.26 * 0.10% of the treated cells were
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Fig. 4. Evaluation of residual IN activity of the mutant enzyme. Hela cells
were transduced with increasing amounts of mutant vector INy NEO or WT
vector INwt NEO and plated in T25 flasks. Cells were grown in the presence of
G418 for 3 weeks, with the medium replaced every 3 days. Cells were trans-
duced in three replicate wells for each condition, and results are expressed as
the mean of the three measurements =SD. For the highest doses tested with
the integrative vector (0.5 and 5 ng of p24), the number of clones per flask was
~400 and 800, respectively. Precise evaluation was not possible because of the
confluence of the clones.

GFP positive (Fig. 3). Promoter silencing is, therefore, unlikely to
be responsible for the disappearance of transgene expression.
These results strongly suggest that the IN mutation used in this
study prevented integration of the vector genome and allowed the
formation of episomes and their efficient transcription.

The Residual Integration Activity of INy Is Lower than That of INwr by
a Factor of 500-1,250. We precisely evaluated the residual integra-
tion activity of the mutant IN by means of an approach based on
the expression of a NEO gene, conferring G418 resistance on cells.
Proliferative HeLa cells were transduced with various amounts
(normalized for p24) of mutant or control vectors expressing the
NEO gene and were grown in the presence of G418. Thus, the
number of clones formed after several days of selection reflects
the frequency of integration events of the proviral vector. Because
we could not determine the TU titer of the NEO vectors, stocks
were evaluated by RNA dot blot analysis showing that equivalent
amounts of p24 corresponded to equivalent numbers of RNA
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genomes (data not shown), as described for simultaneously pro-
duced stocks of lentiviral vectors (24). Transduced cells were
cultured for 3 weeks in the presence of G418, and the number of
clones obtained for each dose was determined (Fig. 4). The minimal
dose required for clones to grow with the mutant vector was 0.5 ng
of p24 (1 = 1 clone), whereas the minimal dose required to observe
clones with the WT vector was 0.001 ng of p24 (0.7 = 0.6 clone).
With 50 ng of p24 of the mutant vector, we observed 109 = 12.2
clones. This dose was equivalent to 0.1 ng of p24 of the control
vector (115 = 13.5 clones). The mutant enzyme is, therefore, at least
500 times less efficient at integration than is the WT enzyme. This
difference in efficiency was even greater for the higher doses tested,
because we could estimate, by extrapolation of the dose-response
curve, that the highest dose tested for the mutant vector (196 =
104.5 clones with 250 ng of p24) was equivalent to 0.2 ng of p24 of
the WT vector. At this dose, the mutant vector integrates 1,250
times less frequently than does the WT vector.

Episomal Genomes Allow Stable Transgene Expression in Nondividing
Cells. We investigated the stability of extrachromosomal forms of
HIV vector genomes and their ability to drive long-term transgene
expression by studying GFP expression in nondividing primary
neurons and astrocytes after transduction with equivalent TU
amounts of mutant or control vectors. GFP expression was ob-
served for at least 16 days after transduction in neurons, with no
evident decrease. Moreover, no significant difference was observed
between the percentages of GFP-expressing cells after transduction
with the mutant INy or the control INw vectors (Fig. 54) at any
time point analyzed (two-way repeated measures ANOVA, P =
0.9321), indicating that transgene expression levels were equivalent
for control and mutant vectors at the doses used. GFP expression
was observed in such cultures for up to 25 days (Fig. 5B). Similar
results were obtained for postmitotic astrocytes in which GFP
expression was shown to be stable for 5 weeks (Fig. 5C). We can,
therefore, conclude that the nonintegrative lentiviral vectors de-
veloped are stable in vitro in nondividing cells and allow sustained
transgene expression for at least 5 weeks.

IN-Mutant Lentiviral Vectors Are Able to Transduce Neural Cells in
Vivo. Control INwt GFP vector (10 X 10* TU) and mutant INy
GFP vector (5 X 10* TU) were injected into the mouse brain, and
GFP expression was analyzed by immunohistochemistry (Fig. 6).
One week after injection (n = 2) transgene expression with the

B

> QTS
IN), 5 weeks

IN, 1 week

Control

Fig.5. GFP expression in nondividing primary neural cells in vitro. GFP expression in cortical primary neurons and astrocytes was evaluated after transduction

with equal TU amounts of mutant vector INy GFP or control vector INwt GFP. Primary neurons were transduced and fixed with PFA at various times after
transduction. GFP expression was visualized by immunocytochemistry. (A) The percentage of GFP-expressing cells in neurons was evaluated up to 16 days. Three
replicate wells were analyzed for each condition, and results are expressed as the mean of the three measurements +SD. (B and C) Immunocytofluorescence
analyses of GFP expression up to 25 days in neurons (B) and 5 weeks in astrocytes (C). Control wells (untransduced) at 25 days for neurons and 5 weeks for astrocytes
show high background because of cell death. The endogenous fluorescence is easily differentiated from the high GFP fluorescence by looking at the cells through
the red filter highlighting dying cells but not true GFP expression.
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Fig. 6.
sion in mouse brain 1 week (A) and 4 weeks (B) after stereotactical injection
of 5 X 10% TU of the mutant INy GFP vector (left) or 10 X 104 TU of the control
INwt GFP vector (right). (Scale bars, 0.5 mm.)

GFP expression in vivo. Immunocytochemical analysis of GFP expres-

mutant vector was significant and could be compared with expres-
sion from the control vector, according to the difference of doses.
GFP expression was observed for 1 month after injection of the
nonintegrative vector (n = 2). Levels of expression at this time
appeared to be equivalent to those observed 1 week after injection,
with both the mutant INy or control and the control INw vectors.
Thus, the nonintegrative vector efficiently and stably directed
transgene expression in the brain.

Discussion

Safety concerns are the major obstacle to the use of viral vectors for
gene therapy in clinical practice. Lentiviral vectors present a
promising alternative to the vectors currently used, because they
transduce many types of cells efficiently and can be produced in the
absence of replication-competent particles. However, their poten-
tial to induce insertional mutagenesis continues to limit their
clinical use.

In this study, we show that lentiviral vectors containing a class I
IN mutation integrate only very poorly into the target cell chro-
matin and, yet, can transduce cells both in vitro and in vivo.

Gene Expression from Circular Forms of HIV. Although efficient viral
replication seems to be associated with integration events, HIV
transcription was shown to be supported by circular molecules.
Expression of viral proteins, e.g., tat, nef, or reverse transcriptase as
well as indicator genes linked to the LTR promoter, have been
reported in many assays using virus particles containing class 1
nonpleiotropic IN mutations (13-16).

In contrast, lentivirus-derived vectors containing a class I IN
mutation have been described in several studies that reported an
absence of transgene expression. The first such studies (19-21)
described an HI'V-1-derived vector containing a substitution in the
catalytic domain of the IN (D64V mutant IN) that transduced only
rare cells in vitro and in vivo. These studies concluded that lentiviral-
vector genome integration was necessary for transgene expression.

Philippe et al.

Two recent articles described feline immunodeficiency virus-
derived vectors containing a D66V substitution in the IN sequence
(22, 23), the D66 residue being equivalent to the D64 residue of
HIV IN. Surprisingly, these vectors allowed transgene expression
only in nondividing cells in vitro (aphidicolin cell cycle-arrested cell
lines or primary postmitotic neurons). Very little or no transgene
expression was observed in dividing cells in vitro or in vivo in the rat
eye, after subretinal injection. The authors thus concluded that
transduction efficiency with feline immunodeficiency virus vectors
containing a class 1 IN mutant is cell-cycle dependent.

Although class 1 IN mutant lentivirus-derived vectors were used
in the above studies, none of the results obtained are consistent with
what we observed with HIV vectors or what was observed with HIV
viruses containing class 1 IN mutant (13-16). These discrepancies
may be accounted for by the absence of the central flap (cPPT-
CTS) in the HIV vectors used. This sequence is now known to be
critical for nuclear import of the preintegration complex in lenti-
viruses and lentivirus-derived vectors (24-26). This element is
present in the feline immunodeficiency virus vectors, but its impli-
cation in nuclear translocation has not yet been precisely described.
However, it may not be as efficient as in HI'V counterparts, because
the cPPT sequence is not a repetition of the PPT (27). Indeed, both
PPT and cPPT sequences have to be similar for efficient HIV
nuclear transport (24). HIV integrative vectors lacking this element
express transgenes less efficiently because most of the reverse-
transcribed genomes are not imported into the nucleus of the
transduced cell. Thus, expression from episomal genomes, which is
weaker than from integrated proviruses, may not have been de-
tected in these experiments.

We tested this hypothesis by producing INy lentiviral vectors
devoid of the central flap and comparing them with INy vectors
containing the central flap. Although we observed that the absence
of the central flap resulted in a decrease in transgene expression by
a factor of 2-4 in vitro, GFP expression remained significant in
dividing cells. However, it should be noted that the GFP-expression
cassette in this experiment was driven by a strong promoter (CMV)
and contained the WPRE element that has been shown to increase
transgene expression by a factor of ~5 (28, 29).

