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Avant Propos

La production endogene de glucose (PEG) est une fonction physiologique cruciale,
permettant de maintenir une glycémie constante a 5mM en moyenne, en dehors des périodes
d’assimilation du glucose alimentaire. Deux voies métaboliques participent a cette production de
glucose : la glycogénolyse, permettant la dégradation du glycogéne hépatique et la néoglucogeneése,
synthétisant le glucose a partir de précurseurs non glucidiques, tels que le pyruvate ou les acides
aminés glucoformateurs. Seuls, le foie, les reins et 'intestin sont capables de produire du glucose.
C'est la présence d’une enzyme clé, la glucose-6 phosphatase (G6Pase), spécifiquement exprimée
dans ces trois tissus, qui peut rendre compte de cette fonction. La G6Pase catalyse la derniere
réaction avant la libération du glucose dans la circulation sanguine, c’est-a-dire, I'hydrolyse du
glucose-6 phosphate (G6P) en glucose et phosphate inorganique (Pi). Cette derniere réaction est
commune a la glycogénolyse et a la néoglucogenése. Le systeme G6Pase est un complexe multi-
protéique localisé dans le réticulum endoplasmique, composé de deux sous-unités: une unité
catalytique G6PC et une protéine associée transportant le G6P (G6PT). La position stratégique de
cette enzyme, au carrefour des deux voies métaboliques de production de glucose, est associée

au développement de deux pathologies « miroir» du métabolisme du glucose: la

glycogénose de type 1 et le diabete de type 2.

La glycogénose de type 1, aussi connue sous le nom de maladie de Von Gierke, est
une maladie génétique rare liée a une déficience d’activité G6Pase. Le type 1la est dl a des
mutations dans le géne Gé6pc et le type 1b, a des mutations dans le géne Slc37a4 (ou G6pt).
Sa prévalence est de 1/ 100 000 cas ; elle se caractérise par des hypoglycémies séveres dues

a I'absence de PEG, qui apparaissent dés les premieres semaines de vie.

A l'opposé, le diabéte de type 2, caractérisé par une hyperglycémie a jeun, est
souvent associé a l'obésité. Ces deux pathologies sont en pleine expansion au niveau
mondial, notamment liées a notre mode de vie sédentaire et a une mauvaise alimentation,
riche en gras et en sucres. Aux Etats-Unis, la prévalence de I'obésité a doublé en 20 ans et
actuellement, 36% de la population américaine est en surpoids et 27% est obése. La France
compte désormais pres de 15 millions de personnes en surpoids (Indice de masse corporelle
(IMC) entre 25 et 30) et 6,4 millions d’obéses (IMC>30) (Enquéte ObEpi 2009). En France, le

nombre de personnes atteintes de diabéte de type 2 traitées représente plus de 2 millions



soit 4% de la population générale. Pres de 80% des diabétiques de type 2 présentent une
surcharge pondérale. La prévalence du diabéte de type 2 est 3 et 7 fois plus importante si les
personnes sont en surpoids et obese, respectivement. Le diabéte de type 2 se manifeste
généralement chez I'adulte aprés 45 ans mais atteint aujourd’hui de plus en plus d’enfants
et d’adolescents. Contrairement a la glycogénose de type 1, le diabéete de type 2 est associé
a une augmentation de la PEG, caractérisée par une augmentation du flux a travers la

G6Pase hépatique (Clore et al., 2000).

Depuis les premiers travaux de Claude Bernard au XIXeme siecle, la PEG est
considérée comme une fonction unique et globale et est encore assimilée a la production
hépatique de glucose. Cependant, dans certaines situations nutritionnelles telles que le
jeline prolongé et les régimes enrichis en protéines, la production extra-hépatique de
glucose peut représenter plus de 50% de la production totale de glucose. Il est donc
important de reconsidérer la contribution de la production hépatique dans le maintien de la

glycémie.

Pour étudier la contribution de chaque organe, le foie, les reins et l'intestin, a la
régulation de la glycémie, nous avons développé au laboratoire, des modéles originaux de
souris invalidées pour le géne G6pc, spécifiquement au niveau d’un des trois tissus
néoglucogéniques, en utilisant une stratégie CRE-LOX inductible par le tamoxiféene. Le
modele de souris totalement invalidée pour le géne G6pc n’étant pas viable aprés le sevrage,
mon travail de these était basé sur I’hypothése que le modéle d’invalidation de la G6PC au
niveau hépatique serait viable, grace a la production extra-hépatique de glucose. Ce modele
de souris devrait également représenter un nouveau modeéle animal de glycogénose de type
1la permettant I'étude du développement de la pathologie hépatique a long terme.

Ce travail est introduit par des données bibliographiques décrivant, dans une premiére
partie, la production endogéne de glucose et sa régulation, puis dans une deuxiéme partie,
le systéme enzymatique G6Pase et enfin, dans une troisieme partie, la glycogénose de type

1, de la physiopathologie de la maladie jusqu’aux traitements.
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I. La production endogene de glucose

La PEG est une fonction physiologique cruciale dans la régulation de la glycémie. Elle
permet de maintenir cette derniére a un niveau suffisant en dehors des repas et peut étre
inhibée durant les périodes d’assimilation du glucose afin d’éviter une augmentation de la
glycémie lors de I'apport du glucose alimentaire. La glycémie doit é&tre maintenue constante
afin de fournir le glucose nécessaire a I’'ensemble des tissus. De plus, certains tissus tels que
le cerveau, les globules rouges et le muscle en contraction rapide ont un besoin continu en
glucose. Durant les périodes inter-prandiales et/ou en période de jeline, I'homéostasie
glucidique est maintenue par l'organisme grace a la PEG au sein de trois tissus
glucoformateurs. Prenant place en premier lieu dans le foie, cette production est assurée
par la dégradation des stocks de glycogéne puis par la néoglucogenése dans le foie, les reins

et I'intestin.

1.1 Deux voies métaboliques

I.1.1 La glycogénolyse hépatique

La glycogénolyse permet la production de glucose a partir des stocks de glycogéne
hépatique (figure 1). Les travaux de Claude Bernard au XIXeme siécle ont permis de mettre
en évidence une fabrication chimique de glucose par le foie et il désigna par « glycogene » la
matiére a I'origine de cette production de glucose (Bernard, 1850). Le foie a la capacité de
capter le glucose issu de I'absorption intestinale et apporté par la veine porte, puis de le
stocker sous forme de glycogene. Le glycogéne constitue donc une source d’énergie
rapidement mobilisable en I'absence de glucose alimentaire, sous I'action du glucagon, pour
permettre la distribution de glucose aux autres tissus. En revanche, les stocks de glycogene
sont rapidement dégradés (12 heures de jeline chez la souris, 24-48h de jelne chez
I’'homme). Ce processus est majoritairement hépatique car la quantité de glycogéne dans les
reins et I'intestin reste négligeable.

Le glycogéne est un polymére de molécules de glucose reliées par des liaisons alpha(1-4).
Tous les 8 a 12 résidus glucose se met en place un branchement ou les 2 unités glucose sont

alors reliés par des liaisons alpha(1-6). Deux enzymes participent a la dégradation du



glycogéne : I'enzyme débranchante (ou alpha amylo-1,6-glucosidase) et la glycogéne
phosphorylase. Cette derniére constitue le point de régulation majeur de la glycogénolyse.
La glycogene phosphorylase permet la dégradation des unités glucose linéaires en glucose-1-
phosphate (G1P). L'a-amylo-1,6-glucosidase agit au niveau des dextrines limites, catalysant
tout d’abord une réaction transférase de 3 résidus glucose du branchement sur la chaine
linéaire. Le dernier résidu glucose relié par la liaison alpha(1-6) est ensuite libéré sous
I'action de I'amylo-1,6-glucosidase (figure 2).

La dégradation du glycogene libére essentiellement du G1P et une faible quantité de
glucose. Le GI1P est ensuite isomérisé en glucose-6-phosphate (G6P) par la
phosphoglucomutase (figure 1). La derniére enzyme impliquée dans la production de glucose
est la glucose-6 phosphatase (G6Pase) qui permet I'hydrolyse du G6P en glucose et

phosphate inorganique (Pi) avant la libération du glucose dans la circulation sanguine.

1.1.2 La synthese de novo de glucose: 1a néoglucogenése

La néoglucogenese permet la synthése de novo de glucose a partir de précurseurs non
glucidiques tels que le pyruvate, le lactate, les acides aminés glucoformateurs et le glycérol
(figures 3 et 5). Cette voie de synthese fonctionne a l'inverse de la glycolyse qui est la voie
d’oxydation du glucose. Ainsi, la plupart des réactions sont catalysées par des enzymes
communes aux deux voies (figure 3). Seules trois réactions irréversibles sont caractéristiques
de la néoglucogenese et constituent ainsi des points clefs de régulation de cette voie

métabolique. Il s’agit de :

1. la transformation du pyruvate en phosphoénolpyruvate (PEP) qui fait intervenir
successivement la pyruvate carboxylase dans la mitochondrie et la phosphoénolpyruvate

carboxykinase dans le cytosol (PEPCK-c),

2. la transformation du fructose-1,6 bisphosphate en fructose-6-phosphate catalysée par

la fructose-1,6-bisphosphatase.

3. La derniére réaction, commune a la voie de la glycogénolyse et de la néoglucogenéese
est catalysée par la G6Pase. L’expression de la G6Pase est restreinte au foie, au cortex rénal
et a l'intestin gréle, conférant ainsi la capacité a ces trois tissus de libérer du glucose dans la

circulation sanguine.



1.2 Les trois tissus glucoformateurs

[.2.1 Le foie

Le foie est généralement considéré comme étant le principal organe producteur de
glucose. La production hépatique de glucose (PHG) mobilise les 2 voies métaboliques
impliquées dans la PEG : la glycogénolyse et la néoglucogenése (Nordlie et al.,, 1999). Sa
contribution s’éleve en effet a plus de 80% a I'état post-absorptif (12h chez 'homme et 6h
chez le rat ou la souris aprés un repas), via la glycogénolyse. Si le jeCine se prolonge, le foie
synthétise du glucose de novo a partir de 2 précurseurs majeurs : le lactate, produit par le
métabolisme anaérobie et oxydé en pyruvate, et I'alanine issue de la protéolyse musculaire
et constituant un des 2 acides aminés glucoformateurs majoritaires avec la glutamine. Si le
jeQine perdure, le foie diminue sa production et est relayé par les reins et l'intestin gréle

(figure 4) (Mithieux et al., 2006; Owen et al., 1969).

[.2.2 Les reins

La production rénale de glucose (PRG) représenterait 20 et 45% de la PEG chez des
rats a I’état post-absorptif et aprés 24h de je(ine, respectivement (Kida et al., 1978). Si le
jeline se prolonge au-dela de 24 heures, cette proportion est maintenue (figure 4) (Mithieux
et al., 2006; Pillot et al., 2009). Chez I'homme, a I'état post-absorptif, 'importance de la PRG
reste sujette a controverse et serait comprise entre 5% (Ekberg et al., 1999) et 20%
(Cersosimo et al., 1999). Cependant, une étude d’Owen et coll. a suggéré que le rein
contribuerait a 45% de la PEG chez de jeunes obéses a jeun depuis 5 a 6 semaines (Owen et
al., 1969). La PRG peut également contribuer pour la moitié de la PEG a I'état post-absorptif
sous un régime riche en protéines (Pillot et al., 2009). En effet, sous I'effet des régimes riches
en protéines, connus pour étre bénéfique dans le cadre du diabéte de type 2 (Gannon and
Nuttall, 2004; Gannon et al., 2003; Nuttall and Gannon, 2004), une redistribution de la PEG
au profit du rein et de l'intestin prend place, diminuant ainsi la PHG (Pillot et al., 2009). Le
glucose néo-synthétisé par le rein est exclusivement d’origine néoglucogénique,
principalement a partir de la glutamine et du lactate (Meyer et al., 2002; Stumvoll et al.,

1998).



[.2.3 L’intestin gréle

Depuis de nombreuses années, les seuls organes connus pour avoir la capacité de
produire du glucose étaient le foie et les reins puisque I'activité enzymatique G6Pase n’avait
pu étre mesurée de fagon significative que dans ces organes. Grace a l'identification du géne
de la G6Pase (Shelly et al., 1993), de nouveaux outils moléculaires ont permis de mettre en
évidence I'expression de cette enzyme, notamment au niveau de I’/ARNm. C’est ainsi qu’en
1999, notre équipe a pu mettre en évidence la présence de cette enzyme dans l'intestin
gréle chez le rat et chez I’homme (Rajas et al., 1999).

En situation post-absorptive, la contribution de I'intestin a la PEG est tres faible, inférieure a
10% (Mithieux et al., 2006). Celle-ci devient tres significative lors de jeline prolongé et peut
s’élever jusqu’a 20 et 35% de la PEG chez les rats a jeun pendant 48 et 72h, respectivement
(figure 4) (Croset et al., 2001; Mithieux et al., 2004a). Les substrats néoglucogéniques
majeurs utilisés par I'intestin sont la glutamine (80%) et le glycérol (20%) (figure 5) (Croset et
al., 2001). En effet, I'intestin, qui exprime une isoforme de la glutaminase de haute affinité,
est capable d’extraire la glutamine sanguine, en plus du glucose. L'oxydation incompléte de
ces substrats permet aussi la production de lactate et d’alanine au niveau de la veine porte,
qui sont les précurseurs néoglucogéniques majeurs du foie. Ainsi, le métabolisme de la
glutamine, au niveau intestinal, peut contribuer a la fois, a la production de glucose par
I'intestin et a la néoglucogeneése hépatique en lui fournissant ses substrats (figure 5)
(Mithieux et al., 2004b).

De facon intéressante, tout comme le rein, la production intestinale de glucose (PIG) peut
étre fortement induite, des I’état post-absorptif, chez le rat soumis a une alimentation riche
en protéines. L’'ingestion de protéines induit I'expression des enzymes clefs de la
néoglucogenéese : PEPCK-c et G6Pase, se traduisant par une augmentation de la libération de

glucose en veine porte a hauteur de 20% de la PEG totale (Mithieux et al., 2005).

1.3 Roles différentiels des productions hépatique et intestinale de glucose dans le
maintien de ’'homéostasie glucidique

De nombreuses données récentes de la littérature ont permis de proposer un
nouveau concept de la PEG dans le contréle de I'homéostasie glucidique et énergétique.

Selon ce concept, I'augmentation de la PHG serait « délétére », facteur d’élévation de la



glycémie et d’insulino-résistance. A l'inverse, I'augmentation de la PIG présenterait des
effets bénéfiques dans le cadre de I'homéostasie glucidique et énergétique.

En effet, chez des patients diabétiques de type 2, Clore et al. ont mis en évidence une
augmentation de l'activité G6Pase hépatique, associée a une diminution de la glucokinase
hépatique, contribuant ainsi a une augmentation du flux de glucose, responsable de
I’'hyperglycémie des patients (Clore et al., 2000). Une étude tres probante réalisée in vivo,
par une technique adénovirale, a permis de mettre en évidence que la simple surexpression
de la G6Pase au niveau hépatique, chez le rat, était suffisante a I'instauration d’anomalies
métaboliques associées au pré-diabete (Trinh et al., 1998). De méme, une surexpression de
la PEPCK-c hépatique, chez la souris, entraine une augmentation de la PHG conduisant au
développement d’une sévére insulino-résistance et d’une intolérance au glucose (Sun et al.,
2002b).

A I'opposé, des études récentes ont pu mettre en évidence le role bénéfique du glucose
libéré en veine porte. En 2005, notre équipe a démontré que les régimes enrichis en
protéines induisent spécifiguement la néoglucogenése intestinale et rénale chez le rat. Cette
étude a permis de démontrer le réle majeur de la PIG dans I'effet anorexigene des protéines.
Le glucose per se est une molécule « signal » clef, détectée en veine porte et capable de
diminuer la prise alimentaire (Thorens and Larsen, 2004; Tordoff and Friedman, 1986). Ainsi,
sous un régime hyperprotéique, le glucose libéré en veine porte a I'état post-absorptif est
détecté via les capteurs hépatoportaux de glucose. Le signal « glucose portal » est transmis
via des afférences nerveuses au niveau de I’hypothalamus, activant ainsi les noyaux
hypothalamiques régulant la prise alimentaire (Mithieux et al., 2005). Une étude récente de
notre équipe a pu mettre aussi en évidence une amélioration de la sensibilité hépatique a
I'insuline, sous un régime riche en protéines, associée a une augmentation de la PIG (Pillot et
al., 2009). Ceci est en accord avec le fait que I'augmentation de la PIG sous un régime riche
en protéines n’entraine pas de modification de la PEG totale et se traduit par une meilleure
diminution de la PHG (Mithieux et al., 2005; Pillot et al., 2009).

L'effet bénéfique de la PIG a également été rapporté dans le cadre du by-pass gastrique,
chirurgie de I'obésité. En effet, les patients obéses opérés par cette technique du by-pass
gastrique (dérivation des nutriments directement dans le jéjunum distal avec exclusion du
duodénum et du jéjunum proximal) présentent des sensations de faim diminuées, ainsi

gu’une amélioration spectaculaire de leur parameétres glycémiques, bien avant une perte de
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poids significative. Il a été rapporté, dans un modeéle de souris obéses présentant ce type de
chirurgie, une augmentation de I'expression de la G6Pase et de la PEPCK-c dans le jéjunum
distal et l'iléon se traduisant par une augmentation de la libération de glucose en veine
porte. Ces résultats expliquent la diminution de la prise alimentaire, également observées

chez ces souris (Troy et al., 2008).

I1. Régulations de la production endogene de glucose

L'organisme subit tout au long de la vie des alternances entre des périodes
d’assimilation des repas et des périodes de jelne. La régulation de la PEG est un facteur
majeur dans le maintien de I'homéostasie glucidique, quelque soit I'état nutritionnel de
I’'organisme. De nombreux signaux hormonaux, nutritionnels et/ou nerveux existent afin de

réguler finement cette production de glucose.

I1.1 Régulations hormonales

I1.1.1 L’insuline

Dans les situations physiologiques, l'insuline est une hormone secrétée par les
cellules beta du pancréas, au sein des ilots de Langherans, sous le contréle de la glycémie. En
période d’absorption alimentaire, I'apport de glucose par lintestin va instantanément
stimuler la sécrétion d’insuline par les cellules . L'insuline sécrétée induit une diminution de
la glycémie en inhibant la PEG par deux mécanismes. Elle favorise I'utilisation du glucose par
le foie en induisant la glycogénogenese et, parallelement, inhibe les enzymes de la

néoglucogenese.

» Régulations a court-terme

De facon tres rapide, 'insuline est capable d’induire la synthése de glycogéne en
régulant la phosphorylation des enzymes impliquées dans le métabolisme du glycogéne. En
activant la voie de signalisation PI3K/PKB, I'insuline induit la phosphorylation de la glycogen
synthase kinase 3 (GSK3), inhibant ainsi son activité. Il en résulte une moindre
phosphorylation de la glycogéne synthase, qui passe sous sa forme activée permettant la

synthése du glycogéne (Bollen et al., 1998).
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L'insuline peut également réguler rapidement la glycolyse et la néoglucogenése, notamment
au niveau des enzymes phosphofructokinase et fructose-1,6-bisphosphatase. Il existe un
activateur allostérique de la phosphofructokinase : le fructose-2,6-bisphosphate. Ce substrat
est produit par I'enzyme bifonctionnelle phosphofructokinase IlI/Fructose-2,6-
bisphosphatase. L'insuline augmente [Iactivité phosphofructokinase 1l de |'enzyme,
permettant la synthése de fructose-2,6-bisphosphate a partir de fructose-6-phosphate. Le
fructose-2,6-bisphosphate produit va activer la phosphofructokinase, favorisant la voie de la
glycolyse. Ainsi, sous I'effet de I'insuline, la voie de la glycolyse est activée, inhibant la voie

de la néoglucogenese.

» Régulations a long-terme sur I’expression des génes

L'insuline peut également réguler I'expression des génes de la néoglucogenése au
niveau de ’ARNm. En effet, le taux d’ARNm de la sous-unité catalytique de la G6Pase (G6PC),
induit au cours du je(ine et du diabete insulinoprive, est normalisé par la réalimentation ou
un traitement a l'insuline dans les trois tissus néoglucogéniques (Mithieux et al., 1996; Rajas
et al., 1999). L’insuline inhibe la transcription des génes clés de la néoglucogenése : G6pase
et PEPCK-c (G6pc et Pckl), a travers un élément de réponse a l'insuline IRE/IRS (Insulin
Response Element/ Insulin Response Sequence) (figure 6). Le mécanisme moléculaire a
I'origine de I'inhibition des génes G6pc et Pckl implique le facteur de transcription Foxo-1
(Hall et al., 2000; Mounier and Posner, 2006). Des expériences d’'immunoprécipitation de la
chromatine ont démontré que Foxo-1 était lié au promoteur Gé6pc, in situ, et qu’un
traitement a 'insuline entrainait la dissociation de Foxo-1 du promoteur (figure 6A) (Vander
Kooi et al., 2003). La voie de la PI3K est impliquée dans ce mécanisme de régulation. En
effet, Foxo-1 est phosphorylé par la PKB, entrainant sa translocation dans le cytoplasme et

annulant ainsi son activité transcriptionnelle (Tang et al., 1999).

[1.1.2 Le glucagon

Le glucagon est une hormone contre-régulatrice libérée lorsque la glycémie est basse
et a pour role principal de stimuler la PHG. Il est synthétisé par les cellules alpha du
pancréas. Une hyperglucagonémie est également retrouvée chez les patients diabétiques de
type 2 et contribuerait au maintien de I'hyperglycémie (Jiang and Zhang, 2003). Ceci

s’explique par le fait que I'insuline est un des facteurs permettant I'inhibition de la sécrétion
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du glucagon. Dans les états diabétiques, la faible sécrétion d’insuline et/ou l'insulino-
résistance serait responsable de I'absence d’inhibition de la libération du glucagon (Bansal
and Wang, 2008). Le glucagon agit en se fixant a son récepteur transmembranaire couplé
aux protéines G, ce qui active I'adénylate cyclase et entraine I'augmentation intracellulaire
de I'’AMP cyclique (AMPc) (figure 7). La cible majeure de I’AMPc produit est la protéine
kinase A (PKA). Le récepteur au glucagon a été identifié dans de nombreux tissus tels que le
foie, le cerveau, l'intestin, le rein et le tissu adipeux (Burcelin et al., 1995), mais son réle
n’est aujourd’hui bien caractérisé que dans le foie.

