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Introduction Générale

1 Introduction générale

/1$'L HVW OH VXSSRUW GH OfYLQIR chinigueleR Qouble Qélive L T X H
a été mise en évidence par Francis Crick, Jim Watson et Maurice Wilkins, il y a un demi-
siecle [1]. Cette découverte révolutionna la Science et marqua ¥ Ba@FH G{XQH QRXY
discipline; la biologie moléculaire. Cette derniele FRQQX GpQRUPHV SURJUQqV
années 1970, notamment par la découverte des enzymes de restriction, des techniques de
clonage, eetGYDPSOLILFDWLRQ PROpPFXODLUH FRQGXLVDQW DLQ)\
[2]. De nouvelles pistes thérapeutiques ont ainsi émergées avec, parmi elles la thérapie
génique apparue dans les années 70 [3].

La thérapie génique consiste a utiliser dép T X H Qaeidleg nGcleiques a des fins
thérapeutiques. Le principe consiste selon la pathologie visée, a délivrer aux cellules un gene
fonctionnel pour remplacer celui muté ou dysfonctionneff&RIULIJLQH GH ODn PDODGL
JJQH FDSDEOH GH UpJXOHU RX GTLQK4EAODOGH [ BpUHNOHAHR @
médicament qui agit sur l'activité des protéines et sur les fonctions cellulaires, la thérapie
génigue cherche a intervenir plus en amont, a la source méme du dysfonctionnement.
Initialement elle a été décrite pour les maladies monogéniques dont le gene responsable avait
été identifié, telles que la mucoviscidose, les déficits immunitaires séy@tes,puis ses
applications ont été étenglsia un plus large éventail de pathologies comme les cancers, les
maladies neurodégénératives, le diab&tet WFHV FKDPSV G{DSSOLFDWLRQ
génique sontD X M R X hb@Il§r&uX et se distinguent principalement sous deux formes selon
le type de cellules a corriget.y X Q H, &aDhéMapie génique somatique qui consiste en un
transfert de genes dans les cellules somatiques du patient afin de corriger une anomalie, sans
gue la correction ne soit transmise a la descendanf® X W U, Ha $hé&apw génique
germinale qui consiste en la modification du patrimoine génétique des cellules sexuelles, dont
la correction est transmissible aux futures générations. GelleX [LqPH IRUPHeS&IDSSUR
WRWDOHPHQW lo@MekrGidowdes Edhsideratihrs notamment éthiques.

La délivrance des génes médicaments dans les cellules nécessite un systeme de transfert
sOr et efficace, appelé « vecteur ». Ce dernier ddUH FDSDEOH GH FRPSDFWE&
masquer sa charge et de le protéger des dégradations par les nutl&¥&sO SHXW VXELU
les milieux biologiques. En effet, le succés du transfert de génes est largement dépendant du
comportement du vecteur au cours de son trdgeX VLWH GH OYLQMHRBRWHR®Y MXV
pourquoi le vecteur idéale doit avoir un certain nombre de caractéristiques, qui sont
principalement, (i) une bonne efficaci@ H WUDQVIHFWLRQ DYHF OH PRLQV
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possible, c'est&s LUH rWUH FDSDEOH GLQGXLUH >XQH niMdestUHV VLR
suffisant pour avoir un effet thérapeutique clinique ou bien de bloquer la traduction des
protéines spécifiques 20 T R U du ldgsfeénctionnement pathologique, (i) en plus étre
spécifique du tissu cible et non immunogene [5,6]. Les méthodes de thérapie génique sont
essentiellement classées en deux catégories : la délivrance par les virus recombinants, et par
les approches chimiques et physiques qualifiées de « non wr&esfonction du type de la
maladie, la thérapie génique utilise divers outils pour la délivrance de génes, principalement
les virus, les vecteurs synthétique@ HV ROLJRQXFOpPpRWLGHV I6&HV VL5
ribozymes« H W4}. Les vecteurs viraux sont les plus utilisés en raison de leur capacité
naturelle a reprogrammer leur hote par transfert de génes. En effet, les virus sont des vecteurs
QDWXUHOV D\DQW SRXU FDUD&uwgaydl ded/ telldgd hBtesVpd @ WL HO O
WUDQVIpUHU OHXU PDWpPULHO JpQpWAOBRHUHWS BXXWLH UyS O
GLVVpPLQHU GDQYe adnibtgudd Qrus/ Padifies (renferment un génome
recombinant porteur du géne thérapeutique) sont couramment utilisés dans la majorité des
essais cliniques en raison de leur efficacité de transfection trés élevée par rapport aux vecteurs
non viraux [7,8]. Ainsi les virus recombinants restent la référence a ce jour. Les plus utilisés
sont principalement les rétrovirus, lentivirus, adénovirus, virus associés aux adénovirus
(AAV) et OH Y LU X Vesati 0rff kbdifi&s de facgghp Y LWHU TXfLOV QH VH PX
sein des cellules infectées. La modification des virus consiste a amputer les séquences virales
gui codent pour les protéines essentielles au cycle infectieux pathogéne. Seules les séquences
SHUPHWWDQW OD FRQVWUXFWLRQ GH O GPLUMWHFWQRQYV
conservées. Le @ RPH GX YLUXV HVW HQILQ UHPSODFpnt&&tU FHOXL
ODLV OHV QRPEUHX[ SURE O g P r&cBNhWmEntS @ddit GefproBBdR L G H
immunogénicitég ) ont poussé les chercheurs a dévelopBeX D XsystaHeg de délivrance
de génesFDSDEOHV GIDVVXUHU OHV PrPHV IR QFWIFR®V A HHQNV
Ainsi GIDXWUHYV DS Soh&geed \essdriiglment les méthodes physiques
OTpPOHFWURSRAANWRNHRY LR #DHAY FKLPLTXHV OHV OLSLGH
OHV SHSWtagtHidhné que les méthodes physiques de transfert de génes sont peu
efficaces et difficilement applicables aux organes profonds, les recherches se sont concentrées
sur le développement des vecteurs synthétiques. Ces derniers sont donc des molécules
synthétiquesG L Q V S L U D W,LeR@nti@lBriex de$ Qpiels\Vcationiques, des polymeres
cationiques et des peptides, cagagblV GILQWHUDJLU SDU HIIHW pOHFWUR)
DQLRQLTXHVY GH O0¢97%'1 HW GH OH FRPSDFWHU YRXU H!
respectivement lipoplexes ou polyplexes. Les évaluations précliniques montrent que les
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vecteurs synthétiques ont une efficacité limitée, mais suscitent un intérét lié principalement a
leur innocuité, par rapport aux virus recombinants [8].

De nombreuses barriereg R 18 R M déliviance @ OTH[SUHVVLRQ GTXQ JgQH
XQ HQGURLW YR X QOctorG:HesOrfidrddtibbalat Beld composants du sang telles
gue les protéines sériquedH|[ DOEXPIEQUWHLY TXHV G 1 R&Mds @allMEsWl R Q
systeme immunitaire, le mucus des voies respiratoires, les infections bactériennes
opportunistesHW OfJLQIODPPDWLRQ ¢&quupe@ e effdt &xMiyfuRrrHa falble &
efficacité de transfection des vecteurs synthétiques. La composition, la taille, la fame de
molécules ont un impact important sur la biodistribution et le devenir des médicaments dans
O TR U J DB EN &ffet, les particules chargées positivement interagissent avec les protéines
sériques et sont reconnues faciletygar les cellules du systéme immunitaire, conduisant a la
déstabilisation et a la clairance rapide des complé&eedissimulation de la charge de surface
des nanoparticules esGRQF HVVHQWLHOOH ORUV GYiXQ@iHsi,DGPLQL'
I T XW L O lu\génd/ tom@e Giédicament implique la connaissance et la compréhension des
nombreux processus qui régissent la pharmacologie, la biodistribtidl, O fH[SUHVV LR C
principe actif dans les cellulesi RUPXODWLRQ PR G Hcibftbe@apeuti@uey.W U D W L
LITpWXGH GH FHV PpFDQLYVPpekmeHry O/ QPFO VR DD WH RSIRGWHYV V'
délivrance de génes et par conséquent, leur efficacité de transfection aussiviiien T X0
vivo. /[ TREMHFWLI GH #&eHprolgngeX e Hivdisddniilité des médicaments dans
OYRUJDQLVPH SRXU HQ D FeF dRsi W) EbpazikéX de Eiblbgd; Ddutl @vip
réduisant les effets secondaires (toxicité hépatique et réponse inflammatoire) en fonction de la
YRLH G9DGP AfinLde bobr@ukidr Re® nombreuses barriéres, plusieurs chercheurs se
sont intéressés a la question et plusieurs hypotheses ont été étudiées. La vectorisation a ainsi
considérablement évolué au cours des dernieres années. Ainsi, les acides nucléiques qui
G 1D E R U Gutiis&sDskeisQoWt été incorporés dans différents systémes tels que les virus
recombiDQWY OHV YHFWHXUV VIQWKpWLTXHW pGG B WAB EXIW FG
Par la suite, une variété de composés avec des caractéristiques physicochimiques et
biologiques différentes tels que le polyéthylene glycd&@p (furtivité) [9,10], les motifs
imidazoles [6,11,12], DOPE (Dioleoyl Phosphatidyléthanolamine) (fusogénicité) [12,13] ont
été ajoutés aux formulations pour apporter de nouvelles propriétés, comme par exemple
augmentd) OD IXUWLYLWp SURWPJIJHU O7$'l FRQDNUH OBY FDUNL W
OfpFKDSSHPHQW HQGRVRPDO SRXU XQ EXW IL@D®H TXL |
transfection et ldimitation des effets indésirables. Des ligands peuvent étre aussi ajoutés afin
GTDXJPHQWH Celldite [d. BERXWUHIDYRULVHU OYfHQWUpH GDQV OF
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VSpFLILTXHV GT1$'1l UHFRQQXHV SDU FHUWIB LKBVont@EeWH XUV
insérées dans les plasmides [14,15]. Egalement, la présence de la séquence codante pour le
peptide P79-98 de la protéine E3- . GH OYDGPQRYLUXV KXPDLQ GDQV
SODVPLGLTXH IDFLOLWH OfEQRWWNXNERKOHRQHWQWIH 1B HIDQ
cellulaires, et ainsi améliore considérablement les propriétés transfectantes des polyplexes
[16]. E3-14.7K est une protéine précoce d'adénovirus humains qui interagit via la protéine
FIP-1 (FourteeTK Interacting Protein 1) avec les composants a chaine légére de la protéine
motrice dynéine humaine des microtubules [16].D X W U HV ahWeté RDisVelapbpéey [6],
et seront détaillées dans le manuscrit.