We thus conclude that the discrepancy between our results,
showing efficient expression from the HIV-1 derived INy vector,
regardless of the cell cycle, and those of studies from other groups
can be explained by the optimization of our vectors. This optimi-
zation involved (7) incorporation of the flap sequence, (if) a deleted
U3 region in the LTR, shown to improve transgene expression (30,
31), and/or (iif) a very strong expression cassette through combi-
nation of the CMV promoter and the WPRE sequence (28, 29). In
other words, the absence of one or several of these elements in the
vectors used in previous studies may have resulted in a transgene
expression under the threshold of detection.

After this manuscript was submitted, a study describing nonin-
tegrative lentiviral vectors was published by Yanez-Munoz et al.
(32). In contrast to the ??RRK mutated IN vector, this group used
a D64V mutated IN. In line with the current study, the D64V
vectors exhibit an episomal phenotype, a negligible residual IN-
mediated recombination, and efficient in vivo transduction.

The transduction efficiency of the D64V vector was reported by
Yanez-Munoz et al. (32) to be equivalent to the WT integrative
vector, whereas the 2?RRK mutant vectors described in this study
exhibited lower transduction efficiency. Although further compar-
ison studies are needed, this discrepancy may be explained by a
pleiotropic effect of the 2?RRK IN mutation. Indeed, in addition
to catalyzing integration reactions, the IN enzyme is involved in
various steps of the virus life cycle. Thus, the IN mutation we used
may impair transduction efficiency at any step upstream of the
recombination (e.g., virion maturation, uncoating, or nuclear
import).
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Residual Integrase Activity. We have shown that INy vectors retain
avery weak integration capacity. Using a NEO-expression cassette,
we showed that this activity was weaker than that of similar vectors
containing a WT IN by a factor up to ~1,000. This method has the
advantage of taking into account integration events that can arise
only after extensive cell divisions. INy vector integration may result
from both illegitimate recombination of the linear and circular
forms of the vector genomes and/or residual catalytic activity of the
mutant IN. In all retrovirus integration processes, IN-mediated
catalysis is characterized by the deletion of two base pairs at the
extremities of the LTRs. Thus, if integration is mediated by IN
activity, the sequence at the end of the LTR is CA rather than
CAGT. We analyzed the extremities of integrated INy vectors
(selected by G418) by the linear amplification-mediated PCR
technique [adapted from Schmidt ef al. (33)], and showed that four
of five clones had a CA sequence at the extremity, demonstrating
that integration resulted from residual activity of the mutated IN
(data not shown). However, the possibility that integration also
occurs through illegitimate recombination of the circular forms of
the vector is not excluded. Moreover, this finding suggests that the
residual integration frequency observed could be further reduced,
e.g., by alteration of aft sequences of the LTR (34).

Potential Use of Episomal Lentiviral Vectors. These newly developed
INy vectors represent a step forward in the clinical application of
lentiviral vectors for gene transfer. Because these vectors retain
very weak, almost negligible, integration activity, the risk of inser-
tional mutagenesis is almost totally abolished. Moreover, the com-
bined use of a class I mutant IN and deletion of the U3 region (SIN
vectors) decreases the risk of activation or deregulation of nearby
genes if integration occurs. This may, therefore, ensure safe gene
transfer. These vectors can thus be used both for stable transgene
expression in nondividing cells and for transient expression in
proliferating cells. We recently observed that stable expression over
a 6-month period could be obtained in the dog eye after the
subretinal injection of an IN mutant vector encoding GFP and
could be monitored by angioretinography (S. Bonnel, S.P., C. Vetu,
M. Abitbol, J.M., and C. Sarkis, unpublished data). Stable trans-
gene expression in the retina by using a D64V nonintegrative
lentiviral vector was also reported by Yanez-Munoz et al. (32),
confirming the ability of episomal forms of HI'V genomes to stably
drive transgene expression.

Expression from these vectors could be increased, making them
more suitable for clinical gene transfer, by incorporating regulatory
cis sequences. A few studies have demonstrated the possibility of
enhancing transgene expression from an episome by the incorpo-
ration of an insulator into the vector genome (35-37). In combi-
nation with other sequences, such as the APP 5" UTR or TH 3’
UTR, as described for integrative lentiviral vectors (29), these
modifications may result in very strong transgene expression from
INy vectors, if required.

Conclusion

We have developed an IN-mutant lentivirus-derived vector that is
nonintegrative and allows the formation of circular episomal ge-
nomes in the nucleus of transduced cells. We have shown that these
nonintegrated forms are efficiently transcribed by the cellular
machinery, consistent with previous reports based on virus obser-
vation and in contrast to vector-based studies. However, transgene
expression with the mutant vector did not appear to be as efficient
as with its WT counterparts. This transgene expression was tran-
sient in dividing cells and stable in nondividing cells. We have
confirmed an absence of integration and, more importantly, we
have demonstrated that these vectors drove transgene expression in
the mouse striatum in vivo as efficiently as an integrative vector.
This newly developed nonintegrative lentiviral vector retains all of
the interesting features of lentiviral vectors but does not present the
most important drawback to the clinical application of these
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vectors: the risk of insertional mutagenesis. Moreover, the IN
mutation also increases the safety of this vector by reducing the risk
of formation of replication-competent recombinant particles. Be-
cause the viruses containing such a mutation are defective for
replication (18, 38), recombinant particles would also be expected
to be replication-defective. This generation of lentivirus-derived
vectors thus overcomes a major hurdle to gene therapy and offers
many application perspectives. It could be used in gene therapy
strategies requiring transient transgene expression in dividing cells
and in long-term treatments targeting nondividing cells, such as all
treatments of CNS diseases.

Methods

Plasmids. Two plasmids encoding an epitope-flagged IN, described
by Petit et al. (18), were used to generate encapsidation plasmids:
the plasmid BRU-INwr, in which the IN is functional, and the
plasmid BRU-INy; in which the 22RRK motif of the N region of
the IN coding sequence is replaced by AAH, the equivalent motif
of the Moloney murine leukemia virus IN. The BstZ17I-Sall
fragments of these two plasmids were inserted into the
transcomplementation plasmid p8.91 described in ref. 39, replacing
the original IN sequence and generating two plasmids, p8.91 INwr
and p8.91 INy, encoding INs with and without the N substitution,
respectively.

The plasmid pTrip-CMV-GFP-WPRE is derived from the plas-
mid pA500 Trip-CMVin- WPRE described by Vogel et al. (40). The
CMV-GFP fragment was amplified by PCR from the pEGFP N1
(Clontech, Mountain View, CA) with primers modified to add a
Mlul restriction site in 5" of the CMV (5'-GGGACGCGTATTA-
ATAGTAATCAATTACGG-3') and a Spel restriction site in 3" of
the GFP (5'-CCCACTAGTTATGGCTGATTATGATCTAGA-
3") (restriction sites are italicized). The PCR product was subcloned
into the plasmid pAS00-Trip-CMV,in-WPRE in place of the CM-
Vmin fragment by using Mlul and Spel restriction enzymes to
generate the plasmid pTrip-CMV-GFP-WPRE.

The plasmid pTrip-CMV-NEO-WPRE is derived from the
plasmid pTrip-CMV-GFP-WPRE. The NEO coding sequence
was amplified by PCR from the pCDNA 3.0 (Invitrogen, Carls-
bad, CA) with primers modified to add a AfIII restriction site in
5" (5'-GAGGACTTAAGCGCATGATTGAACAAGATGGA-
TTGCAC-3") and a EcoRI restriction site in 3’ (5'-CCCAAGA-
ATTCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGG-3"). This fragment
was subcloned into the plasmid pIRES-EGFP (Clontech) in 3’
of the CMV by using the AfIIT and EcoRI restriction enzymes.
The expression cassette CMV-NEO-IRES-GFP was then sub-
cloned into the pTrip-CMV-GFP-WPRE in place of the GFP
coding sequence by using the SnaBI and BsrGI restriction
enzymes, generating the pTrip-CMV-NEO-IRES-GFP-WPRE.
Finally, because the GFP appeared to be expressed very weakly,
the IRES-GFP fragment was removed by using the Spel restric-
tion sites flanking this region to obtain the plasmid pTrip-CMV-
NEO-WPRE.

Cell Lines and Primary Cultures. Human epithelial HeLa and 293T
cells were grown in Dulbecco’s modified medium supplemented
with antibiotics and 10% FCS.