L'effet du glucagon sur le rein est trés controversé. En 1993, Mc Guinness et coll. ont
démontré qu’une infusion chronique des hormones contre-régulatrices (glucagon,
epinephrine, norepinephrine et cortisol) chez des chiens conscients entrainait une
augmentation de trois fois de la libération de glucose par les reins. En revanche, en absence
de glucagon dans la perfusion, aucune augmentation de la PRG n’a été observée, suggérant
qgue la PRG peut étre régulée par le glucagon (McGuinness et al., 1994; McGuinness et al.,
1993). Cependant, une seconde étude n’a pas permis de démontrer une augmentation de la
libération de glucose par le rein suite a une infusion de glucagon seul (Gustavson et al.,

2004).

» Régulations a court-terme

A l'inverse de linsuline, le glucagon peut, de facon trés rapide, activer la
glycogénolyse hépatique grace a I'activation de la glycogene phosphorylase et a I'inhibition
de la glycogéne synthase, via la phosphorylation de ces enzymes par la PKA et la
phosphorylase kinase (figures 1 & 5) (Bollen et al., 1998).
Le glucagon agit également au niveau de I'enzyme phosphofructokinase Il/fructose-2,6-
bisphosphatase, en activant I'activité fructose-2,6-bisphosphatase et donc en inhibant la
synthese de fructose-2,6-bisphophate. Sous |'effet du glucagon, c’est la voie de la

néoglucogenese qui est activée et la glycolyse est inhibée.

» Régulations a long-terme

Au niveau transcriptionnel, le glucagon entraine, via l'activation de la PKA, Ia
phosphorylation de certains facteurs de transcription, tel que la protéine CREB (cAMP

responsive Element Binding Protein), qui participent a la régulation de I'expression des
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genes impliqués dans la production de glucose. La protéine CREB phosphorylée peut se fixer
sur les sites consensus CRE (cAMP response element), retrouvés sur les promoteurs Gé6pc et
Pck1 (figure 6). La réponse dépendante de la PKA peut étre renforcée par d’autres facteurs
de transcription, tels que HNF4 (hepatocyte nuclear factor 4) et C/EBP (CAAT/ enhancer
binding protein) et de coactivateurs tels que CBP et CRTC2 pour induire la transcription des
geénes de la G6PC et de la PEPCK dans le foie et I'intestin (Croniger et al., 1998; Gautier-Stein
et al., 2005; Gautier-Stein et al., 2006; Wang et al., 2010; Yabaluri and Bashyam, 2010).

11.1.3 Les glucocorticoides

Les glucocorticoides sont des hormones stéroides naturelles et sont sécrétées par les
cellules du cortex de la glande surrénale (Cortisol, corticostérone). lls sont sécrétés a faibles
doses mais celles-ci peuvent augmenter dans les situations de stress. Les glucocorticoides,
tout comme le glucagon sont des hormones de contre-régulation. L'effet des
glucocorticoides est majoritairement transcriptionnel sur les génes de la néoglucogeneése,
assuré par un récepteur nucléaire GR (Glucocorticoid Receptor). Les glucocorticoides
peuvent diffuser au travers de la membrane plasmique puis se fixent sur leurs récepteurs
cytoplasmiques permettant leur translocation dans le noyau. Les GR se lient sur le
promoteur des genes G6pc et Pckl via les unités de réponse aux glucocorticoides (GRU),
composées de sites de liaison aux glucocorticoides (GRE) et de sites de liaisons a des facteurs
accessoires tels que HNF1 et Foxo pour la G6PC et HNF3[3 et HNF4 pour la PEPCK (figure 6)
(Lin et al., 1998b; Stafford et al., 2001; Vander Kooi et al., 2005).

L’injection de glucocorticoides in vivo augmente I’activité G6Pase de 40% dans le foie de rats
témoins et surrénalectomisés (Ashmore et al., 1956; Nordlie et al., 1965). La
dexaméthasone, un glucocorticoide de synthése, augmente la transcription des génes Gé6pc
et G6pt, ainsi que I'activité du complexe G6Pase dans les cellules hépatomateuses (Garland,
1986; Kallwellis-Opara et al., 2003; Schmoll et al.,, 1996). De plus, |'association de la
dexaméthasone et de I’AMPc potentialise I'induction de I'expression de la G6PC (Schmoll et
al., 1999). Llinvalidation du récepteur aux glucocorticoides, spécifiguement au niveau
hépatique, entraine un défaut d’induction des genes Gépc et Pck1 hépatiques en réponse a
une injection de dexaméthasone. Au cours d’un je(ine prolongé, ces souris déficientes pour
le GR hépatique sont également plus hypoglycémiques que les souris témoins di a I'absence

d’induction de la PEPCK (Opherk et al., 2004).
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[1.1.4 L’adrénaline et la noradrénaline

L’adrénaline est synthétisée par les cellules de la médullo-surrénale et sa sécrétion
est sous la dépendance du systeme nerveux sympathique. Elle agit en tant que
neurotransmetteur dans le systeme nerveux central et comme hormone dans la circulation
sanguine. La noradrénaline est un neurotransmetteur libéré directement par les
terminaisons nerveuses sympathiques. Leur sécrétion est significativement augmentée, tout
comme celles du glucagon et des glucocorticoides, en situation de stress. Ces deux
hormones exercent leur action de facon directe, suite a leur fixation sur les récepteurs a- et
[- adrénergiques. La fixation a ces récepteurs induit I'activation de la voie AMPc dépendante
(Nonogaki, 2000). L’adrénaline est responsable d’une augmentation de la glycogénolyse et
de la néoglucogenese dans le foie (Eigler et al., 1979; McGuinness et al., 1997; Nonogaki,
2000) et de la néoglucogenese dans le rein (Cersosimo et al., 1999; Cersosimo et al., 1997).
Elle permet également d’augmenter I'afflux de précurseurs néoglucogéniques au foie et au
rein en agissant sur les tissus périphériques (McGuinness et al., 1997). La noradrénaline
jouerait un réle beaucoup moins important que I'adrénaline in vivo (McGuinness et al.,
1997). U'adrénaline peut agir également de fagon indirecte en stimulant la sécrétion de
glucagon et en inhibant la sécrétion insulinique, amplifiant ainsi la libération de glucose
(Nonogaki, 2000). En 2001, une étude de notre laboratoire a démontré que l'infusion
d’adrénaline augmentait de 80% la PEG, en association avec une augmentation de I'activité
G6Pase hépatique, sans modification de la quantité de protéines G6PC. De plus, I'adrénaline
est capable d’inverser les effets de l'insuline, en maintenant une PEG stable et en
augmentant l'activité G6Pase hépatique dans une situation d’hypoglycémie induite par

I'insuline (Bady et al., 2002).

I1.2 Régulations nutritionnelles

11.2.1 Le glucose

Indépendamment de ses effets stimulateurs sur la sécrétion d’insuline, le glucose per
se est capable d’inhiber sa production par le foie. Une étude, menée par Shulman et coll.
chez des chiens a jeun depuis 36 heures, a démontré qu’une hyperglycémie induite, en
présence de concentrations basales en insuline et glucagon, entraine une diminution de plus

de 50% de la PHG (Shulman et al., 1978). Ces résultats ont été confirmés chez des rats, en
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situations post-absorptives, chez lesquels la PEG est diminuée de prés de 60% par une
hyperglycémie induite lors d’un clamp hyperglycémique (Rossetti et al., 1993). Une étude
chez 'homme a également confirmé l'inhibition de la PHG suite a une hyperglycémie
(Petersen et al., 1998). Les mécanismes d’auto-régulation supprimant la PHG impliquent une
trés forte diminution du flux a travers la glycogene phosphorylase (Petersen et al., 1998;
Rossetti et al., 1993) et une augmentation du flux a travers la glucokinase (Rossetti et al.,

1993).

I1.2.2 Les acides gras

Les acides gras (AG) a longue chaine induisent la néoglucogenése hépatique in vitro
et in vivo. En effet, I'oxydation des AG dans le foie conduit a la production de nombreux
substrats clés tels que l'acétyl-CoA, le NADH et I’ATP. L’actéyl-CoA permet [’activation
allostérique de la pyruvate carboxylase et le NADH est nécessaire a la formation de
glycéraldéhyde-3P a partir de 1,3-bisphosphoglycérate dans la voie de la néoglucogenése
(Lam et al., 2003). Le réle des AG dans la régulation de la PHG est controversé. Malgré
I'induction de la néoglucogenése, la PHG n’est pas nécessairement augmentée (Clore et al.,
1991; Roden et al., 2000). Cependant, de nombreuses données suggérent qu’une infusion
d’ «intralipides » et d’héparine augmente la PEG au cours d'un clamp euglycémique
hyperinsulinémique (Lam et al., 2002; Rebrin et al., 1996). Une étude récente a également
montré qu’une infusion de « Liposyn » (permettant une augmentation des AG plasmatiques)
diminue de 50% I’effet inhibiteur de I’hyperglycémie sur la PEG (Kehlenbrink et al., 2009).

De plus, les AG induisent des effets opposés selon leur degré de saturation. Ainsi, les AG
saturés induisent une accumulation de 'ARNm Gé6pc in vitro ou in vivo (Chatelain et al.,
1998; Massillon et al., 1997) alors que les AG polyinsaturés inhibent la transcription du gene

(Rajas et al., 2002).

I1I. Le systeme enzymatique glucose-6 phosphatase

La glucose-6 phosphatase (G6Pase) est I'enzyme clé de la PEG et se trouve au
carrefour des deux voies de synthése : la glycogénolyse et la néoglucogenése. Elle catalyse la
derniere étape d’hydrolyse du G6P en glucose, permettant la libération de glucose dans la

circulation sanguine.
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II1.1 Le complexe glucose-6 phosphatase

[11.1.1 L'unité catalytique G6PC

Le géne G6pc codant la sous-unité catalytique de la G6Pase a été cloné en 1993, chez
la souris (Shelly et al., 1993) puis chez 'lhomme (Lei et al., 1993). L’'ADNc de la G6PC a
également été identifié chez le rat (Lange et al., 1994), le chien (Kishnani et al., 1997) et le
poisson (Nagl et al., 1999). Le géne est composé de 5 exons de longueurs semblables entre
les especes excepté pour le 5™ contenant la région 3’ non transcrite (figure 8A). Chez
I'hnomme, il est localisé dans la région g21 du chromosome 17.

Le géne Gé6pc code pour une protéine de 357 acides aminés présentant une
homologie de 92 a 95% entre les especes (Lange et al., 1994). La protéine posséde un signal
de rétention dans le réticulum endoplasmique a son extrémité C-terminale (deux résidus
lysine en -3 et -4). Sa masse prédictive est de 40kDa. Ceci est en accord avec I'étude de la
migration de la [*P]G6Pase par autoradiographie, qui a montré que sa masse moléculaire
apparente était de 37kDa environ (Countaway et al., 1988; Mithieux et al., 1995).

L’étude de la séquence protéique de la G6PC a permis de suggérer fortement qu’il s’agirait
d’'une protéine composée de 9 hélices transmembranaires, dont le site catalytique est
localisé dans la lumiere du réticulum endoplasmique et consiste en 5 acides aminés

hautement conservés : Lys76, Arg83, His™?, Arg170 et His'’® (figure 8B) (Ghosh et al., 2002;

Hemrika and Wever, 1997; Pan et al., 1998).

[1I.1.2 Le transporteur de G6P : G6PT

Le géne SIc37a4 codant la G6PT (G6P translocase) a été isolé et caractérisé en 1997,
chez 'homme (Gerin et al., 1997), puis chez la souris et le rat (Lin et al., 1998a). Chez
I'homme, il est localisé dans la région g23 du chromosome 11. Le géne est composé de 9
exons et code pour une protéine de 429 acides aminés, possédant un signal de rétention
dans la membrane du réticulum endoplasmique a son extrémité C-terminale (figure 9A). Sa
masse moléculaire est de 46kDa (Gerin et al., 1997). La structure prédite de cette protéine

est composée de 10 domaines transmembranaires (figure 9B) (Pan et al., 1999).
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[11.1.3 Un complexe multiprotéique

Le complexe enzymatique G6Pase est situé au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique, avec son site catalytique orienté vers la lumiere du réticulum. Plusieurs
modeles d’organisation structurale ont été proposés et ont longtemps été des sujets de
controverse (Arion et al., 1975; Mithieux, 1997).

L'identification des ADNc de la G6PC et de la G6PT (dans les années 1990) a permis
de proposer un modeéle protéique impliquant uniquement ces 2 sous-unités (Gerin et al.,
1997; Shelly et al., 1993). Une mutation dans l'une de ces 2 sous-unités permet d’expliquer
les différents types de glycogénoses de type 1 décrits (voir paragraphe IV.2 et IV.3).

De plus, I'étude du transport microsomal de G6P dans le foie et les reins des souris
déficientes pour la G6PC a montré que ce transport était trés réduit en absence d’activité
catalytique G6Pase. Ceci démontre que les activités de transport du G6P et I’hydrolyse du

G6P requiérent une coopération trés étroite entre les deux sous-unités (Lei et al., 1996).

II1.2 Expression tissulaire

Alors que I'expression de la sous-unité G6PT est ubiquitaire, celle de la sous-unité
catalytique G6PC est tissu-spécifique (Figure 10A) (van Schaftingen and Gerin, 2002).
L’ARNm de la G6PC est présent uniquement dans les trois tissus néoglucogéniques : le foie,
les reins et 'intestin gréle (Minassian et al., 1996; Portha et al., 2001; Rajas et al., 1999). Il
existe un gradient d’expression dans l'intestin depuis le duodénum jusqu’au jéjunum chez le
rat et du duodénum a l'iléon chez I'homme (Rajas et al., 1999). De plus, une étude par
immunohistochimie du laboratoire a permis de préciser la localisation cellulaire de la
G6Pase. Confirmant leurs réles néoglucogéniques, la G6Pase est co-exprimée avec la PEPCK-
c dans les cellules du parenchyme hépatique (notamment dans les hépatocytes périportaux),
dans les tubules proximaux du cortex rénal et le sommet des villosités intestinales (Figure
10B). Cependant, la G6Pase est également exprimée dans les canaux biliaires intra-
hépatiques, les cryptes des villosités intestinales, I'épithélium urinaire des tubules
collecteurs et les calices rénaux (Rajas et al., 2007). Dans ces sites, notre équipe a proposé
qgue la G6Pase pourrait étre impliquée dans le transport transépithelial du glucose. En effet,
une voie alternative d’absorption du glucose impliquant la G6Pase a été suggérée dans un

modele de souris invalidées pour le transporteur de glucose GLUT2 (Stumpel et al., 2001).
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I11.3 La famille de génes G6PC

Des études ont également rapportées de faibles activités G6Pase présentes dans le
muscle, le cerveau et les flots pancréatiques (Forsyth et al., 1993; Gamberucci et al., 1996;
Khan et al., 1995). Cependant, les propriétés cinétiques de I'enzyme responsable de cette
activité sont différentes de celles du foie et résultent de |'expression de protéines
apparentes a la G6PC1. Ces nouveaux genes présentent une homologie de 58,8% et 55%
avec le gene G6pc et codent pour l'Islet-specific G6Pase related protein (IGRP) et

I’'Ubiquitously expressed G6Pase catalytic subunit related protein (UGRP).

111.3.1 IGRP ou G6PC2

L'isoforme IGRP/G6PC2 a été identifiée par homologie avec la G6Pase a partir d’'une
banque d’ADN issue d’un insulinome de souris (Arden et al., 1999). Cette protéine présente
50% d’homologie de séquence avec la G6PC et est exprimée uniquement dans les il6ts
pancréatiques (figure 11). Cependant, aucune activité phosphatase n’a pu étre mise en
évidence par surexpression de la protéine (Arden et al., 1999; Martin et al., 2001). Ainsi, la
G6PC2 ne participe pas, de facon significative, a la PEG.

Le géne G6pc2 a été impliqué dans la physiopathologie du diabéte de type 1 et est une cible
importante de I'auto-immunité chez les souris comme chez ’lhomme (Jarchum et al., 2008;
Takaki et al., 2006). De nombreuses études ont également reliées des polymorphismes du
géne G6pc2 a des variations de la glycémie a jeun chez 'homme (Bouatia-Naji et al., 2008;
Tam et al., 2010). Néanmoins, son réle exact dans le métabolisme glucidique reste a étre

déterminé.

111.3.2 UGRP ou G6PC3

La protéine UGRP/G6PC3 est homologue a 36% avec la G6PC (figure 11) (Martin et
al., 2002; Shieh et al., 2003). Son expression est ubiquitaire avec une expression maximale
dans les muscles squelettiques (Martin et al., 2002). De la méme maniére que pour la
G6PC2, I'activité phosphohydrolase de la G6PC3 n’est pas détectée ou est trés faible par
rapport a celle de la G6Pase (Martin et al., 2002; Shieh et al., 2003). La génération d’un
modele de souris invalidées pour le géne de la G6pc3 a confirmé I'absence de la participation
de la G6PC3 a la PEG, puisque les souris G6pc3'/' sont normoglycémiques (Cheung et al.,

2007; Wang et al., 2006). Cependant, ces souris présentent une neutropénie associée a un
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dysfonctionnement des neutrophiles, symptémes également retrouvée dans la glycogénose
de type 1b (voir paragraphe 1V.4.5) (Cheung et al., 2007). En accord avec ce résultat, des
mutations dans le géne G6pc3 ont été rapportées dans les cas de syndrome congénital de
neutropénie (Boztug et al., 2009; McDermott et al., 2010). Il a été proposé que le complexe
G6PC3-G6PT puisse étre impliqué dans le recyclage du glucose du réticulum endoplasmique
vers le cytoplasme dans les neutrophiles. Ce recyclage serait nécessaire au maintien de
I"'hnoméostasie énergétique de ces cellules et a leur bon fonctionnement (Jun et al., 2010).

Toutefois, la fonction de la G6PC3 reste a étre déterminée dans les autres tissus.

IV. La glycogénose de type 1

IV.1 Les différents types de glycogénoses

Les glycogénoses (Glycogen Storage Disease- GSD) sont des maladies métaboliques

héréditaires rares liées a un défaut dans le métabolisme du glycogene, qui résulte en un
stockage anormal de glycogéne. Il existe 9 formes principales de GSD affectant les enzymes
impliquées dans la synthése ou la dégradation du glycogene (Figure 12) (Ozen, 2007). Les
symptoémes sont majoritairement hépatiques et/ou musculaires. Le nombre de naissances
concernées par une glycogénose est d’environ 1 pour 20000 a 25000.
Les formes musculaires de GSD sont caractérisées par un manque d’approvisionnement en
glucose aux muscles, nuisant a leur bon fonctionnement au cours d’un effort. L’accumulation
de glycogéne au sein des myocytes et des cardiomyocytes peut également entrainer le
développement de myopathies et de cardiopathies. Elles rassemblent :

- la maladie de Pompe ou GSD 2. Elle résulte d’'une déficience en maltase acide (ou
alpha-1,4- glucosidase) qui permet la dégradation du glycogéne au sein des lysosomes. La
GSD 2 est également classée comme maladie de surcharge lysosomale. C’est la forme
musculaire la plus sévére présentant plusieurs formes (infantile ou adulte).

- la maladie de McArdle ou GSD 5 liée a un déficit en phosphorylase musculaire.

- la maladie de Tarui ou GSD 7 causée par une déficience en phosphofructokinase

musculaire.
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Les formes hépatiques sont généralement associées a une hypoglycémie puisque les stocks
de glycogéne hépatique ne peuvent pas étre mobilisés pour produire du glucose. En
s’accumulant le glycogéne entraine le développement d’une hépatomégalie (Wolfsdorf and
Weinstein, 2003). Ces formes hépatiques rassemblent :

- la maladie de Von Gierke ou GSD 1 du a un déficit en G6Pase. C'est la forme
hépatique la plus fréquente avec 80% GSD de type 1a et 20% GSD de type 1b. Des atteintes
rénale et intestinale sont également retrouvées dans ce type de glycogénose, en raison de
I’expression de la G6Pase au niveau du rein et de l'intestin.

- la maladie de Cori ou GSD 3 liée a un déficit en enzyme débranchante. Dans 80% des
cas, une atteinte musculaire existe également.

- la maladie d’Anderson ou GSD 4 due a un déficit de I'enzyme branchante. Il en
résulte 'accumulation d’un glycogéne anormal, nocif pour les cellules. La GSD 4 est associée
au développement d’une cirrhose hépatique dés I'dge de 18 mois. La forme classique est
hépatique mais la déficience peut également étre détectée au niveau musculaire dans
certains cas avec une myopathie associée ou non a une cardiomyopathie.

- la maladie de Hers ou GSD 6 liée a un déficit de la phosphorylase hépatique. Cette
glycogénose reste cependant bénigne, avec une rémission des symptomes lorsque I'enfant
grandit.

- La GSD de type 9 lié a une déficience en phosphorylase kinase, systeme permettant
I'activation de la glycogéne phosphorylase. La phosphorylase kinase est constituée de 4
sous-unités impliquant plusieurs génes. Les 4 principales formes affectent soit le foie, soit les
muscles ou le cceur, soit le foie et les muscles.

- La GSD de type 0 par déficit en glycogene synthase. Les réserves glycogéniques ne
peuvent pas se constituer. Cette déficience a été classée comme GSD car I'hypoglycémie a
jeun est le symptome principal.