$X FRXUV GH PHV WUDYDX[ 6bdbs M icpotidn dul D LTrisdad DY D L C
MONTIER VXU OYXWLOLVDWLRQ GH OLSLGHV FDWAaRAdM XHV Gp
-DIIUgV GHNR$ &HBAL de Brest, dans le but de développer et de mettre au point de
nouvelles molécules synthétiques pour le transfert de genes dans le cadre de la thérapie
génique de la mucoviscidose. Mes travaux de thése ont ®RAUWpP VXU OfpWXGH
biodistributionin vivo de lipophosphoramidates fluorescents aprés administration systémique.
/IYNREMHFWLI GH OTpWXGH HVW OfRSWL PE nMdixWwohtaueney dsU X FW X
barriéres biologiques auxquelles sont confrontés les vecteurs synthétiques selon la voie
GIDGPLQLVWUDWLRQ -9YDL pJDOHPHQW SDNOMIHFSYLRQIEYD
composeés synthétiques, principalement sur modéles cellulaires. Les détails et objectifs de ces
travaux seront décrits dans le chapitre V : Résultats.

Ainsi, aprés une courte introduction du projet, nous parlerons en détail de la pathologie
de mucoviscidose, en développant davantage la physiopathologie de la maladie, les
PPpFDQLVPHV LPSOLTXpV OHV PpWKRGMAW T LGHPLNORN @MW Fj
actuelle. Par la suite, nous aborderons la thérapie génique et ses différentes applications, en
V LQW pddwantag® au/vecteurs synthétiques. Un chapitre également est consacré a la
ELRGLVWULEXWLRQ HW DX[ EDUULQUHV ELROGRINVHORQ TXH \
YRLHY GIDGPLQLVWUDWLRQ 'DQV OD SDUWLHXWEPWNVBAQ\K
de sondes fluorescentigidiques pour marquer et suivre les lipophosphoramidates lors des
études de biodistributiom vivo. Ensuite, nous aborderor® { L Q Vdditd&' Héux) chaines
grasses différentes dans un méme composé pour former des lipides cationiques asymétriques,
soit deux chaines lipidiques identiques pour former des composés symétriques [17]. Le but est
GIpWXGLHU OYLPSDFW GH OD SDUWLWLBBBKVPLVXHYOHW WV
propriétés transfectantes des lipides cationue /fHIILFDFLWp GH WUDQVIHFW
originaux caractérisés par un espaceur de type aryle a été évaluée [18]. Différeates téte
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cationiques portant soit une charge cationique, soit deux charges cationiques ont été utilisées
HW OfHIILFDFLWp GH WUDQVIHFWLR@ G\ @IIDOXH & WHMW FPF
cellulaires [18]. (Les résultats obtenus sont détaillés dans le chapitre V : Résultats).

—
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Chapitre | : La mucoviscidose

Chapitre | : La mucoviscidose
1 Généralités sur la mucoviscidose

La mucoviscidose, appel&ystic Fibrosis(CF) en anglais est une maladie monogénique,
DXWRVRPLTXH HW UpF pavidue ides &nkledied/ mGnDgéeBiqQuisvhéréditaires
dans les populations caucasiennes européennes etxarricaines [19]. Actuellement,
cette maladie cause principalement des atteintes respiratoire®. 3 VSpUDQFH GH YL
malades a été largement améliorée (25 a 30 ans en moyenne) [20], par une meilleure prise en
charge et des traitements symptomatiques mieux adaptés, la mucoviscidose reste cependant
une maladie mortelle pour laquelle aucuDit WHPHQW FXUDWLI QTfHVW DFWX
KRUPLYV OD JURHAPREOVXUXL QTHVW SDV VDQV ULVTXH j FRXUW

En France, son incidence est estimée a 1 naissance tous les 3 jours, et environ 2 millions
de personnes sont porteuses saines du gene responsable de la maladie [21,22]. En 2012, les
centres participants au registre francais de la mucoviscidose ont recensés environ 7000
patients atteints de la pathologie, avec une couverture de la population des patients estimée a
90% environ [21]. La répartition géographique des patients montre une disparité entre les
régions et département. En Bretagne, 1 nouvaaisur 2000 environ est atteint [23].

La mucoviscidose a été décrite initialement dans les années 1936 par le pédiatre suisse
Guido Fancon{24]. La premiere description complete de la mucoviscidose a été fournie par
Dorothy Hansine Andersoen 1938, qui a introduit le terme de « Fibrose kystique du
pancréas » en raison de la fréquence des atteintes pancréatiques associéedd 2hjitéda
mise en évidence du mucus visqueux obstruant les voies respirabingestinaés a
finalement amené a rebaptiser ce syndrome en France sous le nom de « mucoviscidose »
[26]. Le caractere héréditaire et le mode de transmission récessif de la pathalegie
suggérés en 1945, pamDorothy Hansine Andersoet Hodges[27]. En 1953,Paul di
6 D Q W  &uhiste éVidence une perte excessive de sel dans la sueur des enfants atteints de
mucoviscidose due a des anomalies électrolytiques [28], une observation clinique qui a mené
peu de temps aprés,@D PLVH DX SRLQW GfXQ WHVW GH @GtDJQRVW
«test de lasueur HQFRUH DXMRXUZ9BL]XLe phindigd/dKtéstlréposepsur la
mesure de la quantité de sel dans la sueur. La concentration normale est < 30 mmol/L. Au-
dela de 60 mmol/L le diagnostic de la mucoviscidose est confirmé. Dans les années 80, des
anomalies de transport des ions chlorureg {@ient mises en évidence au niveau des glandes
sudoripares paPaul Quinton[32] HW GH OfpSLWKpO MxHellKHowesd DW RLU L
Richard Bouchef33 86].
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La mucoviscidose est le résultat des mutations survenant au niveau dhFgeh€Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulatmigntifié puis cloné en 1989 par les
équipes deéFrancis Colling Jack Riordanet Lap-Chee Tsui25,37#1]. La découverte du
gene en cause a perm@fHQYLVDJHU OH WUDLWHPHQWniGuE. HelWWH PI
consisterait donc dans ce contexte a transférer une version normale du géne CFTR dans les
cellules atteintes afin A HUPHWWUH OD VI\QWKgqVH GTXQH SURWPLQH ¢

2 Legene CFTR

Le gene CFTR responsable de la mucoviscidssesitué sur le bras long du chromosome
7 (7931.2) (Figure 1A), a une taille de 230 kb et comporte 27 exons (Figure 1B) 425,37
39,42,43]. Il est transcrit en ARNm de 6,1Kb, dont la partie codante est de 4,4Kb. Le
promoteur CFTR a été caractérisé comme un promoteur de type "géne de ménage" ou
"housekeeping, et ne semble pas contenir les éléments régulateurs nécessaires a une
expression cellule ou tissu spécifique [42,44,48pourvu de boite « TATA », il contient
une région riche en CG (65%) entre les positions 132 et 724 pb(Jdd]indique que la
régulation cellulaire de I'expression varidu géene CFTR est susceptible d'étre une fonction
complexe de plusieurs voies de régulation qui se chevauchenit [@&je une protéine CFTR
de 1480 acides aminés, et de poids moléculaire (PM) de 170 kDa [46], dont la fonction
SULQFLSDOH HVWbnigheperidet@nt Xa@of®deHians &l niveau des cellules
épithéliales exocrines, et contre® HY IRQFWLRQV GH G gDpewnhettdnt leFD QD X[
transport des cations Nat K* (Figure 5). Ce canal est fortement exprimé dans les cellules
pPSLWKpOLDOHYVY VpFUpWULFHY GH OfLQWH VWHWS eAUDWIR L WK
reproducteur, des glandes sudoripares et de certains autres sife,[4€ qui explique les
canalopathies des tissus épithéliaux.