Primary cultures of cortical cells were set up from embryonic day
17 Sprague—Dawley rats (Janvier, Le Genest-St-Isle, France). Fe-
male rats were killed by CO, asphyxiation, and embryos were
removed from the uterine horns. Cortical tissue was dissected and
rinsed in PBS supplemented with 0.6% glucose. For astrocyte
culture, the PBS—glucose solution was removed and replaced with
pyruvate-free DMEM containing 4.5 g/liter glucose and 0.58
g/liter L-glutamine supplemented with 10% FBS. The cells were
plated and cultured in a humidified incubator at 37°C in a 10%
CO,/90% air atmosphere. For neuron culture, the PBS-glucose
solution was replaced with pyruvate-free DMEM containing 4.5
g/liter glucose and 0.58 g/liter L-glutamine supplemented with 100
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g/ml transferrin, 25 g/ml insulin, 10 g/ml putrescin, 5 ng/ml sodium
selenite, and 6.3 ng/ml progesterone (all from Sigma, St. Louis,
MO). Tissue was mechanically dissociated in the serum-free culture
medium, and cells were counted by trypan blue exclusion, plated at
a density of 100,000 cells per cm? in polyornithine-coated cell-
culture dishes, and cultured in a humidified incubator at 37°C, in a
5% CO,/95% air atmosphere.

Lentiviral Vectors. Lentiviral vectors were generated by the transient
transfection of 293T cells by using the calcium phosphate precipi-
tation method. For all experiments, the INy vector and the corre-
sponding control INw vector were produced simultaneously. Cells
were cotransfected with the vector plasmid (pTrip-CMV-GFP,
pTrip-CMV-GFP-WPRE, or pTrip-CMV-NEO-WPRE), the
transcomplementation plasmid (p8.91 INwr or p8.91 INy), and the
plasmid encoding the vesicular stomatitis virus envelope glycopro-
tein (pMD-G). The medium was replaced 12 h after transfection
and collected 36 h later. Supernatants were either used directly to
transduce cell lines or concentrated. Supernatants were treated
with DNase and passed through a filter with 0.45-um pores. Viral
particles were then concentrated by ultracentrifugation (90 min,
22,000 rpm, rotor SW28) and resuspended in 0.1 M PBS.

The HIV p24 Gag antigen was quantified for each stock by
ELISA (HIV-1 P24 antigen assay; Beckman Coulter, Fullerton,
CA) for titration.

In addition, GFP-expressing vectors were titered by transducing
80,000 293T cells in 24-well plates with serial dilution (5 ul, 5 X 10~!
wl, 5 X 1072 ul, 5 X 1073 ul, and 5 X 10™# ul). Cells were harvested
by centrifugation and resuspended in a fixative solution of 1% PFA
72 h after transduction. The number of GFP-positive cells was
determined in a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ).

For NEO stocks, RNA genomes were evaluated by dot blot assay.
Genomic RNA was extracted from NEO-expressing vectors with
the RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA). Serial dilutions of
RNA were blotted on a Hybond membrane (Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ), hybridized with a 32P-labeled vector-
specific DNA probe and quantified with a PhosphorImager using
AIDA 2.43 software.

Evaluation of Residual Integration Activity. HeLa cells were seeded
at a density of 50,000 cells per dish (3-cm diameter dish). The cells
were transduced 24 h later with serial dilutions of INy NEO vector
(250, 50, 5, and 0.5 ng of p24), and of the INw NEO vectors (5,5 X
1074, 1074, 5 X 1072, 1072, 5 X 1073, and 1073 ng of p24). The
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medium was removed 24 h later and replaced with medium
supplemented with 1 mM G418. The medium was replaced every
3 days. Cells were grown until clones developed and were then
stained with neutral red and fixed with ethanol. Clones on each
flask were counted. We transduced cells in three replicate dishes for
each condition, and results are expressed as the mean of three
measurements.

Transduction of Primary Cortical Cultures and Evaluation of the Rate
of Transduction. Confluent cells were transduced with equivalent
numbers of TU of INy GFP and INwt GFP vectors. The cells were
fixed at various times after transduction with 1% PFA in PBS.
GFP-expressing cells were immunostained by using a rabbit poly-
clonal anti-GFP primary antibody (1:3,000; Abcam, Cambridge,
U.K.) and a goat anti-rabbit FITC-conjugated secondary antibody
(1:100; Tebu-Bio, Le Perray en Yvelines, France). Both nonimmu-
noreactive and immunoreactive cells were counted in triplicate, in
three representative fields per well. The results were expressed as
amean of the three experiments =SEM. The statistical significance
of the results was evaluated by one-way ANOVA.

Stereotactic Injections and Histological Analysis. We sterotactically
injected 2 ul of INw GFP (10 X 10* TU) or INy GFP (5 X 10* TU)
into the brain of C3H adult mice (Janvier). Injections were per-
formed in two subsites for each vector (from bregma: anteriority,
+0.5; laterality, *£1.6; ventrality, —3.5/—4). Animals were anes-
thetized with pentobarbital and intracardially perfused with 4%
PFA 1 week and 4 weeks after inoculation. Brains were removed,
cryopreserved in 15% sucrose, and frozen in cold isopentane.
Immunohistochemical analysis was performed on 20-um cryostat
sections by using a rabbit polyclonal primary antibody (1:3,000;
Abcam). Primary antibodies were detected with biotinylated goat
anti-rabbit secondary antibody coupled with an avidin—biotin am-
plification system (Vectastain ABC kit) and the VIP kit from
Vector Laboratories (Burlingame, CA). All animals were main-
tained and treated according to the European Community
guidelines.
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Lentiviral-mediated Targeted NF-«B Blockade in
Dorsal Spinal Cord Glia Attenuates Sciatic Nerve
Injury-induced Neuropathic Pain in the Rat

Alice Meunier'?, Alban Latrémoliere?, Elisa Dominguez'?, Annie Mauborgne'?, Stéphanie Philippe?*,
Michel Hamon?, Jacques Mallet?, Jean-Jacques Benoliel'?> and Michel Pohl'2

TINSERM, UMR S 713, Paris, France; 2Université Pierre et Marie Curie—Paris VI, Paris, France; INSERM, UMR S 677, Paris, France;

‘LGN, UMR 7091, CNRS, Paris, France

Neuropathic pain developing after peripheral nerve
injury is associated with altered neuronal and glial
cell functions in the spinal cord. Activated glia pro-
duces algogenic mediators, exacerbating pain. Among
the different intracellular pathways possibly involved
in the modified glial function, the nuclear factor xB
(NF-xB) system is of particular interest, as numerous
genes encoding inflammation- and pain-related mol-
ecules are controlled by this transcription factor. NF-xB
is a pleiotropic factor also involved in central nervous
system homeostasy. To study its role in chronic pain,
it is thus essential to inhibit the NF-xB pathway selec-
tively in activated spinal glial cells. Here, we show that
when restricted to spinal cord and targeted to glial
cells, lentiviral vector-mediated delivery of NF-xB super-
repressor lxBa resulted in an inhibition of the NF-«xB path-
way activated in the rat spinal cord after sciatic nerve
injury (chronic constriction injury, CCl). Concomitantly,
IxBa overproduction prevented the enhanced expression
of interleukin-6 and of inducible nitric oxide synthase
associated with chronic constriction injury and resulted
in prolonged antihyperalgesic and antiallodynic effects.
These data show that targeted blockade of NF-xB activ-
ity in spinal glia efficiently alleviates pain behavior in CCl
rats, demonstrating the active participation of the glial
NF-xB pathway in the development of neuropathic pain
after peripheral nerve injury.

Received 11 September 2006, accepted 28 December 2006, advance
online publication 13 February 2007. doi:10.1038/mt.sj.6300107

INTRODUCTION

In addition to altering neuronal networks, peripheral nerve injury
leads to the activation of spinal glial cells, resulting in increased
production of inflammation- and pain-related molecules, includ-
ing pro-inflammatory cytokines (tumor necrosis factor-a (TNFa),
interleukin (IL)-1p, IL-6), nitric oxide (NO), prostaglandins, and
ATP (for reviews, see refs. 1, 2). Activated glial cells thus appear
to be an important spinal site for the production of algogenic

mediators, and several mitogen-activated protein kinase pathways
have been suggested to participate in the functional changes of
glial cells.’* The nuclear factor kB (NF-«B) system may contribute
to these changes as it plays a key role in the regulated production of
pro-inflammatory cytokines and in the cytokine-induced expres-
sion of major proteins of inflammatory and immune responses
(for review, see ref. 6). In addition to the involvement of NF-xB
in inflammation,”® several recent reports suggest the NF-xB path-
way has a more direct pain-related role. For example, in models
of peripheral inflammation-induced pain or pharmacologically
induced central pain, intrathecal administration of NF-xB inhibi-
tors resulted in transitory attenuation of pain.’'' Repeated sys-
temic administration of an inhibitor of the NF-xB-associated
kinase complex (IxB kinase), which prevents NF-«B activation,
also reduced hyperalgesia in rats.'?

NEF-xB is a pleiotropic factor also involved in transcriptional
control of a wide variety of genes. Convergent studies demon-
strated that it participates in central nervous system homeo-
stasis, playing an important antiapoptotic and antiexcitotoxic
role in neurons (for review, see refs. 13 and 14). Therefore, to eva-
luate the role of NF-«B in functional changes of glial cells, in the
increased production of pain-related molecules, and in chronic
neuropathic pain, cell category non-discriminating inhibition
of NF-xB appears inadequate and we hypothesized that a viral
vector-targeted blockade of NF-«B restricted to spinal glial cells
would be a valuable approach.