Les types les plus fréquents sont représentés par le type 1 (24,6%), le type 2 (15,3%), le type
3(24,2%) et le type 6 (30%) (figure 13).

IV.2 Découverte de la glycogénose de type 1

Le premier cas de GSD1 fut décrit par Edgar Von Gierke en 1929 sous le terme
d’ « hépatonéphromégalie glycogénique ». En 1949, Christian de Duve démontre |'existence

d’une activité glucose-6 phosphatase spécifique au niveau du foie et qu’elle est liée au
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réticulum endoplasmique. C'est en 1952 que les époux Cori relient I'absence d’activité
G6Pase et les GSD de type 1 (Cori and Cori, 1952). En 1978, Tada et coll. proposent qu’un
défaut dans le transport microsomal de G6P existe chez certains patients GSD 1. La GSD 1 est
alors divisée en deux sous-types : le type 1a d{ au défaut d’activité G6Pase et le type 1b di
au défaut de transport microsomal du G6P. En effet, ils rapportent le cas d’'une patiente
présentant une activité G6Pase faible dans les microsomes intacts, mais cette activité est
normale dans les microsomes désintégrés apres congélation. A I'opposé, deux patients
diagnostiqués GSD 1a présentent une absence totale d’activité dans les deux conditions
(figure 14) (Igarashi et al., 1979; Narisawa et al., 1978).

Les GSD de type 1 sont transmises selon le mode autosomique récessif, leur fréquence est
faible et touche 1/100 000 naissances.

Le clonage des génes G6pc et Slc37a4 a permis de confirmer au niveau génique ces deux
formes de GSD de type 1 (Gerin et al., 1997; Lei et al., 1993; Shelly et al., 1993). D’autres
sous-types ont également été proposés : le type 1c lié a un défaut dans le transport de Pi
(Translocase T2) et le type 1d lié a un défaut dans le transport du glucose (Translocase T3).
Cependant, apres clonage du géne SIc37a4, tous les cas de GSD 1c s’explique aussi par une
mutation du géne SIc37a4 (Gerin et al., 1997; Lei et al., 1993; Shelly et al., 1993; Veiga-da-
Cunha et al., 1998; Veiga-da-Cunha et al., 1999). Récemment, une étude a démontré que le
transporteur de G6P, la G6PT, permettait aussi bien le transport du G6P du cytoplasme vers
la lumiére du réticulum que le transport du Pi du réticulum vers le cytoplasme. Ceci confirme
que les patients GSD 1b et 1c sont déficients pour le méme gene Sic37a4 (Chen et al., 2008).
L’existence du sous-type GSD 1d n’a jamais été démontrée et reste a prouver sur le plan
moléculaire.

Il existe encore aujourd’hui quelques rares cas ne présentant aucune mutation sur les
geénes Gépc et Slc37a4. Une étude récente réalisée a I'aide de souris transgéniques a montré
qgue linvalidation du coactivateur SRC-2 résulte en un phénotype de GSD 1 (Chopra et al.,
2008). En I'absence de SRC-2, 'activité G6Pase est diminuée de 60% au niveau hépatique et
I’expression de la G6pc rénale est diminuée de moitié. Il en résulte une accumulation de
glycogene et de triglycérides (TG) au niveau du foie et on retrouve une hypertriglycéridémie,
hypercholestérolémie et une hypoinsulinémie, symptémes caractéristiques de la GSD 1.

Ainsi, les quelques cas de GSD 1, ou aucune mutation n’a été retrouvée au niveau des genes
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G6pc et Slc37a4, pourront peut étre s’expliquer par des mutations dans des protéines

partenaires régulant spécifiquement I'expression de la G6Pase.

IV.3 Biologie moléculaire

Aujourd’hui, grace au clonage des genes G6pc et Slc37a4, la confirmation du type de
GSD 1 peut étre réalisée par séquencage des génes a partir d’ADN génomique des patients.
Ainsi, les biopsies hépatiques peuvent étre évitées pour confirmer le diagnostic et limiter les

techniques trop envahissantes pour les patients.

1V.3.1 Glycogénose de type 1a

Les mutations de la sous-unité catalytique G6PC, identifiées chez les patients GSD1a,
se traduisent par une déficience en activité enzymatique G6Pase totale ou partielle. A ce
jour, 84 mutations ont été identifiées sur le gene G6pc chez environ 550 patients atteints de
GSD 1a (Bruni et al., 1999; Chevalier-Porst et al., 1996; Chou and Mansfield, 2008; Lei et al.,
1995; Lei et al., 1993; Seydewitz and Matern, 2000). Ces mutations ont été classées en 3
catégories : mutations affectant soit le site catalytique, soit les hélices transmembranaires
soit les boucles cytoplasmiques ou situées dans la lumiere du réticulum endoplasmique
(figure 8B).

Les mutations touchant les résidus du site catalytique abolissent totalement I'activité
enzymatique mais n’entraine pas de déstabilisation de la protéine. Les mutations présentes
au niveau des hélices transmembranaires abolissent totalement I'activité G6Pase dans plus
de 70% des cas. Ceci est relié a une mauvaise intégrité structurale de la protéine. Enfin, les
mutations touchant les boucles entrainent la conservation d’une activité G6Pase résiduelle
dans plus de 50% des cas suggérant que ces boucles sont moins critiques pour la stabilité et

I'activité de la protéine (Chou and Mansfield, 2008).

1V.3.2 Glycogénose de type 1b

Les mutations de la sous-unité G6PT résultent dans un défaut de transport du G6P
vers la lumiéere du réticulum endoplasmique entrainant une perte d’activité G6Pase (lhara et
al.,, 1998; Janecke et al., 1999; Veiga-da-Cunha et al., 1998; Veiga-da-Cunha et al., 1999).
Cependant, dans des conditions détergées, in vitro, 'activité G6Pase est restaurée. A ce jour,

79 mutations ont été répertoriées sur le géne Slc37a4 des patients atteints de GSD 1b et se
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traduisent par une perte du transport du G6P vers la lumiére du réticulum endoplasmique
et, dans certains cas, une déstabilisation de la structure de la protéine (Chou et al., 2010;

Chou et al., 2002; Pan et al., 1999) (figure 9B).

IV.4 Physiopathologie des GSD 1

D’aprés une étude européenne des GSD de type 1, 'age moyen de découverte de la
maladie est de 6 mois pour les GSD 1a et de 4 mois pour les GSD 1b (Rake et al., 2002).
Les symptoémes principaux révélant les GSD de type 1 sont I’hypoglycémie survenant au
cours d’un jelne court, associée a une hyperlactacidémie et une distension abdominale liée
au développement d’'une hépatomégalie, dlie au stockage de glycogene. Associés a
I’'hypoglycémie, d’autres parametres métaboliques sont perturbés, avec en particulier une
hypertriglycéridémie, une hypercholestérolémie et une hyperuricémie.

Un test de réponse au glucagon ou a I'épinéphrine est également réalisé pour établir
le diagnostic. Aucune augmentation de glycémie n’est visible en réponse au glucagon ou a
I’épinéphrine et paralléelement, une augmentation tres forte de |'acide lactique plasmatique
est détectée (Bali and Chen, 2008).
Les patients atteints de GSD 1 présentent également un retard de croissance di a un

hypoinsulinisme chronique.

IV.4.1 Complications métaboligues

L'absence d’activité G6Pase entraine une absence de libération de glucose dans le
sang. Au niveau du foie, le blocage de la réaction d’hydrolyse du G6P en glucose se traduit
par I'activation d’autres voies métaboliques : la synthese de glycogene, la glycolyse, la voie
des pentoses phosphates et la synthése d’acides gras (figure 15). L’activation de ces voies est
responsable de [I'hypertriglycéridémie, I’hypercholestérolémie, |’hyperlactacidémie et
I’hyperuricémie retrouvées chez les patients atteints de GSD 1. L’hyperlactacidémie est la
conséquence de |'activation de la voie glycolytique d(ie a I'accumulation de G6P au sein de
I'hépatocyte. L'augmentation du lactate plasmatique peut étre responsable d’une acidose
métabolique. L’activation de la voie glycolytique entraine également une production
importante d’acétyl-CoA, qui entre dans la voie de synthese des acides gras, ensuite
estérifiés en triglycérides (TG) et dans la voie de synthese du cholestérol, conduisant ainsi a

une hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie. Le cofacteur NADPH, nécessaire a la
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synthése d’acides gras et de cholestérol, est produit par la voie des pentoses phosphates qui
permet la réduction du NADP" en NADPH.

L'hyperuricémie est due a une augmentation de la synthése d’acide urique dans le foie.
L’acide urique est produit a partir de la dégradation des bases puriques mais aussi, a partir
des stocks importants de ribose-5 phosphate produit par la voie des pentoses phosphates.

Cette hyperuricémie est responsable de crises de goutte et de lithiases rénales.

1V.4.2 Pathologie hépatique

La pathologie hépatique se manifeste initialement par le développement de
I’hépatomégalie, due a une accumulation importante de glycogéne. Les patients présentent
également une stéatose hépatique, c’est-a-dire une accumulation intra-hépatique de TG
(McAdams et al., 1974). Le développement de la stéatose peut s’expliquer par une
augmentation de la lipogenese de novo. En effet, deux études réalisées chez des patients
atteints de GSD 1 ont démontré une tres forte augmentation de la lipogenése ainsi que de la
synthése de cholestérol (Bandsma et al., 2008; Bandsma et al., 2002). Les auteurs concluent
gue cette augmentation est responsable de I'hyperlipidémie mais le degré de stéatose
hépatique n’a pas été évalué au cours de ces études. Cependant, une étude antérieure,
réalisée chez le rat, a démontré que le blocage du systéme enzymatique G6Pase par un
inhibiteur chimique de la G6PT (le S4048), conduit au développement trés rapide d’une
stéatose hépatique associée a une augmentation de la lipogenese de novo sans modification
de l'export des particules Very Low Density Liporotein (Bandsma et al., 2001). Ainsi,
I'augmentation de la lipogenese chez les patients GSD 1a peut expliquer I'hyperlipidémie et
la stéatose hépatique. De plus, I'expression de la protéine Fatty Acid Synthase (Fas), enzyme
clé de la lipogenese, est augmentée d’environ cing fois chez les souris GSD 1a (Sun et al.,
2009). Les genes codant les enzymes de la lipogenése Acétyl-CoA-carboxylase (Acc) et Fas
sont régulés par de nombreux facteurs de transcription tels que LXRa (Liver X Receptor a),
SREBP-1c (Sterol regulatory element binding protein 1c) ou ChREBP (Carbohydrate
responsive element binding protein) (Postic and Girard, 2008). Seuls les deux facteurs LXRa
et ChREBP peuvent étre activés par le G6P (Dentin et al., 2005; Mitro et al., 2007). Pour
étudier leur réle dans l'induction de la lipogenése des foies GSD 1a, des souris invalidées soit
pour LXRa, soit pour ChREBP ont été traitées avec I'inhibiteur pharmacologique de la G6PT

(Grefhorst et al., 2010). En réponse a I'administration de S4048, qui reproduit la pathologie
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hépatique GSD1, la lipogenése est induite uniquement chez les souris LXROL'/', mais pas chez
les souris ChREBP”". Ces résultats démontrent que l'induction des genes Fas et Acc dans les

foies GSD 1a est dépendante de ChREBP (Grefhorst et al., 2010).

Le risque principal de complication hépatique est la survenue d’adénomes
hépatocellulaires (HCA). D’aprés I'étude européenne sur les GSD 1, I'dge moyen de
découverte de HCA est de 15 ans et pres de 70% a 80% des patients agés de 25 ans environ
présentent au moins un adénome (Rake et al., 2002; Reddy et al., 2007; Talente et al., 1994).
De plus, dans 50% des cas, une progression est visible par augmentation de la taille ou du
nombre de ces HCA (Rake et al., 2002). La progression des HCA peut aussi étre observée chez
les patients ayant subi une premiére résection antérieure de ces tumeurs (Reddy et al.,
2007).

En grossissant, les HCA présentent des risques d’hémorragie intra-tumorale, de compression
des structures voisines mais surtout, ces tumeurs peuvent se transformer, dans de rares cas,
en hépatocarcinomes. Quelques publications rapportent les cas de détection
d’hépatocarcinomes se développant a partir des HCA chez les patients GSD 1 (Cassiman et
al., 2010; Conti and Kemeny, 1992; Franco et al.,, 2005; Limmer et al., 1988; Reddy et al.,
2007).

La pathophysiologie de ces HCA est encore mal connue. Il a été suggéré qu’'un mauvais
contréle métabolique pourrait étre responsable de la survenue des HCA. En effet, une étude
réalisée chez 9 patients atteints de GSD 1a a démontré qu’une thérapie diététique
prévenant les hypoglycémies a permis la disparition des HCA chez 2 patients et une
régression chez un troisieme patient (Parker et al., 1981). Cependant, des études plus
récentes ont montré que ce contréle métabolique ne prévenait pas le développement et/ou
la progression des HCA chez les patients GSD 1a (Di Rocco et al., 2008; Rake et al., 2002;
Reddy et al., 2007). Plusieurs hypothéses ont été avancées pour déterminer les causes
d’apparition des HCA dans la GSD 1, mais a ce jour, aucune n’a été prouvée (Bianchi, 1993;

Lee, 2002; Ockner et al., 1993; Ozen, 2007).

Une classification des HCA a été établie grace aux études francaises de Jessica
Zucman-Rossi et Paulette Bioulac-Sage portant sur un grand nombre d’"HCA, notamment des

HCA issus de patientes sous contraception orale. Cette classification repose sur la corrélation
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entre le phénotype et le génotype des HCA. Ainsi, 4 groupes d’"HCA ont pu étre définis
(Bioulac-Sage et al., 2010).

Le premier groupe est représenté par des HCA présentant des mutations inactivatrices dans
le géne codant le facteur de transcription hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNFla). Les
mutations de HNF1lo sont retrouvées dans 35 a 40% des HCA. Ces mutations ont permis
d’identifier HNF1la comme un gene suppresseur de tumeurs impliqué dans la tumorigenese
du foie. Au niveau histologique, les HCA présentant ce type de mutations sont généralement
caractérisés par une stéatose, sans anomalies cytologiques et sans infiltrations
inflammatoires. Par des études immunohistochimiques, il a été montré que cette
inactivation d’HNF1la est associée a une perte d’expression de la protéine LFABP (Liver Fatty
Acid Binding Protein), dont le géne est régulé positivement par HNFla (Bioulac-Sage et al.,
2007b).

Le second groupe est caractérisé par des mutations activatrices du gene [-caténine. Ce
groupe représente 10 a 15% des HCA et est plus fréquemment associé avec le risque de
développer un carcinome hépatocellulaire (HCC) (Zucman-Rossi et al., 2006). Ces HCA
présentent des anomalies cytologiques et des formations pseudo-glandulaires dans 70% des
cas (Zucman-Rossi et al., 2006). La glutamine synthétase, géne cible de la B-caténine est
également retrouvée augmentée, au niveau des ARNm et protéique, dans les HCA mutés
pour la B-caténine (Bioulac-Sage et al., 2007b).

Le troisieme groupe est représenté par les HCA inflammatoires. Il représente environ 50%
des HCA et est associé a un contexte d’obésité et a la consommation d’alcool. lls sont
caractérisés par des infiltrats inflammatoires, une dilatation sinusoidale et des vaisseaux
artériels a paroi épaisse (Zucman-Rossi et al., 2006). Il regroupe également les tumeurs
classées auparavant comme « hyperplasies nodulaires focales télangiectasiques ». Ces HCA
expriment les protéines de la phase aigué de I'inflammation, notamment la serum amyloide
A (SAA) et la C-réactive protéine (CRP) au niveau ARNm et protéique (Bioulac-Sage et al.,
2007b). Une étude récente a démontré que les HCA inflammatoires présentent une
induction constitutive de la voie de signalisation de l'interleukine 6, se traduisant par une
augmentation de STAT3 (signal transducer and activator transcription 3) au niveau ARNm et
protéique, associée a une induction de SAA et CRP. Cette induction de la voie de I'lL6 résulte

de mutations gain de fonction de la protéine gp130 codant un co-récepteur de I'IL6. Ainsi, la
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protéine gp130 est activée de facon constitutionnelle sans liaison de I'lL6 a son récepteur.
Cependant, ce type de mutation n’est retrouvé que dans 60% des cas d’HCA inflammatoires
alors que la majorité des tumeurs surexprime la protéine gp130. Le mécanisme d’activation
de la protéine STAT3 dans les cas d’"HCA inflammatoires non mutés pour gp130 reste a étre
défini (Rebouissou et al.,, 2009). De plus, environ 10% des HCA inflammatoires sont
également mutés pour la 3-caténine et présentent des risques d’évolution en HCC (Bioulac-
Sage et al., 2010; Bioulac-Sage et al., 2007a; Rebouissou et al., 2008).

Le dernier groupe est caractérisé par |'absence des marqueurs précédents. |l représente
moins de 5-10% des cas. Les HCA n’ont pas de mutation au niveau des genes HNFla et -

caténine et n’expriment pas les protéines de I'inflammation.

Parmi ces études, un tres faible nombre d’HCA issus de patients atteints de GSD 1a a
pu étre analysé. Parmi ces HCA, 2 étaient non mutés et non inflammatoires, 2 étaient mutés
pour la B-caténine et le dernier patient présentait un HCC associé a de nombreux HCA mutés
pour la P-caténine (Bioulac-Sage et al., 2009; Zucman-Rossi et al., 2006). Au niveau
chromosomique, une étude américaine portant sur 10 patients GSD 1a a montré que dans
60% des cas, des aberrations chromosomiques sont retrouvées au niveau des HCA. Ceci est
représentatif des altérations chromosomiques pouvant étre retrouvées dans les HCA issus
de la population générale (Kishnani et al., 2009). Parmi ces aberrations chromosomiques,
30% sont représentées par un gain de chromosome 6p associé a une perte de chromosome
6g, simultanément. Ces altérations au niveau du chromosome 6 n’ont d’ailleurs été
retrouvées que dans les HCA provenant de patients GSD 1, suggérant que ces altérations
pourraient étre un événement précoce dans la tumorigenése chez ces patients (Kishnani et
al.,, 2009). Dans cette méme étude, un HCA a également été retrouvé muté au niveau du

gene codant la B-caténine (Kishnani et al., 2009).

1V.4.3 Pathologie rénale

La néphromégalie (augmentation de 10 a 20% de la taille des reins), liée a un
stockage excessif de glycogéne au niveau rénal, était inclus dans la description initiale de la
glycogénose par Von Gierke. Cependant, ce n’est qu’a la fin des années 1980 que la
pathologie rénale a été considérée comme une complication majeure de la maladie (Chen et
al., 1988). Au niveau histologique, les biopsies rénales de patients GSD 1a révelent une
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glomérulosclérose segmentaire focale et une fibrose interstitielle (Chen, 1991). Ces lésions
de type glomérulosclérose sont également retrouvées dans les reins des chiens atteints de
GSD 1a (Kishnani et al., 2001). Le premier signe de l'apparition de I'atteinte rénale est
I’hyperfiltration glomérulaire silencieuse qui, au cours des années, se transforme en une
microalbuminurie puis protéinurie (Moses, 2002; Ozen, 2007). D’apres I'étude européenne
des GSD 1, plus de 50% des patients agés de 25 ans développent une protéinurie et le reste
des patients présentent une microalbuminurie (Rake et al., 2002). Une méme proportion se
retrouve dans la population américaine : 67% des adultes atteints de GSD 1 présentent une
protéinurie ou une microalbuminurie (Talente et al., 1994). L'hyperfiltration glomérulaire
serait un facteur critique dans le développement de la glomérulosclérose (Chen, 1991). Cette
détérioration peut conduire a une insuffisance rénale nécessitant une transplantation. Les
patients présentent également un dysfonctionnement au niveau des tubules rénaux qui
résulte en une acidose tubulaire distale (Restaino et al., 1993; Weinstein et al., 2001).

Les patients présentent une forte incidence de néphrocalcinoses et de lithiases rénales. Ces
symptoémes sont liés a une hypercalciurie associée a une hypocitraturie. En effet, le citrate
urinaire est un chélateur du calcium libre évitant la formation de calculs rénaux (Weinstein
et al.,, 2001). L’hyperuricémie est aussi un facteur conduisant au développement de
calcifications rénales. L’étude européenne rapporte que 14% des patients développent des
complications liées a I’hyperuricémie et notamment les calcifications rénales et les calculs
rénaux. D’aprés une étude américaine sur les glycogénoses, des calcifications rénales sont
retrouvées dans 65% des patients GSD 1a (Talente et al., 1994).

Une conséquence de la progression de la pathologie rénale est I'apparition d’une
hypertension, retrouvée dans 7% des cas dans I'étude européenne (Rake et al., 2002).

Les mécanismes d’apparition de la pathologie rénale sont encore mal connus. Des
études réalisées dans le modéle murin de GSD 1a ont permis de mettre en évidence les réles
du systeme angiotensine et de la voie du « transforming growth factor 1 » (TGF-B1) dans le
développement de la fibrose interstitielle au niveau du rein (Yiu et al., 2008). L’angiotensine
Il est connue pour agir comme facteur pro-fibrogénique (Mezzano et al., 2001; Wolf, 2006).
Le précurseur de I'angiotensine Il, c’est-a-dire I'angiotensinogéne et son récepteur AT1, ont
une expression protéique augmentée au niveau du rein chez les souris g6pc'/'. En paralléle,
I'expression de la cytokine TGF-B1 est également augmentée dans le rein. Il en résulte une

augmentation de la synthese des protéines de la matrice extra-cellulaire telle que la
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fibronectine et les collagénes qui se déposent au niveau du cortex rénal responsable de la
fibrose (Yiu et al., 2008). Ainsi, le systtme angiotensine peut expliquer une partie de la
néphropathie des GSD 1a. Une seconde étude a montré que le stress oxydatif pourrait
également étre un facteur intervenant dans la néphropathie. Les souris g6pc'/' ont une
augmentation de I'expression des NADPH oxidases et une diminution de I'expression des
enzymes antioxydantes, superoxide dismutase et catalase, entrainant donc une
augmentation de la production des especes réactives de I'oxygéne (ROS). Un traitement avec
un antioxydant (mimétique de la superoxide dismutase) permet I'amélioration de la
pathologie rénale avec une apparition retardée de la fibrose (Yiu et al., 2010b).