Plus de 2001 mutations du gene ont déja été décrites a ce jour [52]. La plus répandue est
la mutation F508del F508) TXL FRUUHVSRQG j XQH GpOpWLRQ GTXQH
508 [22,50,51,53]. Cette mutation se retrouve dans plus de 70% des personne$ [RX]W U HV
grandes délétions ont également &46GHQWLILpHY WHOV TXH OdéuvV GpOp\
plusieurs exons [54], ou des délétions complexes impliquant des insertions de séquence
génomique inversée [55] /D PDMRULWp GHV PXWDWLRQV j OfRULJLQ
mutations ponctuelles [56]. 1D XWUHYV P XW D W L$eqsVmiGretd@ldtes, hichof
insertions, et nontsens ont également été décrites. Cependant, seules quelques-unes de ces

mutations sont retrouvées chez plus de 1% des patients.
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A

Figure 1. Représentation schématique de la localisationefAJe la structure (B) du gene

CFTR (modifieesG 1 D S8/ ¢pg).
3 Les classes de mutations

Des mutations dans le géne CFTR entrainent des anomalies structurelles de la protéine et
par voie de conséques, une perturbation deé I D F WilcariaMachlorures et un défaut de
régulation des autres canaux ioniques au niveau des membranes apicales des cellules
épithéliales. aHFL HQWUDVQH XQ GpUqgJOHP HQWdepdricdifite R pRV WD
IRUPDWLRQ SDU GpVK\GUDWDWLRQ GTXQ PXFXNRIQN HOHAL VT
voies respiratoires et des occlusions intestinales.

Les principales mutations du géne CFTR peuvent étre regroupées en six classes, selon

leurs conséquences fonctionnelles (Figure 2) [40,58,59].
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Classe I: les mutations de classe | entrainent un défaut de synthese du CFTR. Elle
regroupe les mutations nasisens, les micratdélétions ou microtinsertions produisant un
décalage du cadre de lecture et introduisant ainsi un codon stop prématuré altérant par
conséquere, le processus de synthése de la protéine CFTR. Les principales mutations de
cette classe sont les mutations G542X, R553X et W1282X. CellesW UDVQHQW OfDS¢
GIXQ FRGRQ VWRS SUpPDWXUp GRQQDQW OLHX j XQ $51P L
FRQVpPpTXHQFH PROpFXODLUH GH FHV PXWDWARQV HVW OfDE

Classe I cette classe regroupe les mutations altérant les processus de maturabion et
du trafic intracellulaire de la protéine CFTR, affectant ai@f{DGUHVVDJH G& OD SU!
membrane. Comme nombre de protéines membranaires, la protéine CFTR est glycosylée
ainsi sa biosynthese impligu Q SDVVDJH SDU OH UpWLFXOXP HQGRSOD
repliement et le début de la BMO\FRV\ODWLRQ SXLV SDU OfYDSSDUHLC
maturation postraductionnelle en particulier RJIO\FRV\ODWLRQ DYDQW G¢YfrW
adressée a la membrane. Etant mal conformées, les protéines sont reconnues par le systéme
de contréle de qualité du réticulum endoplasmique et sont donc dégradées peu apres leur
synthése pale protéasome. Elles ne sont donc pas acheminées a la membrane. La mutation
type de cette classe est k508, interférant directement avec le repliement et la maturation
de la protéine CFTR et conduisant a une perte de fonction au niveau de la membrane
plasmique [53]. Les essais de modélisation de la structure en 3D ont montré que la
phénylalanine 508 était localisée a la surface du domaine NBD1 (Nucleotide Binding Domain
1). Ceci suggere que la mutatiégh508 QI DITHFWH SDV OH UHSOLHPHQW JOR
Par contre, des effets sur la cinétique du repliement, la stabilité et les caractéristiques
dynamiques du domaine NBD1 ont été observés [60,61]. Des travaux récents ont démontré
que la délétion 0F508 au niveau du domaine NBD1 conduit & une augmentation des
changements conformationnels et inhibe le processus de dimérisation des domaines NBDs
[62]. /HV DOWpUDWLRQV GXHV j OTDEVHQFH GXutbprde@Xx ) DI
mutation de la surface du NBD1 du CFTR- FRQGXLVHQW j XQ GpIDXW GTI
domaines de la protéine CFTR [62,63].

Classelll: les mutants de clasddl sont principalement des mutations fauxsens
siégeant au niveau ¢ VLWHYV GH OLDGgqw &t€re jla@fdatidn duttanal chlore
CFTR. En effet, les protéines produites sont correctement adressées a la membrane, mais elles
y présentent un défaut de régulation [BAfH[HPSOH W\SH HV WsiQ#&ddanX&/D QW *
domaine NBD1.
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Classe IV ces mutations sont essentiellement des faugens localisées dans les
domaines transmembranaires impliqués dans la formation du canal ionique. La protéine est
correctement adressée et positionnée a la membrane, mais la conduction (diminution du flux
G T L RQM sélectivité ionique du canal chlore sont perturbées. Les mutants R117H et

R334W font partis de cette classe.

Classe V cette classe est caractérisée par un déficit quantitatif de transcrits CFTR. Ce
sont des mutations qui affectent le promoté&uX JgQH &)75 HW OfpSLVVDJIJH GH)

mutations sont associées a des phénotypes moins séveres que les précédentes.

Classe Vi cettecatégorie FRPSUHQG OHV PXWDWLRQV TXL VRQW |
CFTR tronquée au niveau du domaine C-terminal. Ceci conduit a une diminution de la
stabilité de la protéine une fois localisée a la membrane [65], mais également a une
hyperabsorption des ions sodium au niveau du canal EEpi@é¢lial N& Channe) et a une
régulation altérée des canaux ORQGQuiwardly Rectifying Chloride Channelet ROMK
(Renal Outer Medullary Potassium Channglermettant le transport des ions €t K’
respectivement [58,66)/D PXWDWLRQ ) GHO OR Waarxifadem@lidlairey W U H \
(rF508del) se comporte comme un mutant de classe VI en raison de son instabilité intrinseque
[67,68].
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Type de mutation:
CFTR-WT
Absence de . Protéine non Protéine peu Peude Protéine peu
. Pas de trafic ; . e
la protéine fonctionnelle fonctionnelle protéines stable
Exemple de
mutations
Thérapie Restauration Restauration  Restauration Restauration Correction Promouvoir la
P dela du trafic a la GH OTD GH OfDI stabilité a la
corrective < GH OfpS
synthése membrane du canal du canal membrane
Oligonucléotides
Médicament Molécules de  Correcteurs  Potentiateurs Potentiateurs  anti-sens (AON) Stabilisateurs
translecture (Vx-809) (Vx-770) (Vx-770) Correcteurs
Potentiateurs
Médicament
approuves Non Non Oui Non Non Non
(oui/non)

Figure 2. Classes de mutations du géne CFTR et leurs caeségs moléculaires (modifiée
d D S[89)V Les stratégies et molécules thérapeutiques dgpélks ainsi que leurs statuts

cliniqgues actuels sont indiqués ici. WT : Wild-tygN : Antisense OligoNucleotide.

4 La protéine CFTR

La protéine CFTR est une glycoprotéine transmembranaire de 1480 acides aminés, et de
170 kDa environ pour la forme mature. Elle appartient a la famille des protéines ABC (ATP
Binding Cassette) [70], impliguées dans le transport transmembranaire ATP-dépendant de

diverses molécules telles que les ions, les peptides, les acides aminés et le cholestérol [71,72].

4.1 Structure de la protéine CFTR
La protéine CFTR comporte 5 domaines (Figure 3); deux domaines NBD (Nucleotide
Binding Domain), deux domaines MSD (Membrane Spanning Domain) et un domaine

régulateur R [46].

4.1.1 Les domaines MSDs

/I TDVVHPEODJH GWHBDs ®ReHd thaddry de six hélices transmembranaires
(nommées TM1 a TM12JRUPH XQ FDQDO LRQLTXH FKORUH GRQW O
GRPDLQHYVY LQWUDFHOOXODLUHYV GH &)75 (GRRDPUKREDWIHK WD
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extrémités N et Ctterminales). Les hélices transmembranaires du second MSD (TM6 et
TM12) jouent un rbéle majeur dans la formation du canal ionique. En effet, selon diverses
PWXGHV H[SPULPHQWDOHY OTKpOLFH V0GH ¥RQEPSFOLDTRFH G|
CFTR [73#8] 'H IDoRQ PRLQV PDUTXpH OfTKpOLFH[79]10CesHVW pJL
observations suggerent que les deux hélices transmembranaires 6 et 12 de structure
équivalente contribuent de maniére asymeétrique a la régulation des propriétés du canal CFTR
[79].