In most cells, NF-xB is kept inactive in the cytoplasm by
an inhibitory protein of the IxB family. Numerous stimuli may
trigger the activation of IxB kinase, which phosphorylates IxB,
leading to its ubiquitination and proteasomal degradation. Sub-
sequently, NF-«B translocates into the nucleus and induces trans-
cription of target genes. IxB thus offers one possible means to
block the NF-«B pathway. In particular, the “super-repressor” (sr)
IxBa, a degradation-resistant form of IxBa, has been shown to
block NF-«B activity.”> We generated pseudotyped lentiviral (LV)
vectors to drive expression of srlkBa, and we assessed the pos-
sibility of a local and glial cell-oriented blockade of the NF-xB
pathway as well as its impact in a well-characterized rat model of
neuropathic pain.
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RESULTS

SrlkBa production from LV-srlxBa

Infection of 293T cells with LV-srIxBa resulted in an accumula-
tion of IxBa that was strongly attenuated when cells were incubated
in the presence of reverse-transcriptase inhibitor AZT (3’-azido-
3’-deoxythymidine) (Figure 1). Production of LV-srIxBa-derived
IxBa-like immunoreactive material (IxkBa-IR) was further demon-
strated in both 293T cells and rat glial cell primary cultures (data not
shown). Western blot analysis of total proteins extracted from glial
cells infected with increasing concentrations of LV-srIxBa revealed
viral titer-dependent production of IxBa protein (Figure 1).

LV-srlxBa prevents lipopolysaccharide-evoked

NF-«B intranuclear translocation

In lipopolysaccharide (LPS)-treated mixed glial cell cultures,
NF-xB-like immunoreactive material (NF-xB-IR) massively
translocated from the cytoplasm to the nucleus (Figure 2a,b,
in red). In contrast, in glial cells infected with LV-srIxBa
(Figure 2c, IxB-IR in green), LPS failed to induce NF-«B trans-
location, as demonstrated by the cytoplasmic localization of NF-
kB-IR (Figure 2d, in red) and its co-localization with IxBa-IR
(Figure 2e, in yellow). This cytoplasm-restricted localization of
NEF-«B-IR under LPS activation was observed in all cells infected
with LV-srlxBa. Infection of glial cells with equivalent con-
centrations of control LV-enhanced green fluorescent protein
(LV-EGFP) vector (Figure 2f, green fluorescence) did not affect
the LPS-induced nuclear translocation of NF-«B (Figure 2g, in
red), supporting the specific inhibitory effect of LV-srIxBa. The
co-localization of transgene-derived EGFP and NF-xB-IR accu-
mulating in nuclei of LPS-stimulated cells was demonstrated in
double-labeling experiments (Figure 2h, in yellow). Western
blot analysis of nuclear fraction proteins extracted from glial
cell culture (Figure 2i) confirmed that pre-treatment of cells
with LV-srIkBa completely inhibited the LPS-induced nuclear
translocation of NF-xB. The potency of LV-srIkBa to inhibit
NF-xB-induced gene expression was demonstrated in the
luciferase reporter gene assay. LPS stimulation of glial cells co-
transfected with plasmid bearing 2 X NFxB-FLuc reporter gene
and plasmid containing Renilla luciferase gene driven by herpes
simplex virus thymidine kinase promoter resulted in a selective
induction of NFxB-FLuc expression. Compared with controls
(non-infected or control LV-EGFP-infected cells), infection of
cells with LV-srIxBa 48 hours before LPS addition specifically
inhibited the evoked 2 X NFxB-FLuc reporter gene activity
(Figure 2j).

Semi-quantitative reverse-transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) experiments performed on RNA extracted
from glial cells (Figure 3) showed that a 3-hour incubation of
cell cultures in the presence of LPS resulted in a large increase
of IL-6, IL-18, TNFa, and inducible nitric oxide synthase
(iNOS) messenger RNA (mRNA) concentrations. Infection of
cells with LV-srIkBa 48 hours before LPS stimulation prevented
or significantly reduced the LPS-induced enhancement of
cytokines and iNOS mRNA levels compared with controls.
Comparable results were obtained in LV-srIxBa-infected glial
cells stimulated for 1 hour with TNF« (data not shown). On the
other hand, infection of cells with the same amount of LV-EGFP
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Figure 1 LV-srlxBa drives the production of srlxBa« in glial cells in vitro.
Control (non-infected) or LV-srlkBa-infected (300 of p24/ml) glial cell
primary cultures were incubated (or not) in the presence of 10 uM
reverse-transcriptase inhibitor AZT. The presence of mMRNA encoding
sr-lkBa was assessed using semi-quantitative RT-PCR on 0.5 pg total RNA
extracted from cell cultures 48 hours after infection. srlxBa specific ampli-
fication was compared with amplification from control GPDH mRNA.
Production of srlkBa protein was further verified in glial cells infected
with LV-srlkBa (300 or 30 ng of p24/ml) using western blot analysis,
which showed a viral titer-dependent accumulation of srlxBa.

had no inhibitory effect on LPS-evoked accumulation of any of
the analyzed mRNA (Figure 3).

LV vectors allow dorsal horn-restricted transgene
expression in glial cells

Saline or control LV-EGFP (60ng of p24) micro-injection
using a glass capillary needle induced limited lesion (250um
rostro-caudally) of the spinal cord. As shown in Figure 4a, injec-
tion of 2l LV-EGFP into the right dorsal horn of the spinal cord
resulted 1 week later in EGFP fluorescence strictly restricted
to the dorsal horn parenchyma. EGFP production remained
constant throughout the 4 weeks of the experimental procedure
and was still present 6 months after injection (data not shown). In
the lumbar enlargement, transgene-derived protein was visualized
approximately 2-3 mm rostral and 2-3 mm caudal to the site of
injection (Figure 4b). One week after LV-EGFP injection, most of
the EGFP staining co-labeled with the astrocyte-specific marker
glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Figure 4c-e). Numerous
EGFP-positive cells also co-stained for the microglial marker
Ox42 (Figure 4f-h). However, only 8.1% of cells were double-
labeled with EGFP and the neuronal marker NeuN (Figure 4i-k).
This pattern of labeling remained similar throughout the 4 weeks
of observation (data not shown). Moreover, in neurons, EGFP
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fluorescence was always weaker. These in vivo observations are
comparable to those from in vitro experiments using primary
neuron/glia (50%/50%) co-cultures prepared from rat spinal cord.
Indeed, infection of cell co-cultures with LV-EGFP also resulted in
EGFP fluorescence localized mainly in GFAP-positive astrocytes
and rarely in NeuN-positive neurons (data not shown).

Sensitive RT-PCR experiments failed to detect EGFP tran-
scripts in right lumbar (L3-L5) dorsal root ganglion or brain-
stem, suggesting that neurons projecting to the dorsal spinal cord
were not infected by LV vectors (data not shown).

Similarly, injection of LV-srIkBa (60ng of p24) into the
right dorsal horn of the spinal cord resulted in accumulation
of IxkBa-IR restricted to the ipsilateral side of the injection
(Figure 5a), and the pattern of IxBa-IR distribution was compara-
ble to the pattern of EGFP staining in control LV-EGFP-infected
animals (astrocytes and microglial cells; data not shown). Western
blot analysis performed 1 week after viral vector injection revealed
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overproduction of IxBa protein in the spinal cord dorsal horn of
rats injected with LV-srIkBa (Figure 5b).

srlxBa inhibits NF-xB nuclear translocation and
attenuates IL-6 and iNOS expression
Western blot analysis of nuclear fraction proteins extracted from
ipsilateral lumbar dorsal spinal cord showed that, compared with
sham animals, chronic constriction injury (CCI) induced an
early (after 6 hours) NF-«B nuclear translocation that was still
present 48 hours after CCI (Figure 6a). As shown in Figure 6b,
CClI-evoked enhanced NF-xB nuclear translocation (48 hours
after the nerve lesion) was inhibited in animals infected with
LV-srIxkBa (60 ng of p24) 1 week before nerve lesion.

Real-time RT-PCR experiments (Figure 7) showed that
7 days after the sciatic nerve constriction, relative concentrations
of IL-6 and IL-18 mRNA in the dorsal horn of the spinal cord
(ipsilateral to the lesion) were approximately 7- (P < 0.005,
n = 3) and 2.5-fold (P < 0.05, n = 3) higher, respectively, than in
naive rats (n = 3). On the other hand, TNF«a and iNOS mRNA
levels remained comparable to those measured in naive rats
(data not shown). Interestingly, 4 weeks after CCI, iNOS mRNA
levels were markedly increased in the dorsal horn of the spi-
nal cord, almost eightfold (P < 0.02, n = 3) those measured in
naive rats (n = 4). At this time point, IL-6 and IL-15 mRNA lev-
els were no longer significantly different from those determined
in the dorsal spinal cord of naive rats (data not shown). Whereas
IL-18 mRNA levels remained unaffected by viral vector injection
(P = 059, n = 4), the CCI-induced increased levels of IL-6
mRNA at 7 days (P < 0.005, n = 4) and the enhanced concentra-
tion of INOS mRNA at 28 days after sciatic nerve injury (P < 0.02,
n=3) were almost completely suppressed by LV-srIkBa treatment
(Figure 7a,b).