Ces résultats démontrent que plusieurs mécanismes sont probablement en cause dans le
développement de la pathologie rénale et notamment l'augmentation du systéme

angiotensine II/ TGF-B1 et le stress oxydant.

1V.4.4 Pathologie intestinale

Actuellement, la pathologie intestinale est trés mal connue et sous-estimée. Des
études des années 1960-1970 rapportent des cas de patients présentant des problemes
intestinaux, notamment des épisodes de diarrhées (Fine et al., 1969; Milla et al., 1978). Il a
également été rapporté que les stocks de glycogene sont augmentés dans la partie jéjunale
des patients (Field et al., 1965). Cependant, ce n’est que depuis une dizaine d’année que la
preuve moléculaire de la présence de la G6Pase dans l'intestin (ARNm) a été apportée par
notre équipe, aussi bien chez le rat que chez ’lhomme (Rajas et al., 1999) (Figure 10A).
L’étude européenne rapporte que 35% des patients GSD 1a et 55% des GSD 1b souffrent de
diarrhées (Rake et al., 2002). Les mécanismes physiopathologiques conduisant a I'apparition
des diarrhées sont encore inconnus dans les cas de GSD 1a et ne sont pas liés a un probléeme
de malabsorption ou de barriére de la muqueuse intestinale (Visser et al., 2002b).

Trés souvent, la pathologie intestinale est plus visible chez les patients GSD 1b souffrant
également de neutropénie. Ces patients présentent une augmentation de I'excrétion fécale
d’al-antitrypsine révélant une mauvaise intégrité de la muqueuse intestinale, associée a
une inflammation au niveau du colon (Ozen, 2007; Visser et al., 2002b). Une étude a montré
que les patients atteints de GSD 1b souffrent de maladies inflammatoires de l'intestin
ressemblant a la maladie de Crohn mais touchant tout le tractus gastro-intestinal (Visser et

al., 2000).
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D’autres pathologies peuvent étre diagnostiquées chez les patients atteints de GSD | telles
que des anémies ou des problemes de minéralisation osseuse. Elles sont plus une
conséquence des problémes métaboliques engendrés par le déficit en G6Pase que le déficit

lui-méme et ne seront pas décrites (Moses, 2002; Ozen, 2007).

IV.4.5 Pathologies associées spécifiquement aux GSD 1b

Le gene Sic327a4 est exprimé de fagon ubiquitaire et cette protéine aurait un réle

important dans I'activité des neutrophiles. En effet, les patients atteints de GSD Ib
présentent, en plus des symptomes décrits précédemment, des infections récurrentes, des
neutropénies et un dysfonctionnement des neutrophiles (Beaudet et al., 1980). De plus, les
patients souffrent de maladies intestinales inflammatoires (Ozen, 2007). Les
dysfonctionnements des neutrophiles sont caractérisés par des défauts de production de
ROS, un défaut d’explosion respiratoire au sein des phagosomes (reflété par I'activité NADPH
oxidase) et des défauts de migration des neutrophiles (chimiotaxie) (Beaudet et al., 1980;
Kuijpers et al., 2003). Une étude portant sur des patients GSD 1b a montré une
augmentation de I'apoptose des neutrophiles. L’apoptose serait dlie a une augmentation de
I'activité caspase et a la translocation de la protéine Bax, protéine pro-apoptotique, dans la
mitochondrie (Kuijpers et al., 2003). Ces résultats ont été retrouvés chez des souris
invalidées pour le géne Slc37a4. Chez ces souris, les neutrophiles développent un stress du
réticulum endoplasmique, caractérisé par une augmentation des protéines chaperonnes
GPR78 et GPR170 et une augmentation de 'apoptose, révélée par une augmentation des
neutrophiles positifs pour I'annexin V (marqueurs des cellules apoptotiques) (Kim et al.,
2008). Or, il a été montré que le stress du réticulum endoplasmique pouvait induire la mort
cellulaire par apoptose via I'accumulation de ROS (Haynes et al., 2004). Ainsi, la neutropénie
est due a une apoptose des neutrophiles, consécutive a un stress du réticulum
endoplasmique et un stress oxydant (Chou et al., 2010; Kim et al., 2008).
Les souris G6pc3” présentent également une neutropénie causée par une apoptose des
neutrophiles similaire a celle observée chez les souris GGpt'/'. Ces données suggerent que
I'apoptose des neutrophiles proviendrait d’un défaut de production de glucose au sein du
réticulum endoplasmique des neutrophiles par le complexe G6PC3-G6PT (Chou et al., 2010;
Jun et al., 2010).
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IV.5 Traitements actuels

IV.5.1 Traitement diététique

Les mesures diététiques appliquées aujourd’hui ont débuté au début des années
1980. Avant cette date, aucun traitement n’existait pour les patients GSD 1 et ces patients
avaient une espérance de vie inférieure a 20 ans, en raison des complications hépatiques et
rénales et des hypoglycémies séveres.

Aujourd’hui, la base du traitement est diététique afin d’éviter les hypoglycémies et
de supprimer les désordres métaboliques secondaires associés, notamment ['acidose
lactique. Afin de maintenir la glycémie, les patients atteints de GSD 1 bénéficient de repas
fréquents, riches en sucres lents (toutes les 3 a 4 heures chez I'enfant), d’administration de
Maizena® crue et de nutrition entérale & débit continu nocturne.

En 1976, la nutrition entérale a débit continu est la premiére mesure diététique a étre mise
en place afin de maintenir une normoglycémie tout au long de la nuit et supprimer la
production de lactate (Greene et al., 1976). Le débit d’infusion des polymeres de glucose a
été déterminé en fonction des taux normaux de production endogéne de glucose de patients
sains et les recommandations varient de 7 a 9 mg/kg/min chez les enfants de moins de 6
ans, 5 a 6 mg/kg/min pour les adolescents et 3 a 4 mg/kg/min pour les adultes.

Dans les années 1980, I'utilisation de Maizena® crue en complément des repas fréquents a
été mise en place durant la journée et la nuit (Chen et al., 1984). Cette farine de mais est
digérée par I'amylase pancréatique et permet une libération lente de glucose. Cependant, il
est recommandé de ne pas introduire la Maizena avant I’dge de un an car 'activité amylase
peut encore étre immature (Hayde and Widhalm, 1990; Rake et al., 2002). D’apres I"étude
européenne sur les GSD 1, 70% des patients utilisent la Maizena® en complément de leur
repas (Rake et al.,, 2002). En I'absence de nutrition entérale, la Maizena® crue peut
également étre utilisée la nuit mais nécessite plusieurs prises nocturne, notamment chez les
enfants afin d’éviter les hypoglycémies. D’aprés cette méme étude, un nombre équivalent
de patients utilisent la nutrition entérale et la Maizena® crue, comme mesure diététique
nocturne (Rake et al., 2002).

Les aliments contenant du lactose, du fructose et du galactose doivent étre évités car ils sont
convertis au niveau du foie en glycogene et lactate et contribuent au développement de

I'hépatomégalie et de I'acidose lactique (Heller et al., 2008).
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Ces mesures diététiques permettent un meilleur contréle métabolique mais l'utilisation de
médicaments peut étre nécessaire notamment pour lutter contre |’hyperuricémie et
I"hypertriglycéridémie (Heller et al., 2008).

Le retard de croissance, les paramétres métaboliques plasmatiques, I’"hépatomégalie,
et la pathologie rénale peuvent étre controlés grace aux traitements nutritionnels mais les
complications a long-terme hépatique et rénale finissent par apparaitre avec le
vieillissement des patients. Récemment, la description d’un patient, se présentant pour des
douleurs abdominales, a révélé la présence de multiples HCA et un HCC mutés pour la -
caténine (Cassiman et al., 2010). L’hépatomégalie, I'analyse histologique du foie non tumoral
et les épisodes hypoglycémiques durant son enfance ont permis de suspecter une
glycogénose. Ce patient, agé de 42 ans, était atteint de GSD 1a mais avec un phénotype peu
marqué sans hypoglycémie. Ainsi, ce patient n’a jamais suivi de traitement nutritionnel et
malgré I'absence d’hypoglycémie et de perturbations des paramétres plasmatiques, des HCA
et une transformation en HCC se sont développés chez ce patient (Cassiman et al., 2010). De
la méme facon, des souris g6pt'/' traitées, par thérapie génique, avec un adeno associated
virus (AAV) contenant ’ADNc de la G6PT humaine, permet de corriger I’hypoglycémie et les
parameétres métaboliques mais ne prévient pas la survenue d’"HCA et méme d’un HCC chez

ces souris (Yiu et al., 2009).

IV.5.2 Traitement spécifique des GSD 1b

L'utilisation de Granulocyte colony-stimulating factor est nécessaire chez les patients
atteints de GSD 1b pour lutter contre la neutropénie et les infections (Heller et al., 2008;

Visser et al., 2002a).

1V.5.3 Transplantations hépatiques et rénales

Malgré I'amélioration des parameétres métaboliques des patients grace aux mesures
diététiques, les complications hépatiques et rénales se développent a long-terme. La
transplantation hépatique est donc proposée aux patients présentant de multiples
adénomes hépatiques, non résecables et avec un risque de transformation en carcinomes.
Elle peut aussi étre proposée aux patients ne répondant pas au traitement nutritionnel et
aux patients avec des retards de croissance importants (Labrune, 2002; Matern et al., 1999).

La transplantation hépatique va corriger le défaut enzymatique au niveau du foie et
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permettre la correction des paramétres métaboliques et la qualité de vie des patients.
Cependant, elle présente une mortalité et une morbidité non négligeable (Labrune, 2002).

En cas d’insuffisance rénale isolée, la transplantation rénale peut étre indiquée (Chen, 1991;
Labrune, 2002). Cependant, cette opération ne corrige pas |I’"hypoglycémie (Labrune, 2002).
La transplantation hépatique peut étre associée a une transplantation rénale si la fonction

rénale est déja fortement dégradée (Belingheri et al., 2007; Labrune, 2002).

IV.6 Modeles animaux de GSD 1

Deux modeles animaux de GSD 1la ont été développés dans le but de mieux
comprendre les mécanismes physiopathologiques de cette maladie. Ces modeéles ont été

aussi utilisés pour tester |'efficacité et I'innocuité de thérapies géniques.

1V.6.1 Le modeéle murin de GSD 1a

Le premier modele animal de GSD 1la est un modeéle murin, développé en 1996 par
transgenese. La construction utilisée cible I'exon 3 du géne G6pc, qui a été remplacé par une
cassette néomycine. Les souris invalidées pour le géne Gé6pc (G6pc'/') développent un
phénotype de GSD 1a, a l'exception de l'acidose lactique, avec une activité G6Pase
hépatique et rénale indétectable (Lei et al., 1996). Au niveau hépatique, I'accumulation de
lipides et de glycogene est responsable de I'architecture anormale du foie, par compression
des sinusoides, et de I’hépatomégalie. Au niveau rénal, on retrouve une tres forte
accumulation de glycogeéne dans les cellules épithéliales des tubules proximaux, responsable
de leur dilatation, des glomérules atrophiés ainsi qu’une fibrose interstitielle. Le phénotype
est beaucoup plus critique chez ces souris que chez 'homme, puisqu’elles meurent tres
rapidement apres le sevrage. A I'age de 5 semaines, moins de 12% des souris GSD 1a
survivent (Lei et al., 1996). Afin de maintenir ces souris en vie, une thérapie est administrée
aux souris GSD 1a, par injection intra-péritonéale de glucose toutes les 6-8 heures. Ceci
permet un taux de survie de 56% a 42 jours. Cependant, malgré ce traitement, toutes les
souris meurent assez rapidement puisque seulement deux souris ont survécu jusqu’a 70
jours (Zingone et al., 2000). Une étude récente a cependant démontré que ces souris G6pc'/'
pouvaient survivre au-dela du sevrage et jusqu’a l'dge de 6 mois, uniquement en
complémentant leur alimentation avec du glucose (Salganik et al., 2009). Dans cette étude,

des I'dge de 14 jours, les souris ont accés a une nourriture standard et une nourriture

34



supplémentaire, riche en calorie : le Nutra-gel® (52% de I’énergie est apportée sous forme
de glucides). Aprés le sevrage, elles recoivent, en supplément, du glucose dans I'eau de
boisson (5%). Les souris présentant une hypoglycémie inférieure a 70mg/dL regoivent une
injection sous-cutanée de glucose. Grace a ces soins, le taux de survie au moment du
sevrage est de 60%. Les souris ayant survécu a cette période sont capables de normaliser de
nombreux parametres caractéristiques de la maladie, notamment le retard de croissance et
les paramétres plasmatiques. La glycémie est également corrigée (70-200 mg/dL) avec
uniguement des hypoglycémies transitoires. Cependant, la pathologie au niveau hépatique
et rénal n’est pas améliorée suggérant la possibilité de I'apparition des complications a long-
terme (Salganik et al., 2009).

La disponibilité d’un modéle animal pour la GSD 1a a permis d’évaluer la faisabilité
d’un traitement par thérapie génique. Dans une premiére étude, les auteurs ont utilisé un
adénovirus recombinant contenant I’ADNc murin de la G6PC (Zingone et al., 2000).
L’administration des ces adénovirus recombinants a permis la survie de 90% des souris
jusqu’a I'age de 84 jours comparé a la mort précoce des souris non traitées. Ces souris
présentent une amélioration transitoire des parametres métaboliques et une normalisation
de leur glycémie a I'état nourri. La mesure de l'activité G6Pase au niveau hépatique a
montré que la restauration est transitoire, avec une activité maximale obtenue entre 7 et 14
jours apres l'infusion des adénovirus puis une perte rapide du transgéene (Zingone et al.,
2000). Ainsi, cette étude a démontré que la thérapie génique pourrait étre un traitement
efficace dans les cas de GSD 1a si I'expression de la protéine thérapeutique pouvait étre
maintenue.

Des le début des années 2000, les vecteurs recombinants dérivés des virus adéno-
associés (Adeno Associated Virus - AAV) ont été alors utilisés. En effet, ils sont capables de
transduire efficacement des cellules quiescentes, conduisant a une expression a long-terme
du transgene. L'utilisation des AAV de différents sérotypes permet la survie a long-terme des
souris et I'amélioration des paramétres métaboliques avec une restauration variable de
I'activité G6Pase hépatique et rénale. Une premiére étude a été réalisée a I'aide d’'un AAV2
recombinant contenant I’ADNc murin de la G6pc sous le contréle du promoteur de la -
actine de poulet associé a I'enhancer du cytomégalovirus (CMV). L’AAV2-mG6PC seul ne
permet pas de normaliser la glycémie et de prolonger la survie a cause du délai d’expression

du transgene. Cependant, la co-infusion de I’AAV2 et d’'un adénovirus recombinant permet
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une restauration d’environ 30% de |’activité G6Pase aussi bien au niveau du foie que du rein.
Cette correction est transitoire avec une diminution des activités G6Pase aprés 12 mois (Sun
et al., 2002a). L'utilisation d’'un AAV2/8 (particule mixte composé d’une partie du génome de
I’AAV2 et des protéines de capside de I’AAV8) permet la survie des souris mais ne permet
pas de corriger I'activité G6Pase rénale et ceci méme aprés une double administration du
vecteur (0,3% de l'activité G6Pase rénale basale) (Ghosh et al., 2006). Une double
administration d’'un AAV2/1 recombinant permet de maintenir une faible activité G6Pase,
aussi bien au niveau hépatique (10%) qu’au niveau rénal (6%) durant les 57 semaines de
I’étude. Ce traitement a permis 100% de survie a 57 semaines, une correction des anomalies
plasmatiques a I’état nourri mais la pathologie rénale se développe chez les souris traitées
(Ghosh et al., 2006). L’amélioration de la construction intégrée dans un AAV2/8
recombinant, exprimant ’ADNc humain de la G6PC sous le contréle de la partie proximale de
son propre promoteur a permis d’obtenir de meilleurs résultats sur le phénotype des souris
GSD 1a (Koeberl et al., 2008). Cette étude a démontré une normalisation de I'activité G6Pase
hépatique ainsi qu’une diminution de I'hépatomégalie, associée a une diminution du
glycogéne et des TG hépatiques. Les souris traitées présentent une glycémie a I'état nourri
similaire a celle des souris témoins mais une hypoglycémie sévere apparait au cours du
jelne (Koeberl et al., 2008). Récemment, une normalisation totale de la pathologie a été
obtenue au niveau de l'activité G6Pase hépatique, de I'hépatomégalie mais aussi de la
glycémie au cours du jeline aprés 6 mois de traitement (Yiu et al., 2010a). Dans cette étude,
le transgene cloné dans un AAVS8 correspond a I’ADNc de la G6PC humaine, sous le contréle
de la région promotrice compléte de la G6PC.

Un nouveau vecteur viral dérivé d’un lentivirus FIV (feline immunodeficiency virus)
non primate a été évalué pour le traitement des souris GSD 1a (Grinshpun et al., 2010).
L'avantage de ces lentivirus est l'intégration du transgéne dans le génome cellulaire,
permettant ainsi une expression a long-terme méme lors de divisions cellulaires. Une
injection unique de ce lentivecteur contenant I’ADNc humain de la G6PC, a I'age de un jour
ne permet pas de corriger la pathologie et les souris continuent a souffrir d’hypoglycémie et
d’anomalies métaboliques plasmatiques et hépatiques. Cependant, si une deuxieme
injection est réalisée a I'age de sept jours, la survie est maintenue durant les 6 mois de
I’étude. De nombreux parameétres sont améliorés et notamment les parametres

plasmatiques et l'activité G6Pase hépatique qui représente 56% de I'activité basale.
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Cependant, I'hépatomégalie est toujours présente avec une accumulation moyenne de

glycogéne et de TG (Grinshpun et al., 2010).

1V.6.2 Le modele canin de GSD 1a

En 1995, deux cas de GSD 1a ont été diagnostiqués dans une portée de chiots. Ces
chiots présentaient un retard de croissance et une mauvaise condition physique. L'analyse
de l'activité G6Pase hépatique et rénale a révélé des niveaux tres réduits d’activité dans les
deux organes, suggérant une GSD 1a (Brix et al., 1995). Le diagnostic a été confirmé apreés le
clonage du géne G6pc canin qui a révélé une mutation au niveau du nucléotide 450
entrainant, sur la séquence protéique, la substitution d’'une méthionine par une isoleucine
au codon 121 (M121l) (Kishnani et al., 1997). Un modele canin de GSD 1a a été généré par
croisement entre des beagles et des maltais porteurs de cette mutation. Les chiots atteints
de GSD 1la présentent toutes les caractéristiques de la pathologie humaine (Kishnani et al.,
2001). Sans traitement, les chiots meurent a la naissance et malgré un traitement
nutritionnel, les chiots meurent avant I’'dge de six mois (Kishnani et al., 2001; Koeberl et al.,
2007; Weinstein et al., 2010). Lorsque ces chiots sont traités, a I’age de 3 jours, par thérapie
génique en utilisant le méme vecteur AAV2/8 que chez la souris, contenant ’ADNc humain
de la G6PC sous le controle de la région proximale du promoteur humain de la G6PC, leur
survie est prolongée au-dela de 11 mois (Koeberl et al., 2008). Ces chiens présentent une
normalisation de leurs parametres métaboliques plasmatiques, de leur activité G6Pase
hépatique et de leur stock de TG hépatiques. L’hypoglycémie caractéristique n’est pas
retrouvée, méme apres un je(ine court de 2 heures (Koeberl et al., 2008). Une étude récente
a montré qu’un traitement néonatal, le premier jour de vie, par des vecteurs AAV2/8
contenant "ADNc G6pc murin sous le contrdle du promoteur de la B-actine de poulet
associée a I’enhancer du CMV, permet une amélioration transitoire de la glycémie et des
parameétres hépatiques. En effet, 8 semaines aprés le traitement, le chien est de nouveau
hypoglycémique aprés une heure de jeline (Weinstein et al., 2010). Cependant, une nouvelle
administration d’un vecteur AAV2/1, a I’dge de 20 semaines, permet la survie du chien avec
une normalisation des parametres plasmatiques. Leur glycémie reste néanmoins plus faible
au cours du jelne. L'activité G6Pase mesurée sur une biopsie hépatique, 6 mois aprés la
seconde injection, représente uniquement 6,3% de I'activité basale. Une amélioration de

I'architecture du foie est observée bien qu’une accumulation anormale de glycogéne soit
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toujours visible, 3 mois apres la seconde injection (Weinstein et al., 2010). Ces deux études
chez le chien suggérent que le promoteur Gé6pc permet une meilleure restauration de la
pathologie a long-terme car les chiens n’ont pas recgu d’injection supplémentaire de vecteurs

au cours des 11 mois de I’étude.

Les études réalisées chez la souris et le chien GSD 1a ont permis de démontrer
gu’une thérapie génique réalisée a I'aide de vecteurs AAV résulte en une amélioration de la
pathologie, notamment au niveau des parametres plasmatiques et hépatiques. Cependant,
les résultats sont obtenus, dans la majorité des études, uniguement a I’état nourri. Seule une
étude a montré que la glycémie pouvait étre maintenue au cours d’un jeline de 6 heures (Yiu
et al.,, 2010a). Ainsi, des améliorations des vecteurs doivent encore étre apportées avant
d’envisager des essais cliniques afin d’assurer un maintien de la glycémie pendant les
périodes de je(ine. Ces améliorations dépendent notamment du vecteur viral utilisé, du
sérotype du virus, du promoteur contrélant I'expression du transgeéne mais également de

I’age ou le traitement est effectué.