4.1.2 Les domaines NBDs

Les domaines NBD1 et NBD2 forment un hétérodimere #ffer FKH |j] OfLQWHUIDFH
VH WURXYHQW OHV VL \Witd Walked AGt \Dalke RBY[8G31]. CEsbdbiaines
UpJXOHQW OfDFWLYLWpP GX FDQDOGURB \ WK @rh@anduH VV H QV
ste1%' TXL GLULJH OHV PpFDQLVPHV GIBXYHUWXUH HW IHUI

4.1.3 Le domaine R

Le domaine R de structure intrinsequement désordonnée [83BglJ XOH OUDFWLYL
canal&)75 SDU OJLQWHUPPGLDLUH G{LQW H ULDF¥WA B@éihep WD E O L
[85,86]. La phosphorylation du domaine R est déterminante pour la dimérisation des
GRPDLQHV 1%'V HW DLQVL S[R787,88)]fIRXEEHULYYEN 4 i@ 1DXE FIDQ PHD
de phosphorylation du domaine R ait pour conséquence une activité inhibitrice vis-a-vis du
canal [89]. La phosphorylation du domaine R est essentiellement assurée par la protéine
NLQDVH $ 3.% PDLV GIDXWUHYV NuémentHyalerrdhPdahs ©D 3.&
processus [83]. Le domaine R comporte deux sous domaines appelés respectivement RD1
(résidus 590-672) et RD2 (résidus 672-831) gRegulatory DomainLe sous domaine 1 est
LPSOLTXp GDQV OH SURFHVVXV GH PDWXWD@WA RMB @BHOOD SU
interactions entre les sites de phosphorylation du domaine R et le domaine NBD1 [90]. Le
VRXV GRPDLQH 5" TXDQW j OXL FRQVWLWXH GX] HQWW W X TR
contient la majorité des sites phosphorylables (résidus de sérine) [91]. Le domaine R contient
plusieurs sites de phosphorylation. Cing principaux sites de phosphorylation ont été identifiés
(S660, S700, S737, S795 et S813) [92], et la phosphorylation de la plupart de ces sites a un

effet activateur, mais des effets inhibiteurs ont également été observés (S737 et S768) [93].
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Chapitre | : La mucoviscidose

Partie
a extracellulaire

Membrane
plasmique

Partie
intracellulaire

Figure 3: Modéle simplifiée de la structure de la protéineTRF(modifiée dff D S [94]V

NBD; Nucleotide Binding Domain MSD; Membrane Spanning DomairR; domaine
Régulateur- OfpWDW GH UHSRV OHV GRPDLQHVHIXWVSDR (DN HGH Y
domaine R, le canal CFTR est donc « fermé&): Lorsque le domaine régulateur R est
phoshorylé par les protéines kinases intracellemiAMPc Dépendantes A et C (PKA et

3.& OfDIILQLWp GH OLDLVRQ G1%$73 DX[ GRPDHNQHY OX'V L
domaines NBDs induit la dimérisation de NBD1 et NBIZela se traduit par un changement

GH FRQIRUPDWLRQ FRQGXLVDQwpy OfRXYHUWXUH GX FDQD

Diverses études de modélisation ont été menées au cours des derniéres années, et ont
permis de mieux appréhender la structure complexe de la protéine CFTR, et de comprendre
OfLPSDFW GHV PXWDWLRQV VXU OH UPRPS@aEePcdr@WDare D GUH
XQ SUHPLHU WHPSV FTHVW OD VWUXFWX|JF0,8105, tsiRPDLQH
dans un second temps celle de la protéine entiére [96,97]. Un autre modéle atomique du
PpFDQLVPH G/fe&xexurelaMietdxtating » (Figure 4) a été mis au point [98].
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Chapitre | : La mucoviscidose

Figure 4: Représentation structurale de la protéine CFTR sauforme ouverte (modifiée

G 1D 996®8). Le modeéle de la structure du CFTR a été réglmse homologie avec la

structure du transporteur bactérien Savl866, dostriucture a été déterminé préalablement

par cristallographig96]. 6 RQW PLV HQ pYLGHQFH OHV VLWHV GH OL
VSKqUHV GIDWRPHY OH GRPDLQH UpJXODWHXU BL®HK JUL)

NBD1 (en vert).

Les récentes données structurales sur CFTR ouvrent des perspectives intéressantes non
VHXOHPHQW SRXU OfpWXGH GHV EDVHWRR®hRXO IPIDUNVDXN
le criblage et la conception rationnelle de petites molécules pouvant permettre de corriger les
défauts liés aux mutations au niveau du gene CFTR. Des premiers résultats encourageants ont
déja conduit a identifier des modulateurs spécifiques (correcteurs, potentiateurs), ciblant les
différentes interfaces de la structure multidomaine du CFTR [99]. Il est cependant nécessaire
CGoftimiser les méthodologies de recherche, de pouvoir disposer de méthodes expérimentales
permettant de démontrer sans équivoque une interaction directe entre ces modulateurs

spécifiques et la protéine CFTR, et développer ainsi des molécules thérapeutiques efficaces.
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Chapitre | : La mucoviscidose

4.2 Expression de la protéine CFTR

La protéine CFTR est majoritairement exprimée au p6le apical de nombreuses cellules
épithéliales, notamment dans les voies respiratoires, les canaux pancréatiques et biliaires, le
systtme dIHVWLI OfDSSDUétled gldndSsUsedbnparéds HEL) /TpWXGH GH
OfH[SUHVVLRQ GH OfY$51P &)75 GDQrévél® Hive iportante Dp UL
KpWpURJpQpPLWpP GIH[SUHVVLRQ GH OLCESR@MKHIOIEESL )75 GD
FHOOXOHYV FLOLpHV GH OYpSLWKpOLK@WG B H $ODDF D v QR W
TXIDXFXQH H[SUHVVLRQ QYHYV udicBomWH[EIV panGdnQglan@addV FH O
sécrétoires des voies aériennes, la forte expression du CFTR a été mise en évidence au niveau
des cellules glandulaires séreuses et dans les cellules épithéliales bordant le canal collecteur
[49,100,101]./TH[SUHVVLRQ GX JgqQH &)75 OD L3sMrHesV3p8HiREHU TXt
GHV FHOOXOHYV pSLWKpOLDOHY &HSHQGMDQOQWXJIOGDI® DDXYMHD d
un gene de ménageheusekeeping», ce qui impliquerait donc une expression plus éteadue
GIDXWUHV W\SHYV FiHaO&@ X&odmimigrit Mon(r®pait titdwetrie en flux, que les
leucocytes exprimend des niveaux détectables la protéine CFTR [102]. Déja en 1991,
Yoshimuraet al ont souligné la présence de faibldéD X[ GH WUDQVFULWY GY{$511
les leucocytes humains [450 DLV FH QYHVW tTokéd lalppoicih® EFHTQR a été
détectée dans les neutrophiles [103,104], les lymphocytes [105,106], et les monocytes
[107,108], dans le§ XHOV O L Es CETRD#disRI® régulation du potentiel des
membranes a été observée [107]. Les monocytes peuvent se différencier en macrophages, et
des études ont démontré que le CFTR pourrait étre impliqué dans les fonctions des cellules
LPPXQLWDLUHV WHO Q1Y) &k sacivitéspatidvicide D[WLQ, RLT).

4.3 Fonctions de la protéine CFTR

La protéine CFTR (ABCC7) [112], est la seule protéine de la famille des transporteurs
ABC a posséder une fonction de canal ionique. Elle est essentiellement exprimée au niveau de
la membrane apicale des cellules épithéliales a fonction exocrine, permettant le transport des
ions CI au niveau des voies respiratoires et digestives. Le CFTR est essentiellement un canal
a ions Cl AMPc *dépendant [46,113], mais qui permet également le passage des ions
halogénures comme le Brl, et le F[46,113], GH GI{DXWUHYVY DQLRQV FRPPH
[114], du glutathion [115,116] HW G H1O7Y &feX les patients atteints de mucoviscidose
des concentrations significativement diminuées de glutathion ont été observées au niveau des
voies respiratoires, ayant pour effet de nombreuses conséquences physiopathologiques bien
identifiées [118].En effet, compte tenu du rble essentiel de la glutathion comme un

antioxydant, un mucolytique, et un régulateur de l'inflammation, de la réponse immunitaire et

( )
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Chapitre | : La mucoviscidose

de la viabilité des cellules par l'intermédiaire de son état d'oxydo-réduction dans le corps
humain, il est raisonnable de supposer que cette molécule joue un rdle important dans la
mucoviscidose [118]. I DFWLYLWp GX FDQDO &)75 HVW FRQWGHOpH S
O T8 au niveau des domaines NBDs, ainsi que par la phosphorylation du domaine régulateur
R[83,88,92,112,119 21].

LYH[LVWHQFH GYDQRPDOLHV GLYHUVHV DDWQL&H DD L&Y
supposer que la protéine CFTR pait réguler les fonctionsG H G § D X W UdthiquesD Q D X [
[122], D\DQW XQ LPSDFW VXU OHV PRXY HPH& e Bydra@tfod D X HW
HW DX PDLQWLHQ GH OfTKRPpR&/MDIYI] trighns SED KfteGiHa & ULFLOL
observé que le canal CFTR stimule les canaux chlorures rectifiant sortant ORCC [124,125]
en les rendant sensibles @libenclamide un inhibiteur du CFTR [126]/ 1 Diité du canal
sodigue ENaC est régulée négativement par la protéine CFTR [127]. Il limite ainsi
O D EVR ¥ $oWsINR @Qar @8l cellules épithéliales [66,1829]. Les canaux potassiques
ROMK sont aussi sous contréle du canal CFTR [66,122,130].