Figure 2 LV-srlxkBa-mediated overexpression of srlxBa in primary
cultures of glial cells blocks intranuclear translocation of NF-xB
and luciferase reporter gene activity evoked by LPS. (a) In control
(untreated) glial cell cultures, NF-«B-like immunoreactive material
(NF-xB-IR, p65 subunit, in red) is distributed throughout the cytoplasm.
(b) After treatment with LPS (1 pg/ml, 1 hour) NF-xB-IR is detected
mainly in cell nuclei. (c) Forty-eight hours after infection with LV-srlxBa
(300 ng of p24/ml), the majority of the cells (bold arrows) showed
transgene-derived IxBa-IR (in green). Dashed arrows point to cells with-
out detectable IkBa-IR (presumably non-infected). (d) Double-labeling
experiments revealed that LPS treatment evoked NF-«B-IR (in red) trans-
location and accumulation only in the nucleus of uninfected cells, devoid
of IxBa-IR (dashed arrow). In contrast, in cells overproducing IxBa-IR,
nuclear translocation of NF-«xB-IR was completely abolished and NF-«B-
IR was sequestered in the cell cytoplasm (bold arrow). After stimula-
tion with LPS, LV-EGFP pre-treated glial cell cultures (300 ng of p24/ml,
48 hours; EGFP green fluorescence) (e) showed strict nuclear localiza-
tion of NF-xB-IR (in red) (f). Panels (g) and (h) represent combined
IxBa-IR/NF-xB-IR  immunofluorescence and EGFP fluorescence/NF-xB
immunofluorescence, respectively. Scale bar = 20 um. (i) In a compara-
ble set of experiments, we analyzed nuclear protein fraction by western
blotting. LPS-induced accumulation of NF-xB-IR in nuclear fraction was
prevented in LV-srlkBa—infected cells. (j) In cells transfected with 2 X
NFB-FLuc reporter gene plasmid and TK-RLuc plasmid, and infected (or
not) with control LV-EGFP, LPS treatment (1 hour) induced Luc activity.
On the other hand, infection of transfected cells with LV-srlkBa com-
pletely prevented the LPS-induced Luc activity. Results represent ratios
of luminescence from the NFB-FLuc to TK-RLuc luminescence (means +
SEM from three independent experiments).
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Figure 3 Infection of glial cell cultures with LV-srlxBa reduces LPS-induced expression of pro-inflammatory cytokines and iNOS. Semi-
quantitative RT-PCR was performed with specific primers on 0.5 pg of total RNA extracted from control, LV-EGFP, and LV-srlxBa-infected cells incu-
bated with LPS (1 pg/ml, 3 hours). Data (n = 3 for each group) are expressed in arbitrary units representing 260 nm optical density of cytokines or
iNOS specific RT-PCR products/260 nm optical density of GPDH RT-PCR products. Data represent means + SEM of three independent experiments.

srlxBa attenuates CCl-evoked thermal hyperalgesia
and mechanical and cold allodynia

Hindpaw skin temperatures, measured with a JADE Middle Wave
Infra-Red (3-5um) camera, did not significantly differ between
naive (27.5 + 1.5°C), CCI (contralateral paw 27.2 + 1.6 °C; ipsilat-
eral paw 27.0 £ 1.4°C), and spinal cord injected CCI (contralat-
eral paw 27.5 + 0.7 °C; ipsilateral paw 27.3 + 0.7 °C) rats. Injection
of LV-EGFP or LV-srIxBa into the dorsal horn of the spinal cord
of control (non-CCI) animals did not affect their sensitivity to
mechanical or thermal stimulations. The right hindpaw (lesioned
side) of CCI animals showed reduced paw withdrawal laten-
cies (PWLs) to heat stimulation compared with baseline latency
(before CCI; Figure 8a). Indeed, a significant (P < 0.001) and
constant thermal hyperalgesia was established at 7 days (APWL =
—4.02 + 0.42 seconds, n = 10), 14 days (APWL = —4.45 + 0.55
seconds, n = 10), and 21 days (APWL = —4.51 + 0.32 seconds,
n = 10) after the sciatic nerve constriction. Starting from the first
time point of behavioral evaluation (i.e., 7 days after sciatic nerve
constriction), rats infected with LV-srIxkBa showed significantly
reduced CClI-evoked thermal hyperalgesia (APWL = —2.48 *
0.30 seconds, P < 0.02, n = 18) compared with paired control-
CClI rats. This reduction of CCI-induced thermal hyperalgesia in
rats injected with LV-srIxkBa persisted during the whole obser-
vation period, i.e., for 3 weeks (14 days APWL = —1.98 + 0.42
seconds, P < 0.005, n = 15; 21 days APWL = —2.22 + 0.39 sec-
onds, P < 0.01, n = 15). Two-factor analysis of variance revealed
a significant effect of treatments (control, control-CCI, and
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LV-srIxBa-CCIL; F = 68.7, P < 0.0001) but neither a significant
effect of time (7 days, 14 days, 21 days; F = 0.016, P = 0.98) nor a
treatment-time interaction (F = 0.44, P = 0.78).

Mechanical hypersensitivity to stimulation with von Frey
filaments was fully developed 14 days after the lesion (7 days
APWT = -3.1 + 2.2%, n = 8; 14 days APWT = —53.8 + 5.4%,
n = 8; 21 days APWT = —42.8 + 2.6%, n = 8) compared with the
baseline thresholds before CCI (Figure 8b). In comparison with
paired control-CCI rats, LV-srIxkBa-treated animals exhibited
reduced mechanical allodynia 14 days (APWT = —33.6 + 3.3%,
P <0.01, n = 8) and 21 days (APWT = —24.7 + 6.8%, P < 0.02,
n =7) after CCIL.

Finally, as shown in Figure 8¢, 7, 14, and 21 days after
CCI, right ipsilateral paws were hypersensitive to cold stimuli
(duration of paw withdrawal (PWt) at 7 days = 86.8 + 8.1
seconds, n = 7; 14 days PWt = 74.8 £ 9.1 seconds, n = 7; 21 days
PWt = 35.7 + 4.6 seconds, n = 7). Infection of CCI rats with
LV-srIxBa reduced significantly the nerve injury-evoked cold
allodynia at 7 days (PWt = 59.8 + 9 seconds, P < 0.05, n = 9)
and 14 days (PWt = 48.5 + 7.1 seconds, P < 0.05, n = 9) com-
pared with paired control-CCI rats. This effect was no longer
significant 21 days after CCI (PWt = 27.3 + 7.2 seconds, P > 0.05,
n=9).

DISCUSSION
The present study shows that local, targeted LV-mediated
production of srIkBe, inhibiting NF-«B activity strongly
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neuronal
(91.9%)
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Figure 4 In vivo injection of lentiviral-derived vectors into the rat spinal cord allowed dorsal horn-restricted expression of transgene
preferentially in glial cells. (@) Micro-injection of LV-EGFP resulted in EGFP fluorescence restricted to the ipsilateral dorsal horn of the spinal cord.
(b) Single injections of viral suspension resulted in a rostro-caudal distribution of the vector through approximately 5 mm. Immunofluorescence
experiments performed with antibodies raised against specific markers of astrocytes (GFAP), microglia (Ox42) or neurons (NeuN) showed that
most EGFP fluorescent cells (c,d,e) contained also GFAP-LM (f) or Ox42-LM (g). Only scarce cells with weak EGFP fluorescence (dashed arrow, e)
were colabeled with NeuN antibodies (h). Panels i, j and k represent combined fluorescence for EGFP and GFAP, Ox-42 or NeuN immunofluo-
rescence, respectively. Scale bar = 50 um or 20 pm in small windows. Estimated from spinal cords of four LV-EGFP-injected rats, neuronal profiles
containing EGFP represented approximately 8% of total EGFP expressing cells (graph in k).

preferentially in glial cells of the dorsal horn of the spinal cord,
resulted in prolonged antihyperalgesic and antiallodynic effects in
a rat model of CCI-induced neuropathic pain. Furthermore, the
sciatic nerve injury-induced enhanced intranuclear translocation

Molecular Therapy vol. 15 no. 4, april 2007

of NF-«B in the spinal cord was inhibited after local administra-
tion of LV-srIxBa, which also prevented the CCI-evoked early
accumulation of pro-inflammatory cytokine IL-6 mRNA and the
delayed increase of INOS mRNA.
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Figure 5 LV-srlxBa delivery into the rat spinal cord resulted in IxBa-
IR accumulation in the dorsal horn of the spinal cord. (a) IxBa-IR-
positive cellular profiles were observed only in LV-srlxBa—infected right
(ipsilateral) dorsal horn 2 weeks after vector injection. Scale bar = 25 ym.
(b) Western blot analysis of protein extracts from the right dorsal part
of the lumbar spinal cord (L3-L5) of naive, control LV vector—injected
rats or animals (two distinct rats) injected with LV-srlxBa was performed
1 week after injection. The blot was successively incubated with IxBa and
a-tubulin antibodies.