1V.6.3 Le modeéle murin de GSD 1b

Un modéle murin de GSD 1b a été développé en 2003 par transgenése. Pour cette
construction, I'exon 1 et l'intron associé ont été ciblés et remplacés par une cassette
néomycine. Les souris GSpt'/' développent les symptomes caractéristiques de la GSD 1b,
incluant les problémes immunitaires (Chen et al., 2003). Ainsi, ces souris développent une
hépatomégalie et une néphromégalie, avec un stockage excessif de glycogéne. Elles
développent également un retard de croissance et des hypoglycémies séveres (0,58 g/L

+/+

versus 1,56 g/L chez les G6pt™"), nécessitant un apport de glucose supplémentaire comme
pour les souris GSD 1a (Chen et al., 2003). Comme chez I'homme, les souris GGpt"/"
développent aussi des problémes de neutropénies persistantes durant les premieres
semaines de vie. Cette neutropénie s’améliore avec |'dge laissant apparaitre des
neutropénies intermittentes. Les dysfonctionnements connus des neutrophiles des patients
sont également retrouvés chez les souris GGpt'/' comme les probléemes de migration et les
défauts de production de ROS (Chen et al., 2003).

Une étude récente de 2009 a testé I'efficacité d’une thérapie génique utilisant un AAV2/8

contenant I’ADNc humain du géne SIc37a4 sous le contrdle du promoteur de la B-actine de
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poulet associée a I'enhancer du CMV dans le modéle de souris GSD 1b (Yiu et al., 2009).
Aprés 6 semaines de traitement, |'activité de transport du G6P est tres faible au niveau du
foie et représente seulement 3% de I’activité basale. Néanmoins, cette restauration permet
la correction de I'hypoglycémie et des parametres plasmatiques. L'hépatomégalie est
toujours présente avec une accumulation importante de glycogéne et de TG, apres 50
semaines de traitement. Deux souris traitées développent également des adénomes
hépatocellulaires, dont un ayant subi une transformation en carcinome (Yiu et al., 2009).
Cette étude démontre bien que la seule correction de I'hypoglycémie et des parametres
plasmatiques n’empéche pas le développement des complications a long-terme
caractéristiques de la GSD 1. La pathologie hépatique doit également étre corrigée pour que

le traitement par thérapie génique puisse étre curatif.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE



Les données de la littérature rapportées dans l'introduction de ce travail démontrent
que la PEG est une fonction physiologique cruciale au développement et a la survie d’un
organisme. La compréhension de sa régulation est donc importante. De nombreuses
données démontrent que cette fonction de produire du glucose est restreinte a trois tissus :
le foie, les reins et I'intestin, grace a I'expression spécifique du complexe G6Pase dans ces
organes. L’absence d’activité G6Pase rend compte des cas de GSD 1. Cette maladie rare,
autrefois mortelle, est caractérisée principalement par des hypoglycémies sévéres dues a
I'absence de PEG. Actuellement, le traitement de cette maladie repose sur un contrdle
nutritionnel strict, limitant les hypoglycémies mais qui n’est pas curatif. En effet, a long-
terme, le risque de développer des complications hépatiques, rénales et intestinales existe
toujours, mais leur étude reste difficile car les modéles animaux disponibles ne sont pas
viables. Au niveau de la régulation de I’"homéostasie glucidique, la communauté scientifique
continue a considérer la PEG comme une fonction unique et principalement hépatique. Un
objectif principal du laboratoire est de déterminer le rble spécifique de chaque tissu
néoglucogénique dans la régulation de I’'homéostasie glucidique et énergétique.

Sur la base de ces données, nous avons développé, au laboratoire, des modeles
originaux de souris invalidées pour le géne G6pc, spécifiquement au niveau d’un des trois
tissus néoglucogéniques, en utilisant une stratégie CRE-LOX inductible par le tamoxiféne.
Notre hypothése était que I'absence de production de glucose par un tissu pourrait étre
compensée par les deux autres tissus. Afin d’obtenir un modele de souris invalidées
spécifiguement pour la G6Pase dans le foie, des souris dont le géne G6pc a été loxé, au

ERT2

niveau de I'exon 3, ont été croisées avec des souris exprimant la recombinase Cre™" *, sous le

contréle du promoteur de la sérum albumine, conférant ainsi une spécificité hépatique

. . . ERT2
d’expression de la recombinase. Cette recombinase Cre

est inductible aprés traitement
au tamoxifene. Cette stratégie CRE-LOX inductible nous permet de choisir I'age des souris au
moment de l'invalidation. Pour cette étude, nous avons choisi d’induire la déficience
uniquement a I’'age adulte, afin d’éviter la période critique du sevrage, période a laquelle les
souris totalement déficientes pour la G6pc meurent d’hypoglycémie.

Malgré I'absence de PHG, les souris dont le géne G6pc a été invalidé dans le foie a
I’age adulte (L-GGpc'/') sont parfaitement viables et régulent leur glycémie au cours du jeline

prolongé. Ce résultat confirme notre hypothese principale suggérant que I'absence de

production de glucose par le foie pourrait étre compensée par les reins et I'intestin.
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Ce modele a donc été utilisé d’une part, pour I'étude de la physiopathologie de la
GSD 1la et son traitement par thérapie génique et d’autre part pour la caractérisation des
mécanismes de régulation de I'homéostasie glucidique en absence de PHG.

La premieére partie de ce travail présente la caractérisation de ce nouveau modéle
original de GSD 1a. Ces souris ont été suivies au niveau de leurs parameétres plasmatiques et
hépatiques sur une période de 18 mois afin d’évaluer le développement de la pathologie.
Nous avons également suivi I'apparition éventuelle d’adénomes par un suivi du foie in vivo,
par imagerie par résonnance magnétique (IRM). Ces premiers résultats nous ont permis de
conclure que les souris L-GGpc'/' représentaient un trés bon modeéle de glycogénose de type
1 hépatique. Ce modele animal nous permettra d’étudier l'efficacité et l'innocuité de
différents virus recombinants utilisés en biothérapie hépatique.

La deuxieme partie de ce travail présente les résultats des premiers tests de thérapie
génique. Grace a une collaboration avec Nicolas Ferry et Tuan Nguyen de |'équipe de
biothérapies hépatiques de Nantes (Inserm U948), nous avons évalué I'efficacité de
nouveaux vecteurs de thérapie génique. Dans ce travail, deux protocoles ont été développé.
Le premier est un protocole de prévention puisque le traitement par un vecteur lentiviral
recombinant a été réalisé en période néonatale, avant I'induction de la déficience. Nous
avons ainsi pu évaluer l'effet protecteur contre le développement de la pathologie
hépatique du vecteur lentiviral. Le second protocole a été réalisé a I'aide d’un vecteur
adeno-associated virus (AAV) recombinant. Le traitement des souris L-G6pc'/', invalidées
juste avant le sevrage, a été effectué a I’age adulte et son efficacité a été évaluée pendant 8
mois.

La troisieme partie de ce travail présente nos résultats concernant les mécanismes
de régulation de ’homéostasie glucidique au cours du jelne, en absence de PHG. Afin
d’étudier ces mécanismes, la PEG a été déterminée aprés 6h et 24h de jelne et la
néoglucogenese extra-hépatique a été évaluée par I'analyse de I'expression des enzymes
G6Pase, PEPCK-c et glutaminase. Les résultats montrent que la glycémie est maintenue chez
les souris L-G6pc'/' grace a une induction de la néoglucogenése dans les reins et 'intestin.
L’analyse des différentes hormones régulatrices de la glycémie et des métabolites issus du
métabolisme du glucose nous a permis de tester différentes hypothéses a I'origine de cette
induction. Nos résultats nous ont ainsi permis de caractériser les mécanismes d’induction de

la néoglucogenéese extra-hépatique chez les souris L-GGpc’/’.
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RESULTATS ET DISCUSSION



lere partie : Caractérisation du modele de
souris invalidées pour le gene G6pc
spécifiqguement au niveau du foie



Le modele de souris totalement invalidées pour le géne G6pc survit rarement au-dela

de 3 mois d’age et nécessite une injection de glucose toutes les 6-8 heures deés le sevrage
(Lei et al., 1996; Zingone et al., 2000). Il ne permet donc pas d’étudier les mécanismes
physiopathologiques du développement des adénomes hépatocellulaires et des
complications rénales de la glycogénose de type 1.
Le projet du laboratoire a été de développer un modeéle de souris invalidée pour le gene
G6pc, spécifiquement au niveau de chaque tissu producteur de glucose, grace a une
stratégie CRE-LOX inductible. L'originalité de cette approche réside dans le fait que nous
pourrons reproduire, organe par organe, la pathologie GSD 1a. De plus, en utilisant une
recombinase Cre inductible (Cre-ERT2), la délétion du gene G6pc peut étre induite a un
moment précis (au moment du sevrage, chez I'adulte, in utero).

Nous avons choisi de cibler, dans un premier temps, le foie, en faisant I'hypothese
gue ce modele serait viable grace a la production extra-hépatique de glucose. Du fait que la
PHG a un role prédominant lors de la période néonatale (Chatelain et al., 1998), nous avons
induit la délétion hépatique du gene G6pc a I’age adulte, en utilisant une souris exprimant la
Cre-ERT2 sous le promoteur de la sérum albumine (Schuler et al., 2004).

Comme attendu, les souris L-GGpc'/' sont parfaitement viables et développent les
symptomes hépatiques de la glycogénose de type 1. C’'est le premier modéle animal de GSD

1a viable sans traitement complémentaire en glucose.

Apreés une description de la méthode de génération des souris L-GGpc'/' et du systéme
de recombinaison CRE-LOX, les résultats seront présentés sous forme de [Iarticle,
récemment publié dans Journal of Hepatology. Les souris L-GGpc'/' ont été caractérisées
pendant 18 mois; elles sont normoglycémiques a I'état nourri et présentent des taux
plasmatiques élevés de triglycérides, de cholestérol, d’acide urique et de lactate. En plus du
développement d’'une hépatomégalie et d’'une stéatose hépatique, les souris L—G6pc'/'
développent des adénomes hépatocellulaires, dés 9 mois aprés la délétion. Ces souris

présentent donc toutes les caractéristiques de la pathologie hépatique des patients GSD 1a.
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I. Génération du modele de souris L-G6pc/-

Les souris ont été produites par une stratégie CRE-LOX, a l'institut clinique de la souris (ICS) a

Strasbourg, grace a un soutien financier AFM/GIS obtenu en 2004-2005.

I.1. Le systeme CRE-LOX (figure 16)

Le systeme CRE-LOX permet de réaliser une recombinaison a un site spécifique sur
'ADN (Babinet and Cohen-Tannoudji, 2000; Nagy, 2000). Il est utilisé comme un outil
génétique afin de réaliser, in vivo, des mutations ou des invalidations au niveau d’un géene
d’intérét. Ce systéme, identifié chez le bactériophage P1, est composé d’une recombinase
bactérienne Cre, capable de reconnaitre une séquence spécifique sur ’ADN de 34 paires de
bases appelée site LoxP (figure 16A). Cette séquence est constituée de deux séquences
palindromiques de 13pb, séparées par une séquence de 8pb. Aprés une reconnaissance et
une fixation sur les sites LoxP, la recombinase Cre provoque une coupure de I'ADN et Ia
recombinaison a lieu entre deux sites LoxP. Lorsque les deux sites LoxP ont la méme
orientation, la région d’ADN située entre ces deux sites est éliminée sous forme circulaire
(figure 16B).
In vivo, les sites LoxP sont introduits, dans la méme orientation, de part et d’autre d’'un géne
d’intérét, par recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires (cellules

ES), a I'aide d’un vecteur de ciblage. Un alléle portant les sites LoxP est dit « floxé ».

» Tissu-spécificité
L'avantage majeur de ce systeme est la possibilité de contréler la spécificité tissulaire
d’excision de la séquence génique floxée. L'utilisation d’une Cre exprimée sous le controle
d’un promoteur ubiquitaire permet I'excision dans I'ensemble du génome de I'embryon. En
revanche, si I'expression de la recombinase Cre est placée sous le controle d’'un promoteur
tissu-spécifique, la délétion sera tissu-spécifique. Ainsi, le géne d’intérét sera floxé dans tout
I'organisme mais la restriction de I'expression de la recombinase dans un tissu spécifique

permettra |’excision uniguement au sein de ce tissu.
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Actuellement, un grand nombre de souris transgéniques exprimant la Cre
spécifiguement dans un tissu ou dans un type cellulaire sont disponibles (Jax mice database,

The Laboratory Jackson).

» Cre inductible par le tamoxiféene

La délétion de certains génes est |étale lors de la période néonatale. Pour s’affranchir de
ce probleme, l'induction de la délétion peut étre controlée dans le temps, grace a
I'utilisation d’une recombinase Cre inductible. La recombinase Cre a été modifiée et est
exprimée sous la forme d’une protéine de fusion entre la recombinase et le domaine de
fixation au ligand du récepteur aux cestrogénes (Feil et al., 1996). Cette recombinase Cre-
ERT2 est active uniquement apreés I'injection d’un ligand (figure 17). Le domaine de liaison au
ligand du récepteur aux cestrogénes a été modifié afin qu’il présente une affinité plus forte
pour un cestrogéne de synthese, le tamoxiféne, que pour les cestrogenes naturels. En
absence de tamoxifene, la Cre-ERT2 est exprimée mais reste localisée au niveau
cytoplasmique. Apres injection de tamoxifene, la cre-ERT2 est activée et est transloquée au
niveau du noyau, ou elle va pouvoir reconnaitre les sites loxP du géne floxé et induire
I’excision de ce gene.
L'ICS propose a la communauté scientifique différentes lignées de souris transgéniques
exprimant la Cre-ERT2 de fagon tissu-spécifique (ICS, « The CreERT2 Zoo mouse resource »).

Ces souris permettent d’obtenir le controle spatiotemporel de I’excision du gene ciblé.

I.2. Génération des souris G6pclox,

Le vecteur de ciblage, utilisé pour créer un allele G6pc floxé, contient, dans la région
5’, un bras d’homologie de 4,5kb du gene G6pc et dans la région 3’, une cassette de sélection
contenant le géne néomycine, flanquée de site Frt et un bras d’homologie de 3kb du géne
G6pc (Figure 1a, J. Hepatol). Les sites loxP ont été introduits dans les introns entourant
I’exon 3 du géne. L'exon 3 du gene a été choisi car il contient un acide aminé essentiel du
site catalytique de I'enzyme (cf Figure 8B) (Pan et al., 1998). En plus des bras d’homologie, le
vecteur contient un geéne de résistance a la néomycine et le gene codant la thymidine kinase.
Le géne néomycine apporte une résistance a la drogue G418 et permet une sélection

positive pour lintégration du vecteur par recombinaison homologue. Le geéne de la
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thymidine kinase permettra une sélection négative des clones dans lesquels le vecteur se
sera intégré de facon aléatoire, en présence de ganciclovir.

Le vecteur a été introduit par électroporation dans des cellules ES de souris 129SV. Une
double sélection par le G418 et le ganciclovir a été réalisée sur les cellules ES. Seuls, les
clones ayant intégré par recombinaison homologue le vecteur sont résistants aux deux
drogues et se multiplient. L'intégration est confirmée par Southern Blot. Deux clones positifs
ont ensuite été injectés dans des blastocystes de souris C57BI6J. La colonisation des cellules
germinales par ces cellules ES génétiquement modifiées donnera naissance a des souris
chiméres. Les males chimeres sont ensuite croisés avec des femelles exprimant la
recombinase FLP afin d’éliminer la cassette de sélection Neo. Le sytéme Frt-FLP est
également un systéme de recombinaison site spécifique, identifié chez la levure. Les souris
G6pc « floxées » ont été ensuite « backcrossées » sur un fonds génétique C57BI/6J pendant

10 générations.

1.3. Génération des souris invalidées spécifiquement pour le géne G6pc au niveau
du foie

Les souris hétérozygotes pour le géne G6pc floxé (B6.G6pc ™

) ont été croisées avec
des souris exprimant la recombinase CreERT2 sous le contrdle du promoteur de la sérum
albumine (B6.SA®R™#*) " conférant ainsi la spécificité hépatique d’expression de la
recombinase (figure 3A) (Schuler et al., 2004).

Les souris hétérozygotes B6.G6pc'®/*/SATERTZ/*

sont ensuite croisées entre elles pour
obtenir des souris homozygotes B6.G6pc ™/ */SATERT/* (figyre 18A).
Afin d’induire lexcision de Iexon 3, les descendants B6.G6pc®/'®/SACeERTZ/* ot
B6.G6pc' ™ /SATERT?* 3545 de 6 & 8 semaines, ont recu une injection quotidienne de
tamoxifene (Sigma) (1mg dilué dans de I'huile de colza) durant 5 jours, pour obtenir les
souris L-G6pc'/' et L-G6pc +/’, respectivement (figure 18B).

Dans I’ensemble de nos études, les souris témoins C57BI/6J proviennent de Charles
River (L’Arbresle, France) a I'age de 3-6 semaines et recoivent le méme traitement au
tamoxifene.

Les différentes lignées sont hébergées a I'animalerie conventionnelle ALECS (Lyon)

dans des conditions d’élevage contrblées (température de 21°C, Cycle jour/nuit 12h/12h),

avec un acces libre a I’eau et a la nourriture (A04, Safe).
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1.4 Génotypage des souris

Le génotypage des souris est réalisé a partir d’'un morceau de queue, prélevée a I'age
de 10 jours. La vérification de I'excision de I'exon 3, spécifiquement au niveau du foie est

réalisée, a partir d’ADN génomique (ADNg) de foie, lors de I'’euthanasie des animaux.

» Purification de 'ADN génomique

L’ADNg est extrait a partir d’'un morceau de queue ou de foie de souris, digéré a 55°C
toute une nuit par 3uL de protéinase K (10mg/ml) dans 400uL de tampon de lyse (100mM
Tris-HCI pH 8,5, 5mM EDTA, 0,2% SDS, 200mM NacCl). Apres une centrifugation de 10 min a
10 000g, le surnageant est prélevé et 'ADN est précipité par 800uL d’éthanol 100%. La
pelote d’ADN est reprise dans un tampon Tris 10mM, EDTA 0,5mM pH 8,0.

»> Génotypage par PCR

Afin de déterminer le génotype des souris, des PCR sont réalisées, a partir de I’/ADNg
extrait de la queue, pour vérifier d’'une part, la présence du gene G6pc floxé et, d’autre part,
la présence de la recombinase Cre-ERT2.
La premiere PCR est réalisée en utilisant le couple d’amorce p2-p3 (figure 1A, tableau 1, J.
Hepatol) et permet I'amplification d’un fragment de 385pb sur un alléle G6pc sauvage ou de
486pb sur un allele Gépc floxé (figure 1B, J. Hepatol). La deuxiéme PCR utilise le couple
d’amorce CreS-CreAS (tableau 1, J. Hepatol) et permet I'amplification d’'un fragment de

+/creERT2

320pb chez les souris transgéniques SA (figure 1B, J. Hepatol).

L'action de la Cre au niveau du foie est vérifiée par PCR en utilisant le couple
d’amorce p1-p3 (figure 1A, tableau 1, J. Hepatol), a partir d’ADNg extrait a partir du foie et
permet I'amplification d’un fragment de 1029 pb sur un alléle G6pc sauvage et 595 pb sur un

allele G6pc dont I'exon 3 a été excisé (figure 1C, J. Hepatol).

Les PCR sont réalisées a partir de 500ng d’ADNg et le milieu réactionnel est composé des
amorces sens et anti-sens (1uM), de dNTPs (0,2mM), de MgCI2 (1,5mM), de 1U de Taq
Polymérase (QBiogen). L'amplification est effectuée selon le programme suivant: pre-
dénaturation (1min a 94°C), puis 35 cycles [dénaturation (30sec a 94°C), hybridation (45sec a

62°C), élongation (30sec a 72°C ou 1min30 pour la PCR pl-p3)] et une étape finale
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d’élongation de 10 min a 72°C. Les produits PCR sont analysés sur un gel d’agarose 2% et

visualisés sous lampe UV, en présence de bromure d’éthidium.
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I1. Caractérisation du modele de souris L-G6pc~/-: un modele de
GSD 1a hépatique

Article :
Targeted deletion of liver glucose-6 phosphatase mimics glycogen storage
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Background and Aims: Glycogen storage disease type 1la
(GSD1a) is an inherited disease caused by a deficiency in the cat-
alytic subunit of the glucose-6 phosphatase enzyme (G6Pase).
GSD1a is characterized by hypoglycaemia, hyperlipidemia, and
lactic acidosis with associated hepatic (including hepatocellular
adenomas), renal, and intestinal disorders. A total G6pc (catalytic
subunit of G6Pase) knock-out mouse model has been generated
that mimics the human pathology. However, these mice rarely
live longer than 3 months and long-term liver pathogenesis can-
not be evaluated. Herein, we report the long-term characteriza-
tion of a liver-specific G6pc knock-out mouse model (L-G6pc /).
Methods: We generated L-G6pc—/~ mice using an inducible CRE-
lox strategy and followed up the development of hepatic tumours
using magnetic resonance imaging.