ID SUpVHQFH GYXQH SURWQpL Q Hd&s tibbblesOyiinpélgrtrblytiyued | O TR
GH OTDWWHLQW Heslpdtiants lmuiddVisBidokldties K 31], iGcluant entre autre, une
hyperabsorption des ions sodium par les canaux ENaC [127,129], et une baisse de la sécrétion
des ions chloruresFH TXL FRQGXLW j OD GpVK\GUDWLRQT&RBYV VpF!
PXFXV K\SHUYLVTXHX][ j OrfsRntektihal€sHet Gspiat®rES[027,¥31R Des
travaux récents, ont constaté que la perte de perméabilité aguic@leseule est insuffisante
pour expliquer les propriettE LRpOHFWULTXHY GHV pSLWKpOLXPV PXF|
augmentation de la perméabilité apicale Na" doit étre impliquée, ce qui confirmerait
TXY(1D& HVW XQH FLEOH WKpUDSHXWLT®RKHARPSIRMER?DQWH! SR
En effet, il a été montré que la protéine sgkl (serum-glutiooid-kinase 1) affectant la
dégradation G {(1D&ait surexprimée dans les voies respiratoires des patients
mucoviscidosiques [133] FH TXL SHXW H[SOLTXHU O fKAaSmhiveddE& RUSW L
OfpSLWKpOLXPSX) HMSYIHIDWRXWBQp OYDOWpPUDWLRQ GX FDC(
mauvaise réabsorption des ions @ X QLYHDX GHV JODQGHV \WXNGRULSD
concentrée en NaCl [28].

Les mécanismes exacts par lesquels lexén &)75 UpJXOH OTHQVHP&EOH GHYV
ne sont pas encore entierement identifiés. Ainsi, certaines études ont suggéré une interaction
entre les domaines NBD1 et R du CFTR et les sous-undéscanal ENaC [134]. Mais cette
hypotheése est retVH HQ FDXVH FDU VHORDRQ&HEEXWIUURY GWHJ VDX |\
QpFHVVLWH OHV H[WUpPpPLWpPV F\WRVRJL PIBE.VCePerndaniX QL W p V
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Chapitre | : La mucoviscidose

dIDXWUHV pWXGHV RQW GpPRQWUp TXH OfHCIéesu&X &)75 \
OfHIIHW GH OD FRQGXFWDQFH GH FKORUKXMMERg@uipH SDU O
SDV OH UpVXOWDW GITXQH LQIOXHQFH VIS§E7)J.LTXH HW GLUH

Na*

Pdle apical

Jonctions serrées

Péle basal

Figure 5: Principales fonctions régulatrices de la protéifeTR MR GLILpH [66))DSUqV

La pURWPLQH &)75 HVW XQ FDQDO &KOROHKS$73elld@xgue IDFLOL
négativement les canaux ENaC (3), et positivemestdanaux ORCC et ROMK (4). Elle

intervient également dans le recyclage des memisrée et dans la régulation du pH des

organites intracellulaires (6).

/IH &)75 LQWHUYLHQGUDLW GDQV GIDXWWHHVHARYRG B YN X¥
membranes (Figure 5) [138,139]'HV pWXGHV RQW GpPRQWaqleird OYDQ
courant GIDSRSWRVH D\DQW XQ U{OH GDQM0p é&st dip&&némdWLR Q
LPSOLTXpH GDQV OD UpJXODW L RI@1]GlIH @]iaFraMeurslsugpgéré X FD Q
gue la protéine CFTR régulerait aussi le pH des organites intracellulaires et serait donc
nécessaire pour une acidification normale des compartiments intracellulaires et pour la
dégradation des bactéries par les hydrolases acides lysosomales [H]142n effet, une

mauvaise acidification des organites intracellulaires des cellules épithéliales
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Chapitre | : La mucoviscidose

mucoviscidosiques entrainerait une hypersulfatation et une sialylation altérée des protéines et
GHV OLSLGHV LPSOLTXpV GDQVepdusaShUAsHbgIcsERY) GD QW
spécifiques dePseudomonas aeruginoga43]. Cela reste cependant une hypothese tres

controversée [144].

5 Physiopathologie de la maladie

La mucoviscidose est une maladie tiviscérale, qui affect®O fHQVHPEOH GHV pSLW
fonction exocrine des voies respiratoires, du tractus digestif, des organes génitaux et des
glandes sudoripares. Le tableau clinique est donc trés polymorphe. Les atteintes respiratoires
sont D X M R X ld @rfh&ipéle cause de morbidité et de mortalitel W FTHVW SRXU FHOL

constituent la cible privilégiée des nouvelles thérapies (Figure 6).

5.1 Atteintes respiratoires

La protéine CFTR pourrait avoir un role durant le développement [E#5gffet, durant
les deux premiers trimestres de grossesse, la protéine CFTR est trés fortement exprimée dans
les cellules souches du tissu épithélial respiratoire. Cette forte expression pourrait étre sous
contrdle de facteurs impliqgués dans le développement précoce des voies pulmonaires et dans
la différenciation alvéolaire [146,147]. Cette expression diminue au cours du développement
pour devenir pXV IDLEOH F KArsi,Qd Dé@etoppdhtdént du systeme respiratoire
SRXUUDLW rWUH DOWpUp HQ FDV GTDEVHTHF 8 pRHKFBMPHIH IS U
qui pourrait expliquer les importantes anomalies pulmonaires structurelles et fonctionnelles
observées chez les nouveau-nés atteints de mucoviscidose avant toute infection
symptomatique [148,149].

Les atteintes respiratoires sont tres précoces. Dans plus de 80% des cas, elles apparaissent
au cours de la premiére année de vie [148,149]. Chez les nowdsealla petit enfant les
symptdomes sont marqués par une toux chronique et des infections fréquentes des voies
respiratoires.& KH] OHV HQIDQWYV SOXV kJpV HW GHRW H GXPDMNKHNWU E
complications plus sévereg I[D MR XW H QW D Xintflamraafidd DhXorqOe.,. fibtoFexXdd
IRLH «MtéfRe, ceci entrave la fonction pulmonaire, la fonction du pancréas et celle de
GIDXWUHV RUJDQHV HQ UDLVRQ GHVORRFOGRXNVRAV HBVSQH
visqueux. Cet environnement est propice aux infections bactériennes opportunistes. En effet,
OYDOWpPpUDWLRQ G H ¥irafte FiucptilaiPeH 85s0Giée & Qne diminution des
SURSULpPWpPY DQWLEDFWpPULHQQHYV GX PXUFIXWLRRQGW GOIN LR
précoce devenant rapidement chronigDeY HF GHV SKDVHV eGfham FukieU ED W L F

réaction inflammatoire chronique [14861]. Un cercle vicieux de surinfection par des
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Chapitre | : La mucoviscidose

EDFWpULHY UpVLVWDQWHY DX[ DQWILEHR WH D BIQW HW REIMLIQV €
une fibrose sévere du tissu pulmonaire, et par conséquent, a une fonction respiratoire
compromise. Les pathogenes initialement retrouvés sonBtd@hyloccocus aureust
Haemophilus influenzaAu cours de la progression de la maladie apparait le pathogene
opportunisteP seudomonas aerugingsatrouvé chez plus de 80% de patients adultes [152].

- XQ VWDGH SOXV DYDQFp GH OD SDWKRVORGQWH|] ORRULQLY
pneumopathies graves, constituant la principale cause de mortalité chez les patients [153].

La peau:
Exces de sel dans la sueur.

Les poumons
Mucus épais
Infections bactériennes

Inflammation chronique Le pancreas

Maldigestion et Malabsorption
des aliments
Le foie: Un diabéte peut survenir

Fonctionnement perturbé
Cirrhose biliaire

/I TLQWHVWLQ JUrOH
Occlusions intestinales

Appareil reproducteur:

Stérilité masculine par azoospermie
obstructive. Une hypofertilité liée a
OfpSDLVVLVVHPHQW GH
été observée chez les femmes

Figure6: PULQFLSDOHY DWWHLQWHY GH OOIPARYLVFLGRVH P

5.2 Autres atteintes
Les patients atteints de mucoviscidoSSUpVHQWHQW pJD O HeBtatiQng/dé&s 1D X W U

type pancréatiques, hépatobiliaires, génitales et autres.

5.2.1 Atteintes intestinales

Chez le nouveaut Q p oc@Ukion intestinale qui se produit en raison de matieres fécales
gluantes et visqueuses se manifeste patéms meconia)] HVW OfXQ GHV SUHPLHU\
cette pathologie. Cette occlusion intestinale a longtemps été la cause principale de mortalité
jusTXY) OD PLVH DX SRLQW GTXQ WUDLWHPHQW SDU OHV OLS
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Chapitre | : La mucoviscidose

5.2.2 Atteintes pancréatiques

Les manifestationSDQFUpDWLTXHYVY UHSUpVHQWHQW \OIMIW W HI W
insuffisance pancréatique exocrine, c'est-a-dire un défaut de production des enzymes du
SDQFUpDV OLSD VY \a un® bbsgtio Hesccanaux pancréatiques. Ses enzymes
normalement excrétées dans la lumiere intestinales, vont dégrader le tissu pancréatique et
LQGXLUH DLQVL XQH ILEURVH GYRe+ @ybticQQmRdPosi& HCette EURV H
LQVXIILVDQFH SDQFUpDWLTXH SUpVHQWH BPHRVISIAXQWH GH X
PDODEVRUSWLRQ GHV JUDLVVHV GHV SURWQHQBVDHWK @
chronique graisseuse, associée a une anémie, a des troubles carentiels, un défaut de croissance
et un retard pubertaire [59,155]. Un diabéte li¢ a un défatRUIJDQLVDWLRQ GHV
Langerhans et donc aQH DOWPpPUDWLRQ GH O[DS6NHF UPWQRIQ TOXMLXDM

pancréatite [158], peuvent également survenir.