In contrast to the known anti-inflammatory potency of
NF-xB inhibition (for review, see ref. 6), several recent reports
have suggested that this transcription factor might also be
related to exaggerated pain. For example, the NF-«xB inhibitor
pyrrolidinedithiocarbamate, a free radical scavenger with moder-
ate specificity, showed an antiallodynic effect in models of pain
evoked by intrathecal dynorphin or perisciatic zymosan admin-
istration.”'! Intrathecal delivery of NF-xB “decoy” oligodeoxy-
nucleotides also revealed NF-«B to be implicated in peripheral
inflammation-associated hyperalgesia.' Repeated intraperitoneal
administration of a specific inhibitor of IxB kinase also showed anti-
allodynic potency in a CCI model of neuropathic pain.'> However,
in these studies, the contribution of peripheral compared with
central inhibition of NF-«B and the impact of the anti-inflammatory
effect of the NF-«B blockade remain unclear. Moreover, the appro-
aches used in these latter studies lead to global NF-«B blockade
without considering the clearly deleterious consequences of NF-«xB
inhibition in neurons,'*'* making it difficult to evaluate the specific
role of NF-«B in spinal glial cells and its implication in neuropathic
pain, as assessed in our study. Using a spinal micro-injection
procedure and LV-derived vector, we were able strongly and with
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Figure 6 Chronic constriction injury (CCl)-induced nuclear accu-
mulation of NF-xB in the dorsal lumbar spinal cord was abolished
in rats injected with LV-srlxBa. (@) Western blot analysis of nuclear
fraction proteins extracted from the right dorsal part of the lumbar
spinal cord (L3-L5) of naive animals or animals 6 and 48 hours after
CClI. (b) In animals injected with LV-srlxBa (CCI-LV-srlkBa, two distinct
rats) and subjected 1 week later to CCl, western blot analysis revealed
complete inhibition of NF-xB accumulation in nuclear extracts (48 hours
after the nerve lesion) from the right dorsal horn of the spinal cord. The
blot was successively incubated with NF-«xB and a-tubulin antibodies.

an important selectivity to inhibit NF-xB activity in glial cells of the
dorsal spinal cord.

Consistent with previous reports showing that primo-
injection of LV vectors into the brain evoked a negligible inflam-
matory reaction,” we found that direct injection of LV vector
into the rat spinal cord induced only minor injury of the spinal
parenchyma without glial activation and scar formation far from
the injection site. The harmlessness of intraspinal delivery was
further supported by the lack of behavioral alterations in rats
injected with saline or control LV-EGFP vector. Although human
immunodeficiency virus (HIV)-1-derived vectors pseudotyped
with vesicular stomatitis virus envelope and conveying cytomega-
lovirus (CMV) promoter were originally reported to transduce
mostly neuronal cells in brain structures,'”'® several recent reports
have also demonstrated an important proportion of infected
astrocytes.'”* Combining fluorescence and immunohistofluores-
cence studies, we show here that injection of LV-(CMV)-EGFP
into the dorsal horn of the rat spinal cord led to strong and prefer-
ential EGFP expression in astrocytes and microglial cells, with only
approximately 8% of neurons expressing EGFP. Our observations
fit well with a recent report showing that administration of similar
vesicular stomatitis virus-pseudotyped HIV-1-derived vector
into the spinal cord mainly resulted in transduction of glial cells,”
suggesting that the vector’s tropism may be different in distinct
regions of the central nervous system.

Although CCI of the sciatic nerve has been reported to be
associated with NF-«B activation in dorsal root ganglion neurons
and in Schwann cells,” we also observed accumulation of
NF-«B-IR in dorsal spinal cord nuclear extracts of CCI rats,
which suggests a rapid and prolonged spinal activation of NF-«B
as well as an early implication of NF-«B in the spinal response to
peripheral nerve injury. At the spinal level, activation of NF-«B

www.moleculartherapy.org vol. 15 no. 4, april 2007
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Figure 7 Injection of LV-srlxBa into the dorsal spinal cord prevented chronic constriction injury (CCl)-evoked enhanced expression of IL-6 and
iNOS but not of IL-1p in the dorsal lumbar spinal cord. Real-time RT-PCR was performed on total RNA extracted from the right dorsal horn of the
lumbar (L3-L5) spinal cord of naive, CCl, or LV-srlkBa—treated CCl rats (n = 3—4 for each group). (a) IL-6 and IL-18 mRNA relative quantities 7 days
after CCl. LV-srlkBa treatment prevented the CCl-induced accumulation of IL-6 mRNA. (b) The late increase of iNOS mRNA relative concentrations
observed 28 days after CCl was also abolished in LV-srlkBa—treated CCl rats. Each sample, PCR-amplified in triplicate, was normalized with GPDH as

reporter gene. Data represent mean = SEM.

has also been reported in peripheral inflammation-induced pain
and after intrathecal administration of HIV envelope glycopro-
tein gp120, which evokes behavioral changes characteristic of
ongoing pain.'®'? Interestingly, after spinal cord injury associ-
ated with NF-«B activation, transgenic mice expressing the IxBa
inhibitory protein under the control of the GFAP promoter
show a complete loss of NF-«B signaling and of upregulation of
pro-inflammatory cytokines at the spinal level, suggesting that, in
such conditions, NF-xB activation occurred essentially in spinal
cord astrocytes.?

Peripheral nerve injury is also associated with rapid and
enhanced production of pro-inflammatory cytokines in the spi-
nal cord, where they clearly contribute to nociceptive process-
ing (for review, see ref. 24). In agreement with a previous study,”
IL-1f8 and IL-6 mRNA levels in the dorsal spinal cord were
strongly enhanced 7 days after CCI. However, we observed
that CCI was associated with a strong but delayed increase
of iNOS mRNA concentration 4 weeks after nerve lesion. We
thus assessed both the early and prolonged possible effects of
LV-srIkBa administration on the spinal expression of these
proteins. Interestingly, LV-srIkBa injection almost completely
prevented the CCI-induced increase of IL-6 mRNA concen-
trations in the dorsal spinal cord but not that of IL-18 mRNA.
Even though in vitro observations do not always translate
to in vivo conditions, we found that the intrinsic efficacy of
LV-srIkBa could not explain this marked differential effect
in vivo, as LV-srlkBa prevented with similar efficacy the LPS
(or TNFa)-evoked expression of both cytokines in primary glial
cell cultures. Our data rather suggest that CCI-induced IL-1f
overproduction may be mediated/compensated for by a distinct
signaling pathway or that IL-1f expression was induced in cell
types different from those infected with LV-srIxBa. Participation
of an NF-«xB-independent mechanism in the regulation of IL-1j
expression was also shown in human synoviocytes, where ade-
noviral vector-mediated production of IxBa inhibited IL-6 but
not IL-1p overproduction.”® The p38 mitogen-activated protein
kinase, known to participate in the control of IL-1 production,
may represent such a parallel pathway independent of NF-«B

Molecular Therapy vol. 15 no. 4, april 2007

signaling,” especially as p38 mitogen-activated protein kinase is
activated in spinal glial cells after peripheral nerve injury.* Given
that the CCl-induced overproduction of IL-18 precedes that
of IL-6,” that IL-1p is an important inductor of IL-6, and that
IL-1p requires NF-«B binding sites to induce IL-6 production in
several cell types, including rat astrocytes,”®*° we can speculate
that the CCI-evoked IL-6 overexpression in spinal glia is NF-«xB
dependent and that IL-1f represents an important link.