Results: L-G6pc '~ mice are viable and exhibit normoglycemia in
the fed state. They develop hyperlipidemia, lactic acidosis, and uri-
cemia during the first month after gene deletion. However, these
plasmatic parameters improved after 6 months. L-G6pc~/~ mice
develop hepatomegaly with glycogen accumulation and hepatic
steatosis. Using an MRI approach, we could detect hepatic nodules
with diameters of less than 1 mm, 9 months after induction of defi-
ciency. Hepatic nodules (1 mm) were detected in 30-40% of L-
G6pc~'~ mice at 12 months. After 18 months, all L-G6pc—/~ mice
developed multiple hepatocellular adenomas of 1-10 mm diameter.
Conclusions: This is the first report of a viable animal model of
the hepatic pathology of GSD1a, including the late development
of hepatocellular adenomas.
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by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Introduction

Glycogen storage disease type I (GSD1) is a metabolic disorder
characterized by severe hypoglycaemia associated with hepatic,
renal, and intestinal disorders [1]. This inborn disease is due to a
deficiency in glucose-6 phosphatase (G6Pase) activity. G6Pase is
an essential enzyme for endogenous glucose production. Patients
affected with GSD1 are therefore unable to maintain blood glucose
concentration outside the time of meals and suffer from severe
hypoglycaemic episodes if they are not managed by continuous
feeding [2-4]. GSD type 1a and type 1b, respectively correspond
to inherited mutations in the genes that encode the catalytic sub-
unit (G6PC) and the transporter unit (G6PT) of the G6Pase system
[1,2,5,6]. The G6pc gene is expressed in the liver, kidney, and intes-
tine, and these are the only organs that release glucose into the
blood circulation [7-10]. G6Pase deficiency leads to the accumula-
tion of glucose-6 phosphate (G6P), glycogen, and triglycerides in
the liver and kidneys of patients. This results in marked hepato-
megaly and nephromegaly. In the liver, the long-term complica-
tions of G6Pase deficiency include focal nodular hyperplasia and
more often hepatocellular adenomas (HCA) with risk of malignant
transformation [11,12]. These tumours are often bleeding, multi-
ple, and non-encapsulated. The current treatments to prevent
hypoglycaemia are based on nocturnal nutrition [13]. When HCA
or liver failure occurs, the management strategies are resection
of the tumour and/or liver transplantation [14,15].

To gain further insights into the long-term mechanisms of the
disease and to evaluate potential treatment strategies, an animal
model with sufficient life expectancy is required. Identification of
the G6pc gene in 1993 has enabled a G6pc-knock-out mouse
model to be developed [16,17], as well as the evaluation of gene
therapy approaches to correct G6pc deficiency ([18,19], see [20]
for review). However, long-term complications cannot be evalu-
ated because, even with continuous glucose therapy, the total
G6pc knock-out mice rarely live to be over 3 months of age
[16]. To investigate the long-term biology and pathogenesis of
GSD-1a, we generated liver-specific G6pc~/~ mice by an inducible
CRE (CREFR™?) strategy. We give a detailed characterization of this
novel GSD1a mouse model over 18 months following inactivation
of the G6pc gene in the liver.
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Materials and methods

Generation of B6.g6pc'™ mice

The targeting vector used for the homologous recombination strategy is shown in
Fig. 1A and contained a 4.5 kb 5" homologous g6pc arm, a 3 kb 3" homologous g6pc
arm, and a neomycin resistance (Neo®) cassette. Two loxP sites flank G6pc exon 3
and two Frt sites flank Neo®. We electroporated 12952/SvPas mouse embryonic
stem (ES) cells with the linearized construct. After selection, targeted clones were
identified by PCR with external primers, and confirmed by Southern blotting with
5" and 3’ external probes. Two positive ES clones were injected into C57BL/6] blas-
tocysts. The male chimeras were mated with transgenic females expressing Flp
recombinase to delete the Neo® cassette. Then, the B6; g6pc'®/" mice were back-
crossed with the C57BI/6] strain for 10 generations (Charles Rivers Laboratories).

Generation of liver-specific G6pc-null mice

The B6.g6pc'®/" mice were crossed with transgenic mice expressing the induc-
ible CRE®®"™ recombinase under the control of the serum albumin promoter to
confer its liver-specific expression (B6.SATERT2/W) [21]. B6.SATERT2W mice
expressed, only in the liver, a recombinant Cre recombinase fused to a mutated
ligand-binding domain of the estrogen receptor resulting in a tamoxifen-depen-
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dent Cre-recombinase [22,23]. To induce the excision of G6pc exon 3, male adult
(6-8 weeks old) B6.g6pc'®%/1°X SACTEERT2W and B6.g6pc'o*/W SACTERT2W mice were
injected intraperitoneally once daily with 100 ul of tamoxifen (10 mg/ml,
Sigma-Aldrich) on five consecutive days, to obtain L-g6pc '~ and L-g6pc™~ mice,
respectively. Control C57Bl/6] mice were treated with similar tamoxifen injec-
tions. All mice were housed in the animal facility of Lyon 1 University (Animaleries
Lyon Est Conventionnelle et SPF) in controlled temperature (22 °C) conditions, with
a 12-h light-12-h dark cycle. Mice had free access to water and standard rodent
chow (Safe). Fasted mice were provided with continual free access to water. All
the procedures were performed in accordance with the principles and guidelines
established by the European Convention for the Protection of Laboratory Animals.
The regional animal care committee (CREEA, CNRS, Rhone-Alpes Auvergne,
France) approved all experiments. Mouse genotypes were determined from geno-
mic DNA by PCR, with specific primers (Table 1, see Fig. 1). Genomic DNA was
extracted from tissues in PCR Direct Lysis buffer (Euromedex).

Magnetic resonance imaging

As previously described [24,25], we performed MRI scans on mice anesthetized
by isoflurane inhalation. This was done using a horizontal Biospec-7T Bruker sys-
tem (Bruker, Ettlingen, Germany) with a cylindrical volumetric coil of 32 mm
internal diameter (Rapid Biomedical, Wiirzburg, Germany). The body tempera-
ture of the mice was maintained at 37 °C by warm water circulation. A pressure
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Fig. 1. Targeting strategy used to generate liver-specific gépc null mice (L-gépc /~). (A) Scheme of the wild-type G6pc allele (G6pc™), located on chromosome 11, and the
targeting vector. Black rectangles represent exons and the 5’ and 3’ untranslated sequences are indicated by white rectangles. In the targeting vector map, LoxP sequences
are represented as triangles and flags indicate frt sequences. Neo®: neomycin resistance gene cassette. Bold line segments: arms of homology. After homologous
recombination between the G6pc" locus and the targeting vector in ES cells, Neo® was removed to obtain the G6pc'°* allele through FLP recombination. Exon 3 of G6pc was
specifically excised by CRE recombination (G6pc"). Specific primers (Table 1) for genotyping were identified (p1, p2 and p3). (B) PCR genotype analysis on the basis of tail
DNA, using the p2 and p3 primers, which yielded products of 385 and 486 bp for the wild-type and floxed G6pc alleles, respectively. Specific primers were used to amplify a
320 bp Cre fragment. The expected sizes are shown on the left of the panel. (C) PCR genotype analysis on the basis of tail and liver DNA, using p1 and p3 primers. Fragments
of 1189, 1029, and 595 bp correspond to the G6pc'®, G6pc®, and G6pc alleles, respectively. (D) Liver-specific excision of G6pc exon 3. RT-PCR analysis on liver, kidney or
intestine mRNA, from L-g6pc /-, L-g6pc™~ and L-g6pc™’* (C57BI/6]) mice, using G6pc exon 2 and exon 5 primers. A 761 bp DNA fragment is obtained from the wt allele and
the deletion of exon 3 yields a 655 bp DNA fragment. Comparable data were obtained at 10 days or 18 months after tamoxifen treatment.
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sensor was placed on the abdomen to monitor the respiratory cycle and to syn-
chronize image acquisition with respiratory motion using a Trigger Unit HR
V2.0 (Rapid Biomedical, Wiirzburg, Germany). Scout scans were performed to
identify regions of interest and graphical prescriptions for the following scan.
Then, T2-weighted contrast images were acquired and analyzed in the axial plane
based on a fat suppressed (FS) rapid acquisition with relaxation enhanced (RARE)
sequence with the following parameters: echo time (TE) 40.4 ms, field of view
(FOV) 30 x 30 mm?, matrix 256 x 192, 36 or 48 slices, slice thickness 0.5 mm,
RARE factor = 8. As previously described [24], the sequence was synchronized
with respiration using balanced acquisitions over several respiratory periods with
an effective repetition time (TR) of about 6 s. Reading of MR images to detect ade-
nomas was performed by a trained radiologist who had over fifteen years of
experience.

Metabolic studies

Blood was withdrawn from the tail vein and collected into EDTA or sodium fluor-
ure/oxalate (anticoagulant). Plasma glucose, triglycerides, total cholesterol, uric
acid, and lactate concentrations were determined with Biomérieux colorimetric
kits. Glucose-6 phosphate and glycogen determinations were carried out on fro-
zen tissue homogenates as previously described [26,27].

Gene expression analysis

Mice were killed by cervical dislocation 6 h after food removal. The frozen tissues
were sampled, and G6Pase and PEPCK activities determined as previously
described [10,28-30]. Immunoblotting was carried out using purified anti-rat
G6PC (use at 1:1500) or anti-PEPCK (use at 1:5000; Santa Cruz Biotechnology)
antibodies [31]. Total RNAs were isolated from tissues with TRIzol reagent (Invit-
rogen). Reverse transcription and real-time PCR were performed as previously
described [32], using sequence-specific primers (Table 1). The mouse ribosomal
protein mL19 transcript (Rpl19) was used as a reference.

Table 1. Oligodeoxyribonucleotide primer sequences for PCR (top) and qPCR
(bottom). S = sense and AS = antisense sequences.

Name Sequence

p1S 5 AGGGAGTTGACCAGAGGAACTTTGG 3'
p2S 5 GCTCATTCTCACACCTACAGTTGG 3
p3AS 5 TGTTCCTAACTACTGAGCCATTGCTCC 3
CreS 5 TTCCCGCAGAAC CTGAAGATGTTCG 3
CreAS 5 GGGTGTTATAAGCAATCCCCAGAAATGC 3
Exon 2 5 TCCCTGTCACCTGTGAG 3

mG6pc S

Exon 5 g )

S oboons 5 CACAAGAAGTCTTTGTAAS

Exont 5 TTACCAAGACTCCCAGGACTG 3
mG6pc S

2 5 GAGCTGTTGCTGTAGTAGTCG 3
mG6pc AS

mL19S 5 AGAAGATTGACCGCCATAT 3

mL19AS 5 TTCGTGCTTCCTTGGTCTTAGA 3
G6pc3S 5 GCACATTTCCCTCACCAAGT 3
G6pc3AS 5 GGTTGATGGACCAGGAAAGA 3

G6ptS 5 TGGTTGGTCTGGTCAACGTA 3
G6ptAS 5 TGCCAAGATAGGTCCCAAAC 3

Pck1S 5 AGCCTTTGGTCAACAACTGG 3
Pck1AS 5 TGCCTTCGGGGTTAGTTATG 3

JOURNAL OF HEPATOLOGY

Histological analysis

Tissues were fixed with 10% formalin and embedded in paraffin. Cross-sections
(5 um thick) were cut and stained with hematoxylin and eosin (H&E), periodic
Acid Schiff (PAS), and picrosirius red staining. The slides were examined under
a Coolscope microscope (Nikon, Tokyo, Japan).

Statistical analyses

Results are reported as means + SEM. The various groups were compared by
Mann-Whitney tests. Differences were considered statistically significant if
p <0.05.

Results

Generation of a time-dependent and liver-specific deficiency of
G6Pase in mice

We disrupted G6Pase activity in the liver, by time dependent (con-
ditional) and tissue-specific invalidation of the G6pc gene, based on
a CRE-lox strategy. As endogenous glucose production, especially
from the liver, is critical during the neonatal period (because of
the low content of glucose in milk) [33,34], we have induced gene
deletion in adult mice. Male B6.g6pc'oX/W.SATEERT2/W  and
B6.g6pc'oX/1ox SACTEERT2W mjce (see genotyping in Fig. 1B) were
therefore treated with tamoxifen at 7-8 weeks of age. This resulted
in the specific excision of exon 3 from both G6pc alleles in the liver
(Fig. 1C). The liver-specific deletion of exon 3 in G6pc was con-
firmed at the mRNA level by RT-PCR on mRNA from the liver, kid-
ney, and intestine of L-G6pc~/~ and L-G6pc*/~ mice. Truncated G6pc
mRNA was only amplified in the liver from L-G6pc~/~ and L-G6pc*/~
mice (Fig. 1D). Hepatic G6Pase activity was undetectable after one
month of gene deletion (0.31 +0.13 U/g of protein in L-G6pc/~
versus 68.0 £ 2.1 U/g of protein in control mice) (Fig. 2A). Liver
G6Pase activity remained undetectable in L-G6pc/~ mice
(0.30 + 0.08 U/g of protein in L-g6pc /) after 18 months, confirm-
ing the persistence of the G6pc inactivation. Western-blot analyses
confirmed the absence of the G6PC protein from livers of L-G6pc~/~
mice (Fig. 2A). In heterozygous mice (L-G6pc*/~), G6Pase activity
was only half of that in control mice (39.2 + 2.9 U/g of protein in
L-g6pc*’~) and was correlated with the amount of G6PC protein
detected on western blots (Fig. 2A). Transcription of truncated
G6pc mRNA appeared to be up regulated, with three times more
G6pc mRNA in the liver of L-G6pc~/~ mice than in controls
(Fig. 2B). This implies that there is a compensatory increase in gene
expression in response to the absence of G6PC protein. The expres-
sion of cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-c,
Pck1) was unaltered (Fig. 2C and D). The expression of the genes
encoding glucose-6-phosphate translocase ( G6PT, Slc37a4) and
the transporter subunit of G6Pase remained unchanged (Fig. 2E).
The expression of the ubiquitous (non gluconeogenic) glucose-6-
phosphatase-related protein (G6PC3 or UGRP) was also unaffected
(Fig. 2F).

Metabolic effects of hepatic G6pc deficiency in mice

The male and female L-G6pc~/~ mice showed similar survival
rates to C57BI/6] control (WT) and L-G6pc*/~ heterozygous mice
(data not shown). However, in contrast to total G6pc/~ mice,
which are reported to have growth retardation [16], the loss of
G6Pase, specifically in the liver during adulthood, had only mar-
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Fig. 2. Glucose-6-phosphatase is absent in the liver of liver-specific G6pc-null mice (L-G6pc'~). (A and C) G6Pase and PEPCK-c activities were assayed in the liver of
homozygous L-G6pc~/~ (dark blue bar), heterozygous L-G6pc*/~ (light blue bar) and WT (white bar) mice. Top of panels, western-blot analyses of liver tissues for GGPC and
PEPCK-c proteins. (B, D, E and F) G6pc, Pck1, G6pt (Slc37a4) and G6pc3 mRNA levels were determined by RT-qPCR in the liver of L-G6pc~/~ (dark blue bar), L-G6pc*/~ (light
blue bar) and WT (white bar) mice. The results are expressed as a ratio relative to Rpl19 expression. Data were obtained five weeks after tamoxifen injections from mice
fasting for 6 h and are expressed as means + SEM (n = 6 mice per group). Values which are significantly different from WTt (p < 0.05+, p < 0.01+) are indicated.
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was determined in the fed state. Results are expressed as mean + SEM (n = 6-8 per group). Values significantly different from WT (p < 0.05* and p < 0.01+) are indicated.
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ginal effect, if any, on weight gain (Fig. 3A). Therefore, L-G6pc ™/~
mice are fully viable and do not require glucose therapy to sur-
vive [16]. After some hours of fasting, the blood glucose concen-
tration in L-G6pc~/~ mice could be lowered to about 3 mM (data
not shown). This is consistent with the crucial role of hepatic gly-
cogenolysis in endogenous glucose production during the early
post-absorptive state. However, in the fed state, mean blood glu-
cose concentration in L-G6pc~/~ mice was similar to L-G6pc~/*
and control mice (Fig. 3B). The blood glucose concentrations in
L-G6pc"* mice were similar to those of control mice (around
150 mg/dl), even after 6 h of fasting (data not shown). This is con-
sistent with the absence of blood glucose problems and any path-
ological phenotype in heterozygous human patients [3].

Biochemical analyses revealed highly disturbed plasma
parameters just after deletion of G6pc in the liver. After ten days,
L-G6pc~/~ mice had plasma triglyceride and uric acid concentra-
tions that were three times as high as those in control mice as
well as plasma cholesterol concentrations that were twice as high
(Fig. 3C-E). L-G6pc~'~ mice also had a plasma lactic acid concen-
tration that had increased by 50% compared with control mice
(Fig. 3F). These concentrations remained high one month after
gene deletion, but they then normalized with time; all metabolic
plasma parameters except for cholesterol were normalized after
18 months (Fig. 3C-F).

LG6pc/~ mice develop hepatomegaly and steatosis
As in GSD-1a patients and total G6pc knock-out mice, loss of

hepatic G6PC led to the accumulation of hepatic glucose-6 phos-
phate (G6P), glycogen, and triglycerides, which resulted in hepa-
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tomegaly and steatosis (Fig. 4). Livers of L-G6pc~/~ mice were
enlarged and pale (Fig. 4A) and accounted for about 8% of total
body mass, versus only 4% in control mice (Fig. 4C). The deposi-
tion of glycogen increased between 10 days and one month after
deletion, to reach about 50 mg of glycogen/g in the L-G6pc '/~
liver at 18 months (Fig. 4E). Accumulation of triglycerides in
L-G6pc~/~ livers also increased with time (Fig. 4F). Histological
observations of L-G6pc—/~ livers confirmed marked steatosis, with
large hepatocytes containing large lipid vacuoles, mainly in the
periportal area (Fig. 5F and G). As a result, the portal space was
small and distorted (Fig. 5G). Marked glycogen accumulation
was also observed by periodic acid-Schiff staining (Fig. 5H). Pic-
rosirius red staining of L-G6pc~/~ livers did not reveal any areas
of fibrosis (Fig. 5I). In contrast to total G6pc knock-out [16], the
kidneys, and intestine of L-G6pc~/~ mice did not accumulate
any glycogen. After 18 months, the weight (0.16+0.01¢g for
L-G6pc~/~ versus 0.15 +0.1 g for controls) and histological fea-
tures of L-G6pc/~ kidneys were also completely normal (Fig. 5J).

Late appearance of hepatocellular adenomas in L-G6pc ™/~ mice

Because of the short lifespan of total G6pc~/~ mice in the absence
of glucose or gene therapy treatment, there was no possibility of
detecting HCA. However, in the present study, using MRI, we
were able to evaluate the development of nodules in the liver
of L-G6pc !~ mice. MRI was performed every three months, from
3 to 18 months after gene deletion. In less than 15% (3 out of 26)
of L-G6PC~/~ livers, small lesions could be detected as early as
9 months (data not shown). In about 30% (8 out of 26) of
L-G6PC '~ mice, small liver nodules of about 1 mm in diameter
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Fig. 4. Liver-specific G6pc null mice develop liver hepatomegaly and steatosis. (A) Livers of L-G6pc/~ and WT mice. (B) Liver weight, (C) liver weight compared to the
body weight, (D) liver glucose-6 phosphate content, (E) liver glycogen content (F), liver triglyceride content of L-G6pc~/~ (dark blue bar) and WT (white bar) mice. Data were
obtained 10 days, 1 month, and 18 months after tamoxifen injections, from mice fasted for 6 h and are expressed as means + SEM (n = 6 mice per group). Values which

significantly different from WT (p < 0.05%, p < 0.01+) are indicated.
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Control

Fig. 5. Histology and glycogen storage analyses of the liver and the kidneys of
L-G6pc’~ and control mice, one month after tamoxifen treatment. H&E
stained sections from the control liver (A and B) and kidneys (E) and from
L-G6pc~'~ livers (F-G) and kidneys (J). PAS-stained liver from control (C) and
L-G6pc~'~ (H) mice. Picrosirius red staining of control (D) and from L-G6pc~/~ (I)
mice.

were first detected after one year (Fig. 6A). At 15-16 months,
40-50% of L-G6pc~/~ mice had liver nodules between 1 and
3 mm diameter. At 18 months, all (n=17) L-G6pc~/~ mice had
developed liver nodules between 1 and 10 mm in diameter
(Fig. 6B and C). There was at least one, and up to 5 large nodules
(>4-5 mm) in each liver at this time (Fig. 6E and F). Panels 6 A
and B show the development of one nodule on MRI from
12 months (6A) through to 18 months (6B) following gene dele-
tion. No obvious necrosis or significant haemorrhage was seen.

Nodules were well demarcated from the surrounding liver, with-
out a fibrous capsule (Fig. 6G and H). More than 20 biopsies of
GSD1a livers (n = 17 mice) were analyzed by immunohistochem-
istry (H&S staining). No portal spaces were seen within the nod-
ules. In most cases (80%), the hepatocytes within the nodule were
large and swollen, with pale cytoplasms (Fig. 6G and I). Areas of
necrosis and inflammation were seen within nodules (Fig. 61). The
tumour shown in Fig. 6G was proved to be an adenoma. In a few
cases (about 20%), the hepatocytes within nodules were small,
suggesting the development of a “precarcinoma” lesion (Fig. 6H
and ]). Areas of necrosis and numerous foci of inflammation were
also present within these nodules (data not shown). In no case,
pericellular fibrosis was observed around hepatic nodules. More-
over, no atypia was noted in any of the nodules. No mice devel-
oped hepatocellular carcinoma in the course of this study.

Discussion

The maintenance of blood glucose levels within a narrow range
(about 1 g/L) is a critical physiological function. Endogenous glu-
cose production is wholly responsible for maintaining plasma
glucose levels when not eating and during fasting. Glucose can
be produced only in the liver, kidneys, and intestine, because
these are the only organs known to express G6Pase, the key
enzyme for endogenous glucose production (for review see [9]).
Among these organs, the liver has a special role because it is able
to rapidly mobilize glucose stored under the form of glycogen.
Although the liver is the main glucose-producing organ under
post-absorptive conditions, we hypothesized that the inactiva-
tion of G6pc in the liver only would not be lethal, because of
the compensatory glucose production by the kidneys and intes-
tine. This type of compensation has already been reported during
the anhepatic phase of liver transplantation in humans [35], and
has been suggested in mice with inactivation of Pck1 in the liver
[36]. In line with our hypothesis, L-G6pc~/~ mice are normoglyce-
mic in the fed state. This strongly suggests that glucose release by
the kidneys and intestine is sufficient to exquisitely regulate
blood glucose concentration in L-G6pc/~ mice when unre-
strained food is available. Furthermore, L-G6pc~/~ mice had a
normal survival rate, which allowed us, for the first time, to
evaluate the development of GSD1a pathology in the liver of
mice, up to 18 months of age.