5.2.3 Atteintes hépatobiliaires

/ITfDWWHLQWH KpSDWLTXH VH PDQLIHVWH GDQY FHG DIOWHP® Q
des cas. Les lésions hépatobiliaires obsewé® RQW OLpHV j OTREVWUXFWLRC
hépatiques.DQV FHUWDLQV FDV OfYpYROXWLRQ GHV OpVLRQV FR

5.2.4 Atteintes génitales

Chez les hommes atteints de mucoviscidose, une stérilité due a une agénésie bilatérale des
canaux déférents est observée dans 98% des cas. Chez les femmes atteintes, unet&ypofertili
OLpH j OfpSDLVVLVVHPHQ@Wté®bse®d2 [159]D Néamindmid, UaYduvEnQeH
GIXQH JURVVHVVH QTHVW SOXV UDUH GH QRV MRXUYV

'"IDXWUHYV DWWHLQWHY SHXYHQW ptteDt© HeR MdigsVaéridhbdd REV H
VXSpULHXUHYVY TXL VH PDQLIHVWH SDU XQ3D Vop@mdv dsVH FKUF
polypes QDVDX[ eJDOHPHQW OfDOWpPUDWLRQ GX WUDQVSR

sudoripares conduit a une concentration anormalement élevée du NaCl dans la sueur.

6 Diagnostic et dépistage
6.1 Diagnostic

Le diagnostic de la mucoviscidose peut étre réalisé a difféerentes périodes de la vie
[160,161], dés la naissance face a un iléus méconial ou a une détresse respiratoire, plus
WDUGLYHPHQW GDQV OYHQIDQFH YRLUG&b glin§dsMdriable&sX O W H
spécifiques décrits précédemment. Le diagnostic peut également se faire en période prénatale,
principalement chez les couples apparentés a un enfant atteint, ou chez lesquels on détecte un
VLIQH GIDSSHO | OfYpFKRshtsBeS Re bigne H@respodia e odallision
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LQWHVWLQDOH VXLWH j OD SURGXFWLRQQOHBHYQYHOGHQW®
SHQGDQW OD YLH I°WDOH HQWUDVQDQW SDU GdR@Mp TXHQW
DORUV rWUH G pW Hhid- ¥gtisée jpedaptF& BulvUd2 Sa grossesse. Le prolapsus

rectal chez le nourrisson est également évocateur de la pathologie. Un « test de sueur » encore
tres utilisé de nos jours est donc mis au point, pour doser les ions chlorures dans la sueur [28

31]. Celui-FL HVW SRVLWLI ORUVTXH ODs BERIE H@W esDWALEDQ G L
mmol/L, des analyses génétiques approfondies consistant a rechercher les principales
mutations typiques de la maladie sont effectuées. Si ce génotypage ciblé est négatif,
OfHQVHPEOH GHV H[RQV HVW DORUV DQDO\Vp

6.2 Dépistage
6.2.1 Dépistage néonatal

Un programme pilote de dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose a été mis en
place en Bretagne [162,163]S XLV pWHQGX j OfTHQVHPEOH GX WHUULWEF
dépistage (test de Guthriey VW UpDOLVp WURLV MRXUV DSUqV OD QDLV
pancréatique ; la trypsine immunoréactive (TIR) sur une goutte de sang prélevée au talon des
nouveau +nés sur papier buvard [16264]. Les bénéfices apportés par ce dépistage ont
permis une meilleure prise en charge des patients et ainsi une amélioration de la qualité de vie
HW XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfHVSpUDQFH GH YLH GHV SDW

6.2.2 Dépistage prénatal

'DQV OH FDV GITDQWpFpGHQWY IDPLOLDRJ[\RRXWGH GDQNRC
couple, un diagnostic prénatal peut étre effectué en cas de grosseS®& UWLU GIXQH EL
GHV YLOORVLWpPV FKRULDOHV GHleJpaiBre Fable &b @RI HXW rw
VHPDLQH G Y DPBne@mnibtelitpdd peut étre pratiquée a partir de*T¥ 48maine de
grossesse,Is OTDQDO\VH GX JpQRPH) GFIDHW W HS B ¥ FRXWHULB/DOH G 1 X Q
LQWHVWLQDOH RX OYDEVHQFH GYXQH YpVIFX®KLH L XQHHL
amniocentese peut également étre demandée par les médecins. En France, quelques
diagnostics préimplantatoires ont également été réalisés chez des familles ayant dgja eu de

enfants atteints.

7 Traitements de la mucoviscidose et prise en charge

Au stade final de cette pathologie, la fonction respiratoire est séverement compromise. Il 'y
a quelques décennies, les personnes touchées par la mucoviscidose mouraient dés le plus
MHXQH kJH $XMRXUGYTKXL JUKF Ht duxipptéde @M NS MPUKDpQHS 16X
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Chapitre | : La mucoviscidose

des patients est largement améliorée et les nouveau-nés souffrant de mucoviscidose auront de
bonnes chance& 1 D W Writito® G YK 50 &l

7.1 Traitements symptomatiques

A OTKHXUH DFWXHOOH OD PXFRYLVFLGRVRIPMWHVYXH WUI
@fception de certaines mutations, visant a pallier les différentes carences. Ce type de
traitement est complexe et contraignant. Chaque jour les personnes atteintes par la
mucoviscidose doivent effectuer et compléter une combinaison des thérapies suivantes :

/ID SULVH HQ FKDUJH GH O fieMWwsd HsenitieHemehH ¥ 8 LUh® WRLU
kinésithérapie respiratoire quotidienne pour aider a évacuer le mucus épais et visqueux qui
obstrue les voies respiratoires, associée a amtbiothérapie pour lutter contre les
infections. En paralléle, des produits comme les mucolytiques et la rhDNase (Pulfpzyme
sont utilisésSDU YRLH G &fin @Kdn@nDan b Risgosité du mucus et faciliter ainsi la
kinésithérapie respiratoire. Des anti-inflammatoires ainsi que des bronchodilatateurs sont
également utilisés. Cependant, a long terme, les anti-inflammatoires entraireent un
immunodéficience, une ostéoporose, une insuffisance surrénalienne et une
hypercholestérolémieT XTLO IDXW S U p Yrdddrielalidhéhkairéd adédi® ainsi que
certaines supplémentationsD WUDQVSODQWDWLRQ SXOPRQDLUH QYHV\
GH OD PDODGLH TXDQG OH SDWLHQW GHYLHQW GpSHQGDQ!

/H WUDLWHPHQW GH OHBEWWH MXWHOGDGEHPYWLYWUDWLRQ G
pour améliorer OYDEVRUSWLRQ GHV QXWULPHQWV YLWDX[ HW
multiviiamLQpV $ ' ( HW -élérdtsGdnRégadlenient administrés, car un mauvais
PWDW QXWULWLRQQHO SHXW HQWUDvVRUHG GH BUBY WV DRRHV
pondéral et aggraver la fonction respiratoire.

La prise en charge globale ®DWLHQW FRPSUHQG OTpGXFDWLRQ WKpl
VRQ HQWRXUDJH HW OYDGDSWDWLRQ GH VRQRRRGIH G HH W
SHUVRQQHOV HQ IRQFWLRQ GH OYpYROXWLRQH®&M VD PDC(
ailleurs nécessaire.

De nombreuses voies de recherche dans le domaine des traitements symptomatiques sont
actuellement en cour&  He/clirlgues, les plus importantes sont regroupées dans le tableau

ci-dessougTableau I).
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Chapitre | : La mucoviscidose

Tableau | : Principaux traitements symptomatiques et essaigcles de la mucoviscido§265].

Essais cliniques Traitement:
Molécules aclini £ 3  Aupd
.DO\GHFR & ,YD
2UNDPEL & /XPDFDI
Ataluren (PTC124)
VX-661 + Ivacaftor
Riociguat
QBW251
N91115
QR-010
Solution saline hypertonique |
Fluidifiants Bronchitol
P-1037
Mucolytiques Pulmozyme ®
Ibuprofen
Alpha 1 Anti Trypsine
CTX - 4430
JBT-101
Tobramycine
Azithromycine
Cayston ®
TIP (TOBI Inhaled Powder)
Levofloxacine
$ULNDFH &
$HUR9DQF &
Gallium
AqUADEKSs
Pancrelipase
Liprotamase
Burlulipase

Modulateurs du CFTR

Anti - inflammatoires

Anti - infectieux

Suppléments nutritifs

7.2 Thérapie pharmacologique de la protéine

Une GHVY DSSURFKHV WKpUDSHXWLTXHV HVW 3 NVRORIQ KW
type de mutation, dite thérapie de la protéine [166,160]. D pWp GpPRQWUp TXTXQH
GH OTRUGUH GH j GH 6ubiséitd RMIrprestabire&yrneScoridddtance
transépithéliale normale. Ainsi, selon la classe de mutation diverses stratégies et molécules

ont été développées (Tableau I).