In addition to cytokine expression upregulation, we observed
that CCI was also associated with a strong but delayed increase
of iNOS mRNA concentrations in dorsal spinal cord 4 weeks
after nerve lesion. At the spinal level, overproduction of
iNOS expression also has been demonstrated in activated astro-
cytes after peripheral inflammation.” In fact, the presence of
reactive astrocytes producing NO in response to the induced
iNOS expression, in particular by IL1-f and TNFa, appears
to be a hallmark of traumatic, neurotoxic, or inflammatory brain
injury (for review, see ref. 32). The CCl-associated late increase of
iNOS mRNA concentrations was also markedly reduced in
LV-srIxBa-injected rats, suggesting the involvement of an NF-
xB-dependent pathway, and supporting the long-term efficacy
of LV-srlxkBa. These latter data are consistent with previous
reports showing that in vitro the induction of transcription of the
iNOS gene in human primary astrocytes by various cytokines is
NE-xB dependent and requires IL1-$,** and that in vivo intrathe-
cal administration of IL1-f3 induces iNOS expression in rat spinal
cord.*

The LV-srlkBa—mediated strong inhibition of NF-xB together
with the almost complete prevention of CCI-induced increase
of IL-6 and iNOS expression at the spinal level strongly sup-
ports our behavioral results. Indeed, both IL-6 and iNOS are
known to participate in pain processing. In addition to directly
sensitizing nociceptors and spinal cord neurons,***¢ IL-6 stimu-
lates glial cells through a positive feedback loop, promoting its
own production and participating in glial activation.”*® The
nitric oxide synthase product NO has also been shown to play an
important role in spinal nociceptive processing (for review, see
ref. 39). Spinal glia-derived NO, in particular, has been proposed
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to participate in long-term presynaptic facilitation of primary
afferent fibers.* In addition to the enhanced expression of spinal
iNOS after peripheral inflammation,* the participation of spinal
NO in inflammatory pain is further supported by data showing
that iNOS contributes to the late phase of thermal hyperalge-
sia.”’ Our demonstration of a peripheral nerve injury-associated
increase of iINOS mRNA concentrations in the dorsal spinal cord
suggests that the putatively glial cell-derived NO might also
participate in CCI-induced prolonged pain.

An important finding of our study is that local inhibition
of NF-«B activity in glial cells of the dorsal spinal cord was
sufficient to attenuate the thermal hyperalgesia and mecha-
nical allodynia that develop after CCI of the sciatic nerve.
The antihyperalgesic and antiallodynic effects of LV-srlxBa,
mediated, at least in part, through the prevention of IL-6 and
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iNOS overexpression, remained constant for 21 days after lesion.
A moderate but significant antiallodynic effect to cold stimulus
was also observed 7 and 14 days after CCI but not 21 days after the
nerve injury. LV-mediated transgene production was sustained
throughout the 4 weeks of experimental procedure and was still
detected 6 months after spinal administration. However, further
experiments are necessary to evaluate the long-term impact of
NEF-«B blockade in spinal glial cells. Although LV-srIxBa treat-
ments strongly inhibited the CCl-associated increase of NF-«xB
activity and the enhanced expression of IL-6 and iNOS, single
administrations of LV-srIxkBa attenuated but did not completely
abolish nociceptive behavior in CCI rats. In fact, in addition to
the persistent overexpression of IL-1f3, known as a potent hyperal-
gesic agent,*** NF-kB-independent signaling pathways may also
have contributed to the spinal plastic changes that participate in
the development of neuropathic pain.**

The activation of the NF-xB signaling pathway in neurons has
been shown to have important consequences for neuronal survival
and plasticity.'*!* The effect of its activation in glial cells is, however,
less clear. It was thus important to assess its role in the production
of glial pro-algesic molecules and its impact on neuropathic pain.
Our study shows that selective inhibition of NF-xB activity in glial
cells of the dorsal spinal cord resulted in prolonged antihyperal-
gesic and antiallodynic effects, possibly through the prevention
of CCl-associated expression of IL-6 and iNOS. Thus, our results
demonstrate the active role of this glial pathway in exaggerated
pain states that develop after a peripheral nerve lesion.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids. The expression plasmid pTrip-CMV-WPRE* (gift from
Dr. Hamid Mammeri, UMR CNRS 7091, Paris, France) was used to pro-
duce LV vectors. The plasmid containing the IxBa super-repressor (srIxBa,
i.e., IkBar in which Ser-32 and Ser-36 were substituted by alanine) was a
gift from Dr. Anning Lin (University of Chicago, IL). The coding sequence
of srIkBa or EGFP was inserted (BamHI/Xhol) under the transcriptional
control of CMV promoter into pTrip-CMV-WPRE. The encapsidation

Figure 8 Rats injected with LV-srlkBa into the dorsal horn of the
spinal cord exhibited attenuated chronic constriction injury (CCl)-
induced thermal hyperalgesia and mechanical and cold allodynia.
Behavioral studies were performed in control (representing both naive
and LV-EGFP-injected animals), control-CCl (representing both naive
and LV-EGFP-injected rats with CCl surgery), and LV-srlkBa—infected
CClI rats. (a) Nociceptive responses elicited by radiant heating were
measured as paw withdrawal latencies (PWLs) in seconds, and for each
animal APWL was calculated as the difference between PWL at days 7,
14, and 21 and the baseline PWL (day 0 before CCl). Seven days after LV
vector spinal injection (day 0 before CCl), PWLs were comparable between
different groups. Starting at day 7 and then throughout the experimen-
tal procedure (21 days), APWLs were significantly different between
control and control-CCl groups (P < 0.0001). Note that single LV-srlxBa
injection resulted in constant significant antihyperalgesic effect through-
out the 21 days of experiment. (b) Sensitivity to mechanical stimula-
tion was assessed using von Frey filaments. The mean of first reaction
(increasing testing) and lowest test result (decreasing testing) was taken
as the mechanical paw withdrawal threshold (PWT). These data were
log transformed, and the percentage decrease of the withdrawal thresh-
old was then calculated in relation to the withdrawal threshold before
surgery (baseline): APWT = (CCl paw — baseline paw)/baseline paw x
100. (c) Reactivity of animals to cold stimulus was measured after
application of acetone (100 pl) onto the right footpad. The time that
animals spent with paw withdrawn (PWt) was measured during the next
120-second period. Data represent mean + SEM.
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plasmid, p8.91, and the vesicular stomatitis virus-G-encoding plasmid,
pMD-G, have been described previously.*®

Lentiviral vector production. Pseudotyped HIV vector encoding EGFP
(LV-EGFP) was produced as described previously.!” Because of the
capacity of srIkBa to interfere with HIV-derived vector production,*
the protocol for LV-srlxkBa production was slightly modified. Co-
transfection of 293T cells with p8.91 and pTrip-srIxBa was performed
in the proportion 2:1. The S1 supernatants with LV vectors were har-
vested 40 hours later and stored at 4 °C. Cultures were further incu-
bated in fresh medium, and 24 hours later (64 hours after transfection),
S2 supernatants were harvested and pooled with S1 before final vector
concentration. LV-srIxBa titers were thus increased at least 10-fold.
Viral suspension was titrated and normalized for the capsid p24 anti-
gen, assayed by enzyme-linked immunosorbent assay to approximately
35 ng of p24/ul (Beckman Coulter, Roissy, France). The efficacy of LV-
EGFP and LV-srIxBa in driving the expression of transgene-derived
respective mRNA was confirmed in infected 293T cell cultures treated
or not with 10 pM reverse-transcriptase inhibitor AZT (Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France).

Glial cell primary cultures and neuron/glia co-cultures. Primary mixed
glial cultures were prepared, as described in Supplementary Materials and
Methods, from the cerebral cortex or the spinal cord of 4-day-old rat pups
(Sprague-Dawley, Centre d’Elevage R. Janvier, Le Genest-St. Isle, France)
following the procedure of Goslin et al.*® with slight modifications.
Spinal cord neuron/glia co-cultures were prepared, as described in
Supplementary Materials and Methods, using essentially the same proto-
col as for glial cells, from embryonic (E17-18) spinal cords.

Luciferase reporter gene assay. The luciferase reporter gene assay was
performed on primary glial cells using the Dual-Glo Luciferase assay sys-
tem (Promega) as described in Supplementary Materials and Methods.

Animal treatments and behavioral analysis. Rats (200 g) were deeply
anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.). The thoracic T13 ver-
tebra*’ was accessed through skin (20 mm) and dorsal muscle (10 mm)
incisions under semi-sterile conditions. Surgery was then continued
under a Zeiss operation microscope (10-25%). A hole of 1 mm diameter
was carefully drilled through the vertebra without disrupting protective
layers of the spinal cord. A hole of approximately 150 pm was then opened
through dura mater and arachnoid mater with a micro-fine point scalpel.
Saline or LV vectors were delivered using an automatic micro-injection
device (KDS 310; KD Scientific, Holliston, MA) via a heat-pulled glass
capillary needle (external diameter 60 pm) introduced into the spinal
cord parenchyma at an angle of 50°, parallel with the sagittal plane. Two
microliters of vector (approximately 60 ng of p24) was injected at a rate
of 0.5 pl/min, 0.5 mm aside from the midline of the cord and at a depth of
0.8 mm. The needle was then left for 2 minutes in the parenchyma before
gentle withdrawal. Muscles were sutured using resorbable 4/0 ethicon
stitches, and regular 5/0 ethicon perma-hand sutures were used to close
the skin (Johnson and Johnson, New Brunswick, NJ). If necessary, CCI*®
surgery was performed 1 week later. Thermal hyperalgesia, mechani-
cal and cold allodynia were evaluated as described in Supplementary
Materials and Methods. At the end of the behavioral experiments, cor-
rect placement of the injection capillary needle was verified by histologi-
cal examination. All experiments were performed in conformity with
the institutional guidelines, which are in compliance with national and
international law and policies for use of animals in neuroscience research
(European Communities Council directive No. 87848, October 1987,
Ministére de PAgriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé et
de la Protection Animale; Permission No. 75-1179 to M.P.).