As expected, the liver of L-G6pc~/~ mice is rapidly enlarged,
due to the accumulation of glucose-6 phosphate, glycogen, and
triglycerides. In parallel, there is a rapid increase in plasma tri-
glycerides, cholesterol, lactic and uric acids, as also observed in
human GSD1a patients, and in total G6pc knock-out mice [3,4].
Together with the absence of kidney and gut deficiency and phe-
notype in L-G6pc~/~ mice, this strongly suggests that the liver
deficiency may be fully responsible for the deregulation of
plasma parameters in GSD1a. Whereas some liver parameters
tended to worsen with time (e.g. liver TG content), others (blood
parameters) progressively decreased towards control values (e.g.
uricemia and lactatemia). This suggests that there are some
compensatory mechanisms taking place over time to correct
the primary defaults initiated by the liver deficiency. Interest-
ingly, a comparable improvement of blood biochemical profile
was also observed after some months in the total G6pc knock-
out mice surviving thanks to pre-weaning management with
glucose injection and post-weaning management with Nutragel
and glucose added to the drinking water [37]. However, as in
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Fig. 6. Development of liver nodules in L-G6pc '~ mice after one year of gene deletion. T2-weighted axial MR images showing the evolution of liver lesions at 12 months
(A) and 18 months (B and C) after G6pc deletion. Liver resection after 18 months of tamoxifen treatment in control mice (D) or in L-G6pc~/~ mice (E and F) with multiple
tumour nodules. (G-J) Histological analysis of two different tumours from the L-G6pc~/~ liver stained with H&S. Panel I corresponds to a higher magnification of the
adenoma showed in panel G and panel J corresponds to the tumour of panel H. Arrows in panels H and ] point the edge of the tumour, revealing the absence of fibrous
encapsulation.
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LG6pc~'~ mice, liver histology and glycogen accumulation did not
improve with aging [37]. Therefore, it is probable that a satisfying
control of blood glucose could explain this amelioration (depen-
dent either on exogenous supply or on compensation by extrahe-
patic endogenous sources).This is also in line with the
observation that GSD1a pathology is better tolerated with patient
aging, and that some of the metabolic plasma parameters have
been reported to be at least partially corrected with time [3].

To detect, as soon as possible, the putative appearance of hepa-
tic adenomas while preserving the living animal, we used MR, a
powerful imaging technique, which allowed us to identify hepatic
nodules about 1 mm in diameter. First nodules were detected at
9 months of age, and after 18 months all livers in L-G6pc~/~ mice
showed at least one large-sized lesion. As in human GSD1a, adeno-
mas were multiple, non-encapsulated, and in about 20% of cases,
showed features of pre-carcinomas. It should be noted that adeno-
mas were first detected at 9 months, a time when several plasma
parameters had been normalized. However, this late detection can-
not exclude that the development of adenomas may have started
much earlier but that they were not large enough to be detected
by MRI. However, it is important to note that the development of
adenoma appeared rather lately, whilst liver steatosis tended to
worsen (see Fig. 4). In the same time, several plasma parameters
were markedly corrected, suggesting that the development of
HCA was dependent on the alteration of the liver metabolism and
not on the deregulation of the plasma parameters. Moreover, intra-
hepatic metabolic disturbances induced by G6Pase deficiency had
the capacity to initiate adenoma formation in all the studied livers.
Furthermore, even if hepatocellular carcinoma was not observed, a
substantial proportion of adenomas could be prone to develop into
carcinomas.

In conclusion, we report the characterization of a novel animal
model of GSD1a, which is exclusively targeted to the liver. We
demonstrate that L-G6Ppc/~ mice have all hepatic symptoms
of the human pathology, including hepatomegaly, steatosis, and
glycogen overload. L-G6pc/~ mice also have the expected
dysregulations of plasma metabolites related to liver function
such as triglycerides, cholesterol, lactic and uric acids. Our animal
GSD1a model is perfectly viable without treatment and is normo-
glycaemic when food is available. Because of this, for the first
time we are able to report that the development of adenomas
is bound to happen with time in GSD1a livers. In addition, a sig-
nificant proportion of these adenomas exhibit the features of pre-
carcinomas. Because of its viability, this new animal model will
be extremely useful for a better understanding of the pathological
mechanisms of GSD1a. It will also be of value in assessing the
effects of food quality on delaying the deleterious consequences
of the disease (e.g. adenomas). Our model should be able to help
refine the different gene therapy approaches aimed at correcting
G6Pase expression in the liver. Finally, in the near future, the
CRE-lox approach, used to generate the liver-deficient model, will
allow us to assess the consequences of kidney or intestine pathol-
ogy. This will be based on the use of a CRE recombinase expressed
under the control of adapted gut or kidney gene promoters to
specifically target the deficiency to either organ.
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I11. Conclusions et perspectives

Cet article décrit un nouveau modeéle murin de GSD 1a, ciblant spécifiquement la
pathologie hépatique. Pour la premiere fois, nous disposons d’'un modele animal de GSD 1a
viable et normoglycémique. Ces souris L—G6pc'/' n‘ont besoin d’aucun traitement
supplémentaire afin de maintenir une glycémie normale lorsqu’elles ont acces libre a la
nourriture. De plus, les souris reproduisent parfaitement la pathologie hépatique des
patients atteints de GSD1a. Elles développent une hépatomégalie associée a une surcharge
de glycogeéne et a une stéatose. A plus-long-terme, 100% des souris développent des

adénomes hépatocellulaires dont 20% présentent des signes de pré-carcinomes.

Chez les patients GSD 1a, les mécanismes physiopathologiques du développement
des HCA sont encore mal connus. Les souris L-GGpc'/' représentent donc un bon modeéle pour
la compréhension de ces mécanismes. Il a été suggéré qu’un mauvais contréle métabolique
pourrait étre responsable de la survenue d’"HCA (Parker et al., 1981). Dans cette étude, nous
avons montré que les premiers adénomes apparaissent a I'age de 9-12 mois, age auquel les
parameétres plasmatiques se sont déja normalisés (Mutel et al., in press). Ainsi, cette étude
suggere que le controle métabolique plasmatique n’influence pas le développement des
HCA. Cependant, les parametres métaboliques hépatiques ont tendance a s’aggraver avec le
temps de déficience, avec une accumulation importante de TG hépatiques au cours du
temps. Les souris L-GSpc’/’ seront donc utilisées pour tester I'influence du degré de stéatose
sur le développement des tumeurs hépatiques. Chez I'homme, le développement de
I'hépatomégalie et de la stéatose est contr6lé par un régime alimentaire tres strict. Les
patients GSD 1a doivent limiter leur consommation de sucres rapides (fructose, galactose...),
afin d’éviter un apport supplémentaire de G6P et de glycogéne au niveau du foie.
Cependant, la restriction de consommation de certains aliments, comme les fruits et les
produits lactés, varie de l'interdiction a la limitation de quantités définies, en fonction des
médecins pédiatres. Ce nouveau modele de GSDla permettra d’étudier l'influence du
régime alimentaire sur le développement des tumeurs hépatiques. Les souris seront
soumises a des régimes enrichis en fructose ou en galactose, des régimes hyperlipidiques et

riches en saccharose (HF/HS High Fat High Sucrose) et des régimes hyperlipidiques sans
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sucre rapide. Ces différents régimes permettront de moduler le degré de stéatose et le
stockage de glycogéne pour évaluer si ces deux parameétres sont liés a la survenue des HCA.

Enfin, chez ’'homme, la caractérisation moléculaire des HCA ou HCC hépatiques des
patients GSD1a reste difficile car le nombre de biopsies est limité. Actuellement seuls quatre
biopsies d’adénomes de patients GSD 1a ont pu étre caractérisées (Bioulac-Sage et al., 2009;
Zucman-Rossi et al.,, 2006). Ce modele de souris L-G6pc'/' devrait permettre de mieux
caractériser ces tumeurs et de pouvoir établir leur classification en fonction des voies
moléculaires dérégulées. Une premiere étude sera une étude moléculaire des marqueurs
connus pour étre mutés dans les HCA, comme HNFla et la Bcaténine, ainsi que I'étude de
I’expression de leurs génes cibles.

En conclusion, les données qui seront obtenues au travers de ces prochaines études
permettront d’adapter le régime des patients GSD 1a afin de limiter I'apparition des tumeurs

hépatiques.

Les pathologies rénales et intestinales pourront également étre étudiées grace a la
création de lignées de souris spécifiguement invalidées pour le gene G6pc dans les reins ou
I'intestin. L'utilisation d’une souris exprimant la recombinase Cre-ERT2 sous le promoteur de
la villine (El Marjou et al., 2004) ou de la protéine Kap (Kidney Androgen regulated protein)
(ICS) permettra une expression spécifique de la recombinase au niveau intestinal ou rénal,

respectivement. Ainsi, en croisant ces souris avec les souris B6.g6pc'®/'™

, hous disposerons
de deux nouveaux modeles de GSD 1la ciblant spécifiquement la pathologie rénale
(insuffisance rénale) et intestinale (malabsorption du glucose), ce qui permettra une étude
plus précise des mécanismes moléculaires mis en jeu. De plus, les souris invalidées au niveau
intestinal nous permettront d’étudier une voie alternative d’absorption du glucose

impliquant la G6Pase, suggérée lors de la caractérisation des souris invalidées pour le

transporteur GLUT2 (Stumpel et al., 2001).
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2eme partie : Test de |'efficacité de vecteurs
viraux recombinants dans le traitement des
glycogénoses de type 1a



Le traitement actuel des patients atteints de GSD 1a vise a mieux contréler
I'hypoglycémie et a limiter le développement de I’'hépatomégalie et des insuffisances
rénales, grace a un controle du régime alimentaire, sans cependant étre curatif. La thérapie
génique apparait comme un traitement attractif pour soigner cette maladie. Des résultats
obtenus chez le chien GSD 1a et chez la souris totalement invalidée pour le géne G6pc ont
montré la faisabilité d’un traitement par thérapie génique sur le controle de la glycémie (voir
introduction). Cependant, les résultats obtenus ne montrent pas une correction totale de la
pathologie puisque I'"hépatomégalie et la stéatose ne sont que partiellement corrigées. Une
étude réalisée chez le modele murin de GSD 1b a montré que malgré la correction a long-
terme de la glycémie, des adénomes et méme un carcinome se développent chez les souris
traitées avec des AAV recombinants. Chez ces souris, I'hépatomégalie et la stéatose
n’étaient pas corrigées (Yiu et al., 2009). Ainsi, si la stéatose persiste, le risque de développer
des HCA a long-terme existe.

Pour pouvoir soigner la pathologie hépatique, la correction doit étre apportée au plus
grand nombre d’hépatocytes possible, voire a tous les hépatocytes. Il est donc nécessaire de
disposer de vecteurs permettant une tres bonne transduction au niveau des hépatocytes. En
collaboration avec I'équipe de biothérapie hépatique de Nantes, nous avons testé
I'efficacité ainsi que I'innocuité de nouveaux vecteurs viraux tels que les lentivecteurs et
les scAAV (self complementary Adeno-Associated Virus) dans notre modéle de souris L-
G6pc'/', a long-terme, sur le controle de la glycémie et le développement des adénomes. En
paralléle, de nouvelles technologies sont également développées permettant d’augmenter la
transduction des hépatocytes au niveau du foie, comme I’hépatectomie partielle ou I'hyper

pression hépatique (Dariel et al., 2009; Park et al., 2000).

Cette partie porte sur les premiéres études réalisées a I'aide de ces deux types de
vecteurs viraux dans le modeéle de souris L—GGpc"/". Dans une premiere partie, le vecteur
lentiviral HIV-mTTR-hG6PC a été validé par une étude a court-terme puis utilisé pour
évaluer l'efficacité thérapeutique a long-terme sur le développement de la pathologie
hépatique. Dans une seconde partie, le vecteur scAAV2/8 mTTR-hG6PC a été testé dans le
modele L—GGpc'/'. Une étude réalisée sur 1 mois a permis de vérifier |'efficacité du virus.
Cependant, la dose de virus injectée (1,5x10*'Vg/kg) n’a pas permis de corriger la pathologie

hépatique. Dans une deuxiéme étude, en augmentant la dose de vecteur viral (6x10*'Vg/kg),
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la glycémie aprés 6 heures de jeline s’est maintenue autour de 120 mg/dL. Cette étude a été

réalisée sur 8% mois post-traitement.

I Introduction a la thérapie génique du foie

Le foie représente une cible idéale pour la thérapie génique car il présente de
nombreux avantages. C'est |'organe le plus volumineux des visceres et le parenchyme
hépatique est homogéne. Plus de 60% (80% en volume) des cellules hépatiques sont des
hépatocytes organisés en travées autour des sinusoides. Le foie est un organe tres
vascularisé et a la caractéristique de posséder deux systémes de circulation : la circulation
systémique, via I'artere hépatique, et la circulation portale, via la veine porte, qui provient
de l'intestin et qui représente 70% de la circulation hépatique. Ainsi, toute particule injectée
dans la circulation systémique se retrouve rapidement concentrée au niveau du foie. De
plus, I'endothélium hépatique est fenestré. Les sinusoides hépatiques présentent des
fenestrations de I'ordre de 100 nm de diametre, ce qui permet aux macromolécules telles
qgue des particules virales de traverser I'’endothélium pour atteindre les hépatocytes. Enfin,
le foie adulte est un organe quiescent, avec moins de 1% de division cellulaire des
hépatocytes, ce qui permet une expression a long-terme de la protéine thérapeutique

(Nguyen and Ferry, 2004).

I.1 Les voies de transfert de genes

Le transfert de génes dans le foie peut étre réalisé ex vivo ou in vivo (Ferry, 2003;
Nguyen and Ferry, 2004).
La stratégie ex vivo consiste a prélever les cellules du patient, les transduire in vitro puis les
réimplanter au patient. Cette stratégie permet la transduction des hépatocytes uniquement
en évitant la dissémination du transgene dans |'organisme et de contrOler précisément le
nombre de cellules transduites.
L'approche in vivo consiste a injecter les vecteurs de transfert directement dans la
circulation sanguine du patient. Cependant, I'injection du vecteur chez le patient peut
présenter des risques de dissémination du transgene et de transduction d’autres tissus que
les tissus-cibles. Ainsi, une réponse immunitaire peut se développer contre le vecteur ou

contre la protéine d’intérét. De plus, il n’est pas possible de contrdler facilement le nombre
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de cellules transduites (Ferry, 2003). Néanmoins, cette technique est majoritairement
utilisée pour cibler le foie car elle est moins contraignante que la technique ex vivo, qui
nécessite le prélevement d’'un lobe hépatique puis la réimplantation des hépatocytes

transduits (Wilson, 2001).

1.2 Les vecteurs de transfert

Des systemes de transport ont di étre développés pour pouvoir transférer un gene
thérapeutique dans l'organisme. Deux types de vecteurs existent: 1) les vecteurs
synthétiques, basés sur [|'utilisation de lipides ou de polypeptides pour complexer I’ADN,
(non détaillés ici) et 2) Les vecteurs dérivés des virus qui sont efficaces a la fois pour le
transfert ex vivo et in vivo. Les principaux vecteurs viraux recombinants utilisés en thérapie
génique sont les adénovirus, les virus adéno-associés (AAV), les onco-rétrovirus et les
lentivirus. Les vecteurs viraux sont rendus défectifs (élimination d’'une partie du génome
permettant la réplication du virus) et une grande partie de leur génome est remplacée par le
transgéne d’intérét. Chacun présente des avantages et des inconvénients (tableau 1). Seuls

les AAV et les lentivirus seront décrits ci-apres.

1.2.1 Les virus adéno-associés (AAV)

Le virus AAV appartient au genre des Dependovirus et a la famille des Parvovirus. C'est
un virus a ADN de petite taille (20 a 25 nm), non enveloppé, traversant facilement
I'endothélium fenestré des hépatocytes. Chez 'homme, 9 sous-types ont été identifiés
(AAV1-AAV9). Bien que 80% de la population possede une immunité pré-existante contre

I’AAV2, aucune pathologie n’est associée aux AAV (Vasileva and Jessberger, 2005).

» Génome de ’AAV

Le génome de I’AAV sauvage est composé de deux cadres ouverts de lecture : Rep et
Cap. Le gene Rep code pour 4 protéines régulatrices, impliquées dans la réplication et la
régulation de I'expression des génes et le géne Cap code pour 3 protéines de capside. Ces
régions sont encadrées par des séquences de 145pb appelées séquences terminales
répétées inversées (ITR). Les 125 premiers nucléotides forment un palindrome et sont
repliés en forme de T. Les séquences ITR contiennent des séquences RBE (Rep-Binding

Element) et trs (terminal resolution site) nécessaires pour la réplication du génome. Ces
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séquences ITR servent aussi d’origine pour la réplication virale avec une extrémité 3’ OH

libre (figure 19).

» Cycle viral des AAV

Les virus AAV ont besoin, pour leur réplication, de I'aide de virus auxiliaires « helper »
tels que I'adénovirus ou I'herpes simplex virus (HSV). En présence de virus « helper », le
cycle lytique débute. Il y a alors réplication du génome, expression des génes viraux et la
production de virions. En absence de virus « helper», la réplication est limitée et
I’expression des génes viraux est réprimée. Chez ’lhomme, I’AAV sauvage s’integre dans le
génome de la cellule héte au niveau d’un site spécifique AAVS1, situé dans la zone q13.4 du
chromosome 19 créant une phase de latence (Daya and Berns, 2008) (figure 20).

L’étape limitante lors de la transduction par des AAVr est la conversion du génome AAV
simple brin en ADN double brin (ADNdb), en absence de virus « helper » (Ferrari et al.,
1996), entrainant des délais d’expression longs du transgene. La synthese du brin
complémentaire débute au niveau des ITR grace a I’ADN polymérase cellulaire (Figure 21).
Un mécanisme alternatif pour former ces ADNdb existe et consiste en une hybridation de
deux molécules ADNsb complémentaires apportées par deux particules virales différentes.
En effet, les AAV peuvent empaquetés, avec la méme efficacité, des brins d’ADN de polarité
positive ou négative. Ainsi, lors de transduction a de fortes doses, ce mécanisme doit
contribuer a la formation des ADNdb (McCarty, 2008). Les AAVdb formés peuvent ensuite
former des structures circulaires plus stables (Wang et al., 2007) et s’associer, grace a des
phénomeénes de recombinaison entre les ITR, pour former des diméres ou des concatémeres
(Nakai et al., 2000). La majorité des génomes viraux des AAVr sont présents sous forme
d’épisomes (Vasileva and Jessberger, 2005). Ce type de vecteur viral est donc a utiliser
préférentiellement pour transduire des cellules quiescentes comme le foie adulte. En effet,
si des vecteurs AAV2/8 sont injectés durant la période néonatale chez des souris, le foie est
efficacement transduit mais, dés deux semaines post-injection, le vecteur épisomal est
perdu presque totalement du au doublement du poids du foie (Cunningham et al., 2008). De
facon similaire, le traitement de rats Gunn, atteints de la maladie de Crigler-Najjar, par un
vecteur AAV durant la période néonatale résulte en une perte d’expression du transgene

apres un et trois mois post-injection (Flageul et al., 2009).
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» Développement de vecteurs dérivés des AAV

Le génome de I’AAV recombinant (AAVr) contient toujours les deux séquences ITR mais
les genes Rep et Cap sont remplacés par la cassette d’expression du géne d’intérét. Les
séquences ITR sont les seuls éléments requis pour la réplication ainsi que I’encapsidation du
génome viral. Pour la production des AAVr, les génes Rep et Cap et les éléments du virus
« helper » sont apportés en trans.
Les premiers vecteurs AAVr ont été développés a partir de I’AAV de sérotype 2, qui permet
la transduction de nombreux tissus avec une efficacité modérée. Pour améliorer le tropisme
et I'efficacité de transduction des AAVr, la technique de pseudotypage a été développée.
Cette technique permet de produire des particules mixtes associant les ITR de I'AAV2 et la
capside d’un autre sérotype (Buning et al., 2008). Ainsi, des vecteurs AAV2/8 ont pu étre
développés pour un transfert de gene trés efficace au niveau du foie. Le tableau 2 illustre les

sérotypes les plus adaptés pour la transduction de différents tissus.

» Développement de vecteurs AAV « self complementary » (scAAV)

Afin de contourner I'étape de formation des ADNdb (synthése ou hybridation inter-
molécules), de nouveaux vecteurs scAAV ont été développés permettant la libération dans le
noyau cellulaire de structures doubles brins par hybridation intra-molécule. Pour produire
des scAAV, le transgéne doit avoir une taille limitée a 2,3kb (la moitié du génome AAVr) et la
séquence doit étre répétée inversée, apres le clonage d’une séquence ITR mutée (Goncalves,
2005; McCarty, 2008). La présence de cette séquence ITR mutée empéche I'action d’une
endonucléase, qui, normalement coupe les intermédiaires de réplication au niveau des ITR
pour générer les structures simple brin. Ainsi, des génomes dimériques se forment, avec une
ITR mutée au centre de leur structure et les deux ITR sauvages a chaque extrémité (figure
21). Une fois libéré dans la cellule-cible, le génome s’auto-apparie de maniére autonome, ce

qui permet une expression rapide du transgene.

1.2.2 Les lentivirus

Les lentivirus appartiennent a la famille des rétrovirus qui sont des virus a ARN
enveloppés. Les onco-rétrovirus appartiennent également a cette famille. Lors du cycle
d’infection, I’ARN viral va étre rétrotranscrit en ADN, formant ainsi le génome proviral. Celui-

ci s'intégre dans le génome de la cellule hote et utilise sa machinerie cellulaire pour former
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de nouveaux virions qui sont libérés par bourgeonnement hors de la cellule. L’avantage
majeur des lentivirus par rapport aux onco-rétrovirus pour le développement de vecteurs
viraux est leur capacité a infecter les cellules qui ne se divisent pas (Lewis et al., 1992). Ainsi,
les lentivirus ont la capacité a infecter les neurones ou les hépatocytes chez I'adulte.