7.2.1 Correction des mutations de classe |

ID SUHXYH GH FRQFH S WwholézdlesWde Cilaisi2iukeR meB@anty la
VXSSUHVVLRQ GHV FRGRQV VWRS SUpPDWXUpSURWpPDQE&V
fonctionnelle a été établie il y a plus de 10 ans (Figure 7A) [167,168]. La reclaecomeluit
j O 1pODER laDWglEdrI®AtaBIFHEN @ppelée aussi PTC12#£remature Termination
Codon, PTC Therapeutigzsrécemment évalué dans un essai clinique de phiag&69],
comme un traitement potentiel de certaines mutations#sems de classe |. Les résultats ne
montrérent pas une amélioration significative de la fonction pulmonaire des patients traités
[168,169] /TDQDO\VH SURIRIQURK SGFHV GIRROGLYLGXV D GpPRQWL
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Chapitre | : La mucoviscidose

concomitante de la tobramycine affecte négativement le mécanisme de translecture meédié par
Ataluren[169]. Ainsi, un essai clinique de phaseavecAtalurenest lancé chez les patients
mucoviscidosiques ne prenant pas de tobramycine [AG8lirenest également testée pour le
WU DLW H P H Qwdladie§ @enétiguidsy comme la dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) et de Becker (DMB) chez les patients porteurs des mutations non-sen&42J70
Récemment,GHV G p WhaNmeV (PEJ124) ont été développés [173]. Sur des modeéles
cellulaires CF et non CF, ces nouvelles molécules ont montré une efficacité supécelee a
de PTC124 dans la translecture des codons stop prématurés avec une faible toxicité [173].
/ITDQDO\WH GHV UpVXOWDWYV V XJ XkqtteHesXd@rivésSde WFOQ24 etH O O H
O7$51P PX3Vp

CFTR

-

! |

Achévement de la traduction et
du traitement post-traductionnel

/

Achévement de la traduction et du
traitement post-traductionnel

Traduction et traitement
post-traductionnel

Mauvais
repliement
€«

Protéasome

S 7/

A~

CFTR (F508
( mutations de classe |

Mutations non - sens
( certaines mutations
de classe |)

CFTR G551D
( mutations de classe |

Y/

Suppression des codons
stop prématurés

(A)

Correction des défaut de
trafic a la membrane
provenant du mauvais

repliement de la protéine

(B)

Potentialisation de la
conductance du canal CFTR
anormal a la membrane

plasmique

©

Figure 7 : Thérapie protéique de la mucoviscidoseR LI LpH GBI SUqV

7.2.2 Correction des mutations de classe I

Des molécules ciblant les mutations de classe Il (mutalipn , ditescorrectrices ont
été mises au point. Ces molécules améliorent le trafic intracellulaire de la protéine CFTR, ce
gui augmente la quantité de protéines exprimées a la surface cellulaire (Figure 7B). Parmi
elles, leVx-809 (Lumacaftor) qui se lie au domaine MSD1 de la protéine mutée pour induire
des protéines de conformation stable [174]. La spécificité du Vx-809 dépend donc de la
structure du domaine MSD1 [174].

FRQVLGPpUDEOHPHQW OfH[FqV GltufekamBibratios Rafistiqu@meny X H X U

Le correcteux-809 administré seul,réduit
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significative GH OD IRQFWLRQ &)75 GDQV OfpSLWKpOLXP QDVD
potentiel nasal), et de la fonction pulmonaire (FEdur Forced Expiratory Volume in 1

second) des patients porteurs de la mutation QYD pWp RBEY HUE Yp309 est

bien toléré a toutes les doses [175,176).Y GRQQpHV VXJJIJqUHQW-80%é&h OTXWLC
combinaison avec un autre correcteur de CFTR qui supprime les défauts de repliement peut

en outre améliorer la fonction de la protéine CFTR chez les individus porteurs de la mutation

a) [174].

7.2.3 Correction des mutations de classe lll et IV

Des molécules pouvanBERWHQWLDOLVHU OfDFWLYLWp GHV SURWp
membrane ont été développées pour les mutations de classe lll et IV (Figure 7C). Parmi
elles, leVx-770appelé ausdvacaftor est particulierement efficace pour les patients porteurs
de la mutation G551D [1779], a la fois sur le CFTR sauvage et muté [180]. En effet,
OTDGPLQLVWUD WI0R&uUIR D el reStxur&ipn de la sécrétion des iora Cl
QLYHDX GH OYpSLWKpOLXP QDVDO HW VXGBFDPOLRRJIDIWLRQU!
fonctions respiratoires, un gain de poids et une amélioration de la qualité de vie des patients
[177,178]. Cette molécule est une avancée importante pour les patients, néanmoins son prix
(environ 230 000 euros par an, soit ¥4 MR XU SR XU) resteRoeahitbupPtpoyg eleve
[181]. Le Vx-770est aussi efficace chez les patients porteurs de mutations de classe Il autres
gue la mutation G551D [182]. Cependant, le VX-AVTHX O QTHVW SDV HIhsFDFH FK
homozygotes pour la mutatiod)  [183]. Le Vx-770est aussévalué chez les personnes
porteuses des mutations de claBsgR117H) [184]. Actuellement, le Vx-770 est impliqué
dans de nombreux essais cliniques en asséti@ti DYHF G {DXW U HifecteRI8pp F X O HV
[185], et avec le correcteur Vx-809 ce qui améliore la fFENez les patients homozygotes
pour la mutationd)  [186].

En effet, la nouvelle thérapie combinant les deux molédwiegcaftor (correcteur congu
pour bien adresser la protéine CFTR défectueuse a la memetaraepftor (potentialisateur
qui améliore les fonctions du canal CFTR) U N D P)Ech&E les patients homozygotes pour
la mutationd)  améliore nettement le trafic intracellulaire de la protéine CFTR, améliorant
ainsi la FEV et réduit les exacerbations pulmonaires [187,188]. Cependant, cette co-
administration semble moins bénéfique pour les individus hétérozygotes pour la mutation
) [168,188]. Ce traitement est approuve par la FDA (Food and Drug Administration)
pour une utilisation chez les patients mucoviscidosiques ayant 12 ans et plus [165]. Une autre
molécule correctriceVx-661 en combinaison avetvacaftor est actuellement en cours
G T pY D OQpobDr\eduili® des résultats encourageants®is OfHVVDL FOILQMLTXH GH
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Chapitre | : La mucoviscidose

été rapportés chez les patients homozygotes pour la mutétjon [176,184]. En effet,
ODGPLQLVWESD véul RilQenEemiSihaison avec le Vx-770 résulte en une baisse du
taux de sel dans la sueur et une amélioration significative de la B&Wout de 28 jours par
rapport aux contrdles [176,189]. Plusieurs essais de phaseront menés en 2015 chez les
personnes ayant une ou deux copies de la mutation GHTR [190].

"I DXWUHV PR @papEronHas(cBitmiguel &/ou pharmacologiques) sont également
évaluées. Les chaperonnes chimiques sont définies comme étant des petites molécules non
spécifiques ayant pour réle de stabiliser les protéines cellulaires, par amélioration du taux de
repliement, en agissant sur les protéines chaperonnes ou le protéasome plutét que directement
sur la protéine CFTR [191]. Les chaperonnes pharmacologiques quant a elles agissent
directement sur la protéine CFTR mut&ami ces molécules chimiques, #dium 4 -
phenylbutarate (4PBA), un acide gras a courte chaine est capablétro de restaurer le
transport des ions Qlans les cellules épithéliales portant la mutatib®08 [192], et régule
NEgDWLYHPHQW OfTH[SUHV VLR GHXODEHRMN \dpdn@it aved e
CFTR 0) TXYI{DYHF OH &)75 QRUPDO IDYRULVDQW XOWQEPNL OD
[194]. CependantOH PpFDQLVPH GYDFWLRQ [GIR]. B tudefchigwe SDV Fi
ultérieure avait démontré que la prise orale (19 g/jour, 1 semaine) du 4PBA permet une
UHVWDXUDWLRQ SDUWLHOOH GH ODFWIADWWH QI V5KEP Q W J
pour la mutationd ) PDLV DXFXQ HIIHW VXU OHV JODQ@@HV VXGR!
&HSHQGDQW GDQV XQH DXWUH pWXGH FOLRIQTRH DODHDGHW p
gGH 3%$%$ LOGXLW XQH UHVWDXUDWLRQ VLJOQW Kpr@msHPY H G X
des patients porteurs de la mutati@gR508 [196]. || a également été suggéré qae |
combinaison du 4PBA avec des flavonoidasR X U FH L P SriRaxyldn® syparterant a
la famille des polyphénoles) pourrait restaurer la fonction du canal CFTR dans les voies

aériennes des patients mucoviscidosiques [176,197]. Les flavonoides (polyphénoles) peuvent

moduler I'expression de nombreux génes régulés par le facteur de trangcriptign NFkB [198].
Un screening a haupELW D SHUPLV GHap&dthi@esV bhariadologitles
importantes 1&/RT-325 et leVRT-532[199]. Le VRT-325 se lie de maniere allostérique au
&)75 0) permettant éventuellement la sortie du réticulum endoplasmique, ni§ H V W
SDV VSpFLILTXH GH (2DO]PSUNNDEIERID céllules épithéliales respiratoires

humaines porteuses de la mutatiotiF508, B VRT-532 est identifié comme un

potentialisateur de la protéine CFTR [199]. Par la suite, des études précliniques ont démontré
gue le VRT-532 peut fonctionner comme correcteur de la protéine CFTR dans le cas des
mutations 0F508 et G551D [20204] HQ DXJPHQWDQW OH WDX[ GH OLDL

26

N
—
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O 1 $ 1284]. En effet, le VRT-532 augment@ffinité de liaison de I'ATP a la protéine
CFTR muté apres activation de la protéine kinase A [205].