Antibodies. Primary antibodies used in this study included goat
anti-NF-xB p65 and rabbit anti-IxBa (1:100 and 1:250; Santa Cruz
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Biotechnology, Santa Cruz, CA), rabbit anti-glial fibrillary acidic protein
(anti-GFAP; 1:150; DAKO, Glostrup, Denmark), monoclonal anti-
Ox42 (1:100; Serotec, Oxford, UK), and monoclonal anti-NeuN (1:1000;
Chemicon International, Temecula, CA). Secondary antibodies were
CY3-conjugated donkey anti-goat immunoglobulin G (IgG) and Alexa
488-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:800 for cells or 1:400 for tissues;
Interchim, Montlucon, France). Slides with cells or tissue sections were
observed and images were generated using a Leica DMRD microscope.

Quantification of infected neurons. The proportion of neurons express-
ing EGFP was determined in spinal cords from four LV-EGFP-injected
rats at different (1- to 4-week) intervals after viral injection. Twenty-
micrometer serial sections were prepared from the lumbar enlargement
of the spinal cord, and every fourth section was stained and examined.
A total of 40 sections were analyzed with Photoshop software (Adobe
Systems ver. 7.0, San Jose, CA) and the proportion of infected neurons
was determined by counting the total number of EGFP-stained cells
(total infected cells) and those co-labeled with the neuronal marker
NeuN (infected neurons).

Conventional RT-PCR and real-time RT-PCR analyses. Rats were killed
by decapitation and the lumbar enlargement of the spinal cord (L3-L5)
was divided into left and right parts and then into their dorsal and ventral
zones in cold conditions (0-4°C). Tissues were frozen immediately in
liquid nitrogen and stored at —80°C until they were used. Total RNA was
extracted using the Nucleospin RNA II Purification Kit (Macherey-Nagel,
Hoerdt, France) and its concentration was evaluated by optical density
at 260 nm. Conventional RT-PCRs were performed on 0.5 pg of
each RNA sample in the presence of 40 pmol of specific primers
using the Access RT-PCR system (Promega, Charbonniéeres, France)
as described in Supplementary Materials and Methods. For the real-time
PCR application, first-stranded cDNA synthesis (0.5 pg total RNA per 20 pl
reaction) was carried out with the SuperScrip III reverse-transcriptase and
random primers (ribosomal phosphoprotein at 0.25 ug per reaction), as
recommended by the manufacturer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Real-time PCR amplification of each sample in triplicate was performed
on the ABI Prism 7300 apparatus according to the manufacturer’s protocol
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using ABgene ABsolute QPCR
ROX Mix (ABgene, Courtaboeuf, France) and the Assays-on-Demand
Gene Expression probes (Applied Biosystems) for target genes: IL-6
(Rn00561420-m1), IL-18 (Rn00580432-m1), TNFa (Rn00562055-m1l),
iNOS (Rn00561646-m1), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GPDH) (Rn99999916-s1). To perform semi-quantitative studies, GPDH
was used as reporter gene.

Western blot analysis. Total and nuclear proteins were extracted from glial
cells or from the dorsal part of the rat lumbar spinal cord as described in
ref. 12. Equal concentrations of proteins, as determined by Bio-Rad protein
assay (Bio-Rad, Paris, France), were mixed with standard Laemmli buffer,
sonicated, heated at 95°C for 5 minutes, then separated by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (12% acrylamide) and electro-
transferred (Trans-Blot SD, Bio-Rad) onto a nitrocellulose membrane (Bio-
Rad). Membranes were saturated in blocking solution (5% non-fat dry milk,
0.1% Tween 20in PBS 1x) for 1 hour atroom temperature and then incubated
(overnight, 4°C) with primary antibodies directed against IxkBa, NF-«B p65
(1:250; Santa Cruz Biotechnology, Tebu, Le Perray en Yvelines, France), or
a-tubulin (1:10,000; Amersham Biosciences, Paris, France) in the blocking
solution. After rinsing in blocking solution, blots were incubated (40 min-
utes at room temperature) with horseradish peroxidase-linked secondary
antibodies (anti-goat IgG (1:10,000; Interchim), anti-rabbit IgG (1:5,000),
or anti-mouse IgG (1:25,000; Sigma-Aldrich). Blots were finally washed in
PBS containing 0.1% Tween 20, and then in PBS. Membranes were pro-
cessed with the ECL Plus kit and exposed to MP-ECL film (Amersham
Biosciences).
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Statistical analyses. Data are presented as means = SEM. One-way analy-
sis of variance used for RT-PCR data revealed statistically significant differ-
ences between different groups (control, LPS, LV-srIxBa + LPS; F = 34.7,
P <0.0001 for IL-6; F = 23, P < 0.0005 for IL-1f3; F = 7.2, P < 0.02 for TNFq;
F=5.1, P < 0.02 for iNOS). Fisher PLSD was used as post hoc test. Behav-
ioral data were subjected to Student’s t-test or to the two-factor analysis
of variance followed by unpaired Fisher’s PLSD tests. Statistical evalua-
tion was carried out using the StatView 5.2 software (Abacus Concepts,
Berkeley, CA). When P > 0.05, the corresponding difference was consid-
ered to be non-significant.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Materials and Methods.
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Les vecteurs lentiviraux sont parmi les plus efficaces et les plus aisés a manipuler en vue du transfert de
genes. Leur application est toutefois fortement compromise par le risque de mutagenése qui résulte de
I’intégration de leur génome dans la chromatine de la cellule cible. Plusieurs stratégies peuvent étre
envisagées afin de contourner ce risque, I’'une d’entre elle est de bloquer I’intégration du génome

vecteur et d’utiliser des vecteurs lentiviraux sous forme épisomale.

Nous avons introduit une mutation dans la région C-terminale de I’itégrase de vecteurs dérivés du HIV
(262RRK->AAH). Nous avons démontré que ces vecteurs permettent I’expression d’un transgéne dans
différentes lignées cellulaires in vitro ainsi que dans des cultures primaires de cellules en arrét de
division (astrocytes et neurones). L’expression du transgéne est perdue par dilution des génomes non
intégrés au cours de la division cellulaire. Elle est au contraire stable dans des cellules en arrét de
division. Nous avons également évalué 1’activité résiduelle d’intégration des vecteurs mutants exprimant
le géne de résistance au G418 (NEO), elle est réduite de 2 a 3 log par rapport au vecteur controle. Enfin,
nous avons démontré la capacité de ces vecteurs lentiviraux non-intégratifs a diriger I’expression d’un
transgene in vivo dans le systéme nerveux central de rongeur, pendant au moins 10 semaines apres
injection dans le striatum de souris et pendant au moins 5 mois aprés injection sous-rétinienne chez le

rat.

Nous avons ensuite entrepris ’amélioration de ’efficacité d’expression du transgéne et la réduction de
I’activité résiduelle d’intégration. En premier lieu, dans le but d’augmenter I’activité transcriptionnelle
des formes épisomales du génome lentiviral, nous avons incorporé des séquences d’attachement a la
matrice nucléaire (séquence MAR de la chaine légere de I’immunoglobuline de souris et séquence MAR
du lysozyme de poulet). Nous avons transduit in vitro différentes lignées cellulaires ainsi que des
progéniteurs neuraux humains avec des vecteurs lentiviraux non-intégratifs permettant I’expression de
la Luciférase. Nous n’avons pas observé d’amélioration significative du niveau d’expression du

transgene en présence des séquences MAR.

Parallélement, nous avons produit des vecteurs portant différentes mutations de l’intégrase (N :
¥2RRK—AAH, ou LQ : 'K—Q, **Q—L, *'°*Q—L, ou **D—V) permettant I’expression de différents
transgenes (GFP, LUC, GDNF). Nous avons comparé in vitro 1’efficacité de transduction de ces
différents vecteurs. Nous avons établi que le vecteur N est moins efficace que les vecteurs D64V et LQ.
Nous avons en effet observé un phénomene de saturation de la transduction par le vecteur N. Les

vecteurs D64V et LQ permettent une expression comparable du transgéne.

Nous avons également produit des vecteurs permettant I’expression du géne NEO portant ces différentes
mutations d’intégrase, seules ou en combinaison avec la modification des séquences d’attachement des
LTR. Nous avons comparé la fréquence d’intégration résiduelle de ces différents vecteurs et observé
que le vecteur D64V présente 1’intégration la plus élevée parmi les vecteurs mutants. La fréquence
d’intégration est réduite de 1 a 2 log par rapport au vecteur contrdle intégratif tandis qu’elle est réduite
de 2 a 3 log pour les vecteurs N et LQ. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de réduction significative

de I’intégration par la modification des LTR, qu’elle que soit I’intégrase mutée considérée.
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