Le lentivirus le plus étudié est le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) responsable
du syndrome de I'immunodéficience acquise, maladie chronique a évolution lente et les
premiers vecteurs lentiviraux ont été développé a partir de ce virus (figure 22).
L'inconvénient majeur de ces virus est leur taille ; les particules virales ont une taille de 100
nm et franchissent difficilement I’endothélium des hépatocytes (fenestrations de 100 nm),

ce qui diminue I'efficacité de transduction.

» Le génome des lentivirus

Le génome viral est composé de deux molécules ARN. Comme tous les rétrovirus, le
génome des lentivirus contient trois phases de lecture gag, pol et env (figure 23). Le géne
gag code pour les protéines de la matrice intramembranaire, de la capside et de la
nucléocapside. Le géne pol code pour les enzymes nécessaires au cycle de réplication : la
protéase PR (responsable du clivage des produits des génes gag et pol), la rétrotranscriptase
et I'intégrase. Le géne env code pour les deux protéines de I'enveloppe (SU et TM) (figure
23).

En plus de ces génes de structure, les lentivirus (exemple de HIV-1) contiennent
également des génes de régulation tat et rev codant deux facteurs de régulation de la
réplication et des genes accessoires vif, vpr, vpu et nef codant des protéines qui participent a
la pathogénicité du virus.

Le génome des rétrovirus contient aussi des séquences non codantes, qui agissent en cis.
Aux extrémités du génome viral, on trouve les « long terminal repeat » (LTR) qui contiennent
des signaux d’initiation et de terminaison de la transcription. La séquence W correspond au
signal d’encapsidation du génome ARN. D’autres séquences interviennent au cours de la
rétrotranscription : la séquence « primer binding site » (PBS), les séquences « polypurine

tract PPT » et « central PPT » (cPPT) et la séquence « central terminaison sequence » (CTS).
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» Le cycle réplicatif des lentivirus : exemple du HIV-1 (Freed, 2001)
Le cycle réplicatif du HIV se divise en deux phases principales (figure 24):
- Les phases précoces qui aboutissent a l'intégration de I'ADN viral dans la
chromatine de la cellule infectée.
- Les phases tardives qui aboutissent a la formation d’une nouvelle particule

infectieuse.

Les phases précoces
L'entrée du virus a lieu aprés fixation du virion sur des récepteurs de la membrane
cellulaire et fusion des membranes cellulaires et virales. Le virus subit une étape de
décapsidation qui conduit a la libération du complexe nucléoprotéique : le complexe de
rétrotranscription. Le génome ARN est alors rétrotranscrit par la rétrotranscriptase en une
molécule ADN double brin. L’association de I’ADNdb, de protéines virales et cellulaires
forment le complexe de préintégration (PIC), qui est transloqué dans le noyau cellulaire et le

génome peut étre intégré au génome cellulaire grace a l'intégrase virale.

Les phases tardives
Ces phases débutent par les étapes de synthése des ARN viraux, suivi de la production
des protéines virales, de I'assemblage des particules nucléoprotéiques. Les particules virales
immatures sont évacuées de la cellule par bourgeonnement. Elles emportent une partie de
la membrane cellulaire olu se sont incorporées les glycoprotéines d’enveloppe. La
maturation des particules a lieu a I'extérieur de la cellule par clivage des précurseurs

protéiques issus des genes gag et pol.

Le développement d’outils de transfert de gene a partir du HIV-1 consiste a ne conserver
que les phases précoces jusqu’a l'intégration du provirus dans le génome et a supprimer la

phase post-intégrative.

» Développement de vecteurs lentiviraux dérivés du HIV-1

Afin de développer des vecteurs lentiviraux défectifs, les génes viraux doivent étre
apportés en trans. Certaines séquences non codantes qui agissent en cis doivent étre

conservées. Ainsi, le vecteur d’expression doit contenir, en plus de la cassette d’expression
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du transgéne, les deux LTR, la séquence W pour I'encapsidation de I’ARN et la séquence RRE
(Rev Response element), nécessaire a I'export nucléaire des ARN viraux. Les séquences
d’expression des protéines de structure (gag), des enzymes (pol), des protéines d’enveloppe

(Env) et les protéines régulatrices Tat et Rev sont apportées en trans.

La production de ces vecteurs repose donc sur la co-transfection transitoire de trois
plasmides dans les cellules HEK-293T :

- Le plasmide d’expression du génome ARN vecteur, qui sera encapsidé dans la
particule virale.

- Le plasmide codant les génes viraux gag, pol, tat et rev sous le contréle d’un
promoteur CMV (cytomégalovirus). La délétion des LTR et de la séquence d’encapsidation
empéche I'encapsidation de I’ARN transcrit par ce plasmide.

- Le plasmide d’enveloppe permettant le pseudotypage du vecteur. Le gene codant
les protéines d’enveloppe du HIV-1 est remplacé par des protéines d’enveloppe d’autres
virus afin d’élargir le tropisme du vecteur. La glycoprotéine d’enveloppe la plus utilisée pour

les vecteurs lentiviraux est la glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G).

L'utilisation de trois plasmides permet de réduire les risques de reconstituer un lentivirus

compétent pour la réplication, et de garantir ainsi la biosécurité des vecteurs lentiviraux.

Des améliorations peuvent étre apportées pour augmenter la transduction des
cellules et I'expression du transgene. La premiere modification a été le pseudotypage des
vecteurs avec la glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire (cf paragraphe
précédent). L'ajout des séquences cPPT/CTS dans la cassette d’expression du transgéne a
permis d’augmenter la transduction des cellules cibles (Zennou et al., 2000). Enfin, I'ajout
d’une séquence WPRE (Woodchuck hepatitis virus transcriptionnal Regulatory Element) en
3’ du transgene favorise la stabilité des ARNm et I'expression du transgene (Zufferey et al.,

1999).
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II. Etude de I'efficacité d’'un vecteur lentiviral HIV-imTTR-hG6PC
chez les souris L-G6pc/-

Afin d’améliorer le pourcentage de transduction des hépatocytes, le traitement
lentiviral doit étre réalisé durant la période néonatale. Pour disposer de souriceaux L—G6pc'/'
a la naissance, I'induction de la déficience par traitement au tamoxiféne doit étre réalisée in
utero. Malheureusement, les essais de traitement au tamoxifene chez les méres gestantes
ne nous ont pas permis d’obtenir de souriceaux vivants. La mort des souriceaux peut étre
lige a la toxicité du tamoxifene chez le foetus ou a la mére qui ne n'occupe pas de ses
souriceaux apres la mise-bas.

Ainsi, I'efficacité et I'innocuité du vecteur lentiviral ont été étudiées dans le cadre
d’un protocole de prévention : le vecteur lentiviral a été administré avant l'induction de la

déficience.

I1.1 Protocole expérimental

I1.1.1 Description et production du vecteur lentiviral HIV-mTTR-hG6PC

Les vecteurs lentiviraux HIV-mTTR-hG6PC inactivés ont été produits par TH Nguyen, a
Nantes (Inserm U948) (figure 25). L'ADNc G6PC humain a été cloné sous le contréle d’un
promoteur hépato-spécifique mTTR, le promoteur de la transthyrétine murine fusionné a un
enhancer hépato-spécifique (Nguyen et al., 2005). En amont du promoteur mTTR, le vecteur
viral contient également les fragments cPPT et CTS du virus HIV-1 qui facilitent la
translocation nucléaire du complexe pré-intégratif du vecteur et I'élément de régulation
post-transcriptionnel du virus de I’hépatite de la marmotte.

Les vecteurs lentiviraux défectifs sont produits par transfection transitoire, dans les
cellules 293T, de trois plasmides : un plasmide codant les protéines d’enveloppe VSV-G du
virus VSV (Vesicular Stomatitis Virus), un plasmide codant les protéines (Gag, Pol, Tat, Rev)
nécessaires pour la formation des particules virales et un plasmide codant le vecteur de
transfert (Bovia et al., 2003). lls sont ensuite concentrés par ultracentrifugation.

Le titre des productions de HIV-mTTR-hG6PC ont été déterminés apres transduction de
cellules Hela par PCR quantitative.

Titre de la production 1 : 1.3x10° TU/ml (TU=Transduced Unit).

Titre de la production 2 : 8x10° TU/ml.
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11.1.2 Transduction de cellules HepG2 par le vecteur HIV-mTTR-hG6PC

La lignée de cellules HepG2 est issue d’un hépatocarcinome humain (ECACC:
European Collection Agency of Cell Cultures, UK). Les cellules sont cultivées dans un milieu
Dulbecco’s modified Eagles’s medium (DMEM : Invitrogen) 1g/L de D-glucose, supplémenté
avec 10% de sérum de veau foetal (SVF, Invitrogen), 2mM de glutamine, 1lpg/uL de
streptomicin et 1U/ml de penicilline, a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5% de
co2.

Les cellules sont ensemencées a 50 000 cellules par puits de 35mm. A 40% de confluence,
les cellules sont traitées par le lentivirus HIV-mTTR-hG6PC (Multiplicity Of Infection=MOI 10
ou 30; une MOI 10 correspond a 10 particules infectieuses par cellule) pendant une nuit a
37°C dans du DMEM (1g/L de glucose) sans SVF, puis le milieu est remplacé par du milieu
complet. Les cellules sont ensuite maintenues pendant 24 heures a 37°C puis sont
récupérées grace a un traitement a la trypsine et conservés a -80°C.

Un dosage d’activité G6Pase est ensuite réalisé sur un homogénat cellulaire. Les cellules sont
homogénéisées dans 10mM HEPES, pH7,3 par ultrasonication. L’activité G6Pase est
déterminée sur 'lhomogénat cellulaire dilué 20 fois dans un tampon 10mM HEPES, 0,25M

eme

sucrose, pH 7,3 (cf 3™ partie I1.4) (Mutel et al., in press).

11.1.3 Injection des vecteurs lentiviraux chez la souris B6.G6pclox/lox /S AcreERT2/+

Les vecteurs lentiviraux HIV-mTTR-hG6PC [4 a 5x10’TU (transduced Units) dilué dans
un volume de 50ul] sont administrés via la veine temporale chez des souriceaux
B6.G6pc' ™ /SATEERTZ* 3045 de deux jours (aiguille de 27G). Linjection est réalisée trés
progressivement, a I'aide d’'une pompe péristaltique, a un débit faible et continu de 3uL/sec.
En controle, des souriceaux ont été injectés avec 50uL de sérum physiologique. La
manipulation des souriceaux nécessite des précautions particuliéres pour éviter leur rejet
par la mére (imprégnation du manipulateur avec I'odeur de la litiere).

Le génotypage des souris est vérifié uniquement a I'age de 10 jours, a partir de ’ADNg

extrait d’'un morceau de queue.
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II.1.4Induction de I'’excision du géne G6pc dans le foie des souris B6.g6pclox/lox /S AcreERT2/+

L'induction de la déficience est réalisée a I'dge de 18-21 jours, par injections
intrapéritonéale de tamoxiféne durant 5 jours avec une dose de 0,5mg de tamoxiféne/jour.
Les souris L—G6pc'/' sont donc obtenues a I'age de 3-4 semaines.

Apreés induction de la déficience, le développement de la pathologie a été étudié a court-
terme (3 semaines) pour valider le vecteur lentiviral, puis, dans une deuxieme étude, a long-

terme, apres 7% mois d’invalidation du gene.

I1.2 Validation de la construction lentivirale

11.2.1 Validation in vitro

Les cellules HepG2 présentent une activité G6Pase basale faible (figure 26).
L'efficacité de la construction lentivirale a donc été étudiée dans ces cellules aprés
transduction par le vecteur HIV-mTTR-hG6PC a deux concentrations virales (MOI 10 ou 30).
La transduction des cellules HepG2 induit une augmentation de 'activité G6Pase de maniere

dose-dépendante (figure 26), validant ainsi la fonctionnalité de la construction lentivirale.

11.2.2 Validation in vivo

Dans le cadre de cette premiere étude pour validation, I'efficacité du vecteur
lentiviral a été vérifiée sur la régulation de la glycémie, I'accumulation de glycogéne et de TG
hépatiques et I'expression du transgene G6PC humain au niveau du foie, trois semaines

apreés induction de la déficience.

» Correction des paramétres plasmatiques

En comparaison avec les souris L-GGpc’/’ non traitées, les souris L-G6pc'/’ traitées par
le vecteur lentiviral mTTR-hG6PC (n=3) ont normalisé leur glycémie ainsi que leurs taux de
triglycérides et de cholestérol plasmatique. Apres 6 heures de je(ine, elles présentent une
glycémie similaire aux souris témoins (7,1 £ 1,0mM vs 7,5 £ 0,1mM chez les L-G6pc™*) et
significativement augmentée par rapport aux souris L—GGpc'/' non traitées (3,51 £ 0,6mM)
(figure 27A). Le taux de TG est significativement diminué par rapport aux souris L—G6pc'/' non
traités (0,9 + 0,1g/L vs 2,1 + 0,3g/L chez les L-GGpc'/' non traitées) (figure 27B). De méme, le

taux de cholestérol tend a diminuer et a étre normalisé mais n’est pas significativement
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Figure 28 : Paramétres métaboliques hépatiques des souris L-G6pc-/- traitées par le
vecteur lentiviral HIV- mTTR-hG6PC

(A) % du poids du foie par rapport au poids corporel, (B) Contenu hépatique en triglycérides, (C)
contenu hépatique en glycogéne, (D) contenu hépatique en G6P des souris L-G6pc+/+ (barres
blanches), des souris L-GGpc'/' non traitées (barres noires) et des souris L-Gch'/’ traitées par les
lentivirus mTTR-hG6PC (barres grises).

Les données ont été obtenues 3 semaines apres l'induction de la déficience par traitement au
tamoxiféne, soit 6 semaines apres l'injection systémique des lentivirus mTTR-hG6PC, chez des souris
euthanasiées aprées 6h de jelne.

Les résultats sont représentés sous la forme moyenne = SEM (L-GGpc”*: n=3 ; L-gbpc . n=5; L-
G6pc” hG6EPC : n=3)

** Significativement différent des souris L-GGpc”+ (Test Mann & Whitney, p<0,01)

§ et §§ Significativement différent des souris L-GGpc'/' non traitées (Test Mann & Whitney, p<0,05 et p<0,01)
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différent des souris non traitées (1,0 + 0,2g/L vs 1,5 + 0,1g/L chez les L—G6pc'/' non traitées)
(figure 27C).

» L’expression du transgéne prévient le développement de ’hépatomégalie

Comme attendu, 3 semaines aprés l'induction de la déficience, les souris L-GGpc'/'
non traitées développent une hépatomégalie avec un foie représentant 10% de leur poids
corporel comparé aux souris témoins dont le foie ne représente que 5% de leur poids total
(figure 28A). Cette hépatomégalie est due au stockage de glycogene et de TG plus important
dans le foie de ces souris (figures 28B et 28C). A I'opposé, les souris L-G6pc'/' traitées par le
vecteur lentiviral mTTR-hG6PC ne présentent plus d’hépatomégalie, avec un poids de foie
représentant 5,6 + 0,9% de leur poids total (figure 28A). Ces résultats sont en accord avec
des taux de glycogene et de G6P comparables aux souris témoins L-G6pc"/+ (figures 28C et
28D). De plus, les souris traitées n’ont pas développé de stéatose hépatique et leur taux de

TG hépatiques sont treés inférieurs aux souris L—GGpc'/' non traitées (figure 28B).

» Le vecteur lentiviral restaure I'activité G6Pase hépatique

L’expression du géne Gb6pc a été analysée dans le foie des souris au niveau de
I'expression des ARNm G6pc endogene, des ARNm du transgene G6PC humain et de
I'activité G6Pase (figure 29). La séquence humaine du géne G6PC a été utilisée comme
transgéne afin de nous permettre de différencier I'expression du gene endogéne et du
transgene, a I'aide d’amorces spécifiques. L'expression du transgene a été déterminée par
RT-PCR quantitative. Le transgéne est exprimé au niveau du foie des souris L—G6pc'/' traitées,
alors qu’il est indétectable chez les souris controles et L-GGpc'/' non traitées (figure 29A).
L'expression du transgene permet une normalisation de ['expression du géne G6pc
endogene, qui est fortement induit chez les souris L-GGpc'/' non traitées (Figure 29B et figure
2B, J Hepatol). L'expression de la G6PC humaine permet une restauration de 70% de
I'activité G6Pase basale, dans le foie des souris L-GGpc'/'traitées (7,7 £1,6 U/g tissu vs 10,9 +
2,4U/g tissu chez les L—GGpc+/+) (figure 29C). L'activité G6Pase est indétectable chez les souris

L-GGpc'/' non traitées.
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» Dissémination tissulaire du transgéne

Etant donné que l'injection de vecteurs viraux dans la circulation systémique peut
entrainer la transduction de multiples organes, une analyse par PCR du transgéne a été
réalisée dans de nombreux tissus pour vérifier la dissémination chez deux souris L-GGpc'/'
traitées. Comme attendu, le transgéne est présent au niveau du foie (Figure 30). Le
transgene G6PC humain est également détecté au niveau de l'intestin, du cceur et des
muscles chez les deux souris. Chez une souris, le transgene est détecté au niveau du rein
(Figure 30). La PCR n’étant pas réalisée dans des conditions semi-quantitatives, la différence
d’expression entre les différents tissus ne peut pas étre analysée. Le transgéne n’est pas
détecté au niveau des autres organes testés (rate, testicule, tissu adipeux et poumons)
(Figure 30). Malgré cette dissémination, I'expression du transgéne est sous le contrdle du
promoteur de la transthyrétine, spécifiquement produite par le foie. Ainsi, le transgene doit

étre transcrit uniquement dans le foie.

I1.3 Efficacité du vecteur a long-terme sur le controdle de la glycémie

Les résultats obtenus in vitro aprés transduction des cellules HepG2 et in vivo ont
permis de démontrer la restauration d’une activité G6Pase validant I'efficacité du vecteur.

Un second groupe de souriceaux B6.G6pc'™/'/SATeERT2/*

, agés de deux jours, a été injecté
avec le vecteur lentiviral (provenant d’une production différente). Aprés induction de la
déficience, a I’age de 3 semaines, la glycémie est suivie une fois par mois, aprés 6 heures de
jedne. La figure 31 illustre le suivi de glycémie, a partir du premier mois et jusqu’a 7 mois
apres le traitement au tamoxiféne. Apres 6h de jeline, les souris témoins L-GGpc"L/+ ont une
glycémie d’environ 150mg/dL en moyenne au cours des 7 mois alors que les souris L—G6pc'/’
non traitées ont une glycémie significativement diminuée d’environ 50-60 mg/dL en
moyenne tout au long du suivi (figure 31). Un mois apres avoir induit la déficience, la
glycémie des souris L-GGpc'/' traitées n’est pas corrigée et les souris développent une
hypoglycémie contrairement aux résultats obtenus dans I’étude a court-terme. Cependant, a

eme

partir du 27" mois de déficience, la glycémie a 6 heures de jeline est corrigée et se stabilise
a une valeur de 140mg/dL en moyenne chez les souris L—G6pc‘/' traitées, non différente de
celle des souris controles.

Les parametres plasmatiques TG et cholestérol ont été analysés 3 mois et 7% mois apres
induction de la déficience. A 3 mois, les souris L-GGpc'/' traitées ont normalisés leur taux de
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TG et de cholestérol plasmatiques (figure 32). La correction au niveau des TG plasmatiques
est maintenue apres 7% mois chez les souris L-GGpc’/’ traitées mais le cholestérol est a
nouveau augmenté par rapport aux souris témoins et atteint le taux des souris L—G6pc'/' non

traitées (figure 32).

II1. Etude de I'efficacité d’un vecteur scAAV mTTR-hG6PC chez
les souris L-G6pc/-

Afin d’évaluer l'efficacité du vecteur scAAV-mTTR-hG6PC chez le souris L-GGpc'/', le
traitement a été réalisé a I'age de sept semaines afin d’assurer une bonne transduction au
niveau des hépatocytes. Ce protocole nous permet de tester |'effet thérapeutique du

vecteur scAAV étant donné que la pathologie est déja présente au moment du traitement.

II1.1 Protocole expérimental

I11.1.1 Description des vecteurs scAAV2/8-mTTR-hG6PC

Les vecteurs scAAV2/8-mTTR-hG6PC ont été produits par la plate-forme de
production de vecteurs viraux, a Nantes (Inserm U649). lIs codent pour ’ADNc G6PC humain,
sous le contréle du promoteur mTTR. lls contiennent également les séquences ITR de 'AAV2

de part et d’autres du transgene et les protéines de la capside sont de sérotype 8 (figure 33).

I11.1.2 Transfection des cellules HepG2 avec la construction plasmidique scAAV.mTTR-
hG6PC

1x10° cellules HepG2 (cf 11.1.2) ont été transfectées par 5 ug d’ADN plasmidique
codant le scAAV.mTTR-hG6PC en présence d'un agent transfectant (Exgen 500,
Euromedex). Aprés 24 heures a 37°C, les cellules sont traitées a la trypsine et conservées a

-80°C. Un dosage d’activité G6Pase est réalisé sur les homogénats cellulaires (cf I1.1.2).

I11.1.3 Induction de l'excision du gene G6pc dans le foie des souris
B6.g6pclox/lox /S AcreERT2/+

L'induction de la déficience est réalisée a I'age de 18-21 jours, par un traitement au

tamoxiféne durant 5 jours avec une dose de 0,5mg de tamoxiféne/jour. Les souris L-GGpc'/'
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sont obtenues a I'age de 3 semaines. Le développement de la