/I TLQKDODWLRQ GH OD SR )>B@®huthitoV@ FkHgeX odmbtiQue lndnR O
ionique [206], pourrait étre un traitement efficace pour réhydrater le mucus et ainsi
désencombrer les voies respiratoires [94,20T]LQFR QY p Q L H Q & n@aihitd BstS&r X G U H
taille relativement importante, de sorte que le dép6t dans les sites cibles, les petites voies
respiratoires et la périphérie du poumon est difficile a &a[®08,209]. Par le méme
mécanisme que la solution hypertonique saline, le mannitol a des effets rhéologiques sur le
mucus, la perturbation des liaisons hydrogénes induit une diminution de la viscosité du
mucus, ce qui par conséquent augmente sa clairance [210]. Une étude a démontré que
O TLQKD O D W¢ &Qnaanitol ¢ U R Q F K BMER@ @nsidérablement la FE®t la
FVC (Forced Vital Capacity, qui correspopdOD TXDQWLWp GIDLU TXL SHXW r
des poumons apres une profonde respiratio® TR+ VR Q npeX DiGiquD @hLpRase I
[94,211] /#ude clinique de phasd FKH] GHV HQIDQWV &) - DQV PR
amélioration de la FEMet XQH UpGXFWLRQ GYHQYLURQ GH OD IUpT
pulmonaires [212]et par conséquent la fonction pulmonaire est améliorée [213], apres 26
semaines. Méme si un essai chez les patients CF ayant entre 6 et 17 ans est actuellement en
cours [214], des études supplémentaires approfondi€Véo QpFHVVDLUHY DYDQW
mannitol chez les patients de moins de 6 ans.

Certaines approches pharmacologiques visant les canaux régulés par le CFTR (Figure 8)
comme le canal ENaC, les canaux Ca@aZ activaed CI" Chane), ou les récepteurs
purinergiques P2Y pourraient étre bénéfiques pour le traitement de mucoviscidose [94]
INTDFWLYLWp GX FDQDO (1D& FRQWULEXWF|LGRB V3K WHQ RIS K R
fluidité péricilaire. Des inhibiteurs directs ou indirects ont donc été développés pour réduire
O 1 K\ S Hptldh B R4 et augmenter la fluidité du mucus [215,216DFWLYLWp (1D& S|
rWUH EORTXpH SDU GHV LQKLELWHXUV \DSplFQ | LOEK FS\K MNQHDOPL
SUREDEOHPHQW SDU OYfDEVIEYDOHRAQ®WH @PDRBWL YDWLRQ
purinetUJLTXHV SDU Of8Q@3IBVRRKQKLEH OHV FDQDX[ (1D& HQ
des canaux CaCC [215]. Les amilorides et leurs dérivés (benzamil et phenamil) ont une
application thérapeutique limitée en raison de leur absorption et élimination rapide des
poumons [217]. Le composé GS-9413il¢ad-SciencemainWLHQW OYDFWLYLWp (1D¢
75 % a la surface apicale des cellules [21828HSHQGDQW GDQV OfHVVDL FO
chez les personnes saines le GS-9411 bloque également les canaux ENaCs rénaux provoquant
une hyperkaliémie cliniquement significative [214,226lDU FRQVpPTXHQW I®THVVDL
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ete arrété en 2009 [221]. Les pyrazinoyles amines quaternaires structurellement différentes
des pyrazinoyles guanidines amilorides, sont particulierement efficaces sur les cellules
bronchiques humaines gtvivo FRFKRQ GIYLQGH VXU OD SHUPpPpDELOLWj
G 1 (1 [®&2]. In vivo, le composé 12g.( DPLQH TXDWHUQDLUH UDPLILp LQt}
une difféerence de potentiel 16 fois supérieuye FHOOH LQGXLWH[2&2DhU OfDP
/ITLQKLELWLRQ GYf(1D& SHXW VH IDLU HiapdiMerees mblégMés.GH P D (
Ainsi, la prostatine, une trypsine-sérine protéase appartenant a la famille de€iaXin€]-
Activating Protease qui clive les sous unités du canal ENaC a des sites spécjfiques
augmentant ainsi son activité constitue une cible thérapeutique importante [216]. La molécule
Camostat (Novartis Pharmaceuticafg)ibitrice de la prostatine a été mise au point et a donné
des résultats promettedirs vivo [223]. 'DQV OfTpWXGH &OL @A, XIdamGstdt SKDVH
(spray nasal) réduit le transport des ions,N@ovoquant un changement de la NDP (Nasal
Potential Difference) de +13.1 mV par rapport a la valeur initiale, mais certains patients
avaient développé de graves effets secondaids O Vépiskakds,@drturbation de la mucose
nasale, et une hématurie [225]. Une sensibilité nasale et une rhinorrhée ont également été
observées [225]. Cependant, il existe des préoccupations sur la spécificité de Camostat pour
FHUWDLQHYV &3$3V HW OfLQFHUWLWDXGH TDGW Capaiay g b XULLIR
via un nébuliseur dans les petites voies respiratoires [225].

'"{DXWUHV SLVWHV VRQW pJDOHPHQW pBMaQEktptaiviten(®@ HIITHW
par la fixation du PIP(Phosphatidyl inositol diphospha®)rla sous unit¢ G X FRZB]D O
Les agonistes du récepteur BR2urinergique diminue le taux du RBIpar son hydrolyse en
IP3 (inositol triphosphateSDU OD SKRVSKROLSDVH & UpGXNaA@™eQW SDU
augmententO 1 K\G U D W D W [2R8D CesKadgdmigtes dugmentent également le transport
des ions Clvia O DFWLY D WXk Ra@CG22¥,2ED Qd3 constations ont donné lieu a la
synthese duDénufosol (G L D G H Q Rpdlyfbdsphates) [229], qui inhibe le transport des
ions sodiunvia ENaC [230], et augmenteelui des ions chlores vi@ f{DFWLYDWLRQ GHYV
CaCC [230] ce qui résulte en une amélioration de la fluidit¢é du mucus et daitande
mucociliaire. /THVVDL FOLQLTX[B31[; BveS keDavilfosp] montre une bonne
tolérance et une amélioration de la REZes changements au niveau pulmonaire sont faibles
mais significatifs [232]. Cependant, dans un second essai de phase Ill [231], ces bénéfices
QTRQW PDOKHXUHXVHPH@38]. £D \éffep Viep Dénitfosol B Xndpitv des
changements moyens non significatifs de la EEMi peuvent étre liés soit au faible nombre
GH SDWLHQWY LQFOXV GDQV OfpWXGHDBWUT EuBE®RRIGW DX S
parvient pas a long terme & empécher le déclin de la fonction respiratoire [2BRImént,
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le P-1037 inhibiteur des canaux ENaC dans les cellules des voies respiratoires est
actuellement en essai clinique de phase Il. Ce composé peut prolonger la fluidité des voies
UHVSLUDWRLUHY DSUqV OfYXWLOLVDWLR®HG Haclx®@a VRO XW
OfpYDFXDWLRQ GX PXFXV SHU PijdratatiDrina'mBle Quinuc@GHLE8]H W U R X
Cependant, il est important de noter que le blocage excessifitlasx ENaC peut causer de

graves conséquences/ RLW XQ °GgPH SIXORRQDMHUPpGLDLUH GH
indésirable de liquide dans les poumons [2B#&s molécules ciblant les canaux CaCC ont
également été identifiees (Figure 8). Parmi elles, le peptide polycyclique bactérien
duramycine [oli1901) (Lancovutide, Lantibio-AOP Orphan Pharmaceuticals )AG
administré par inhalation active les canaux CaCC auHivWX GH OfpSLWKpOLXP (
respiratoires par libération d@&* des réserves intracellulaires [235]fHVVDL FOLQLTXH
phasell a démontré que la nébulisation de duramycine (2,5 mg/jour, 5 jours) entraine une
augmentation de la FE\e 8% et une bonne tolérance du produit avec une longue demi-vie,

et que la duramycine ne passe pas dans la circulation sanguine [236]. Une autre étude clinique

de phase Il réalisée en 2008 a rapporté des résultats prometteurs, a savoir une amélioration de

la FEV; [237].
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Réticulum

endoplasmique
Noyau

Figure 8: Résumé des approches pharmacolegldV D\DQW SRXU EXW GI{K\GUDV
patients CF PRGLILpH [®]).D&ochoq® pour les molécules correctrices ou des
potentialisateurs du CFTR, diverses approches phaotogiques ciblant le récepteur P2VY2,

ENaC et le CaCC sont en cours d'évaluation poutetede trouver de nouvelles cibles

thérapeutiques pour le traitement de la mucovisedo

Récemment le comité des médicaments a usage humain (CHMP) a émet trois avis positifs
HQ IDYHXU GH OfYDXWRULVDWLRQ GH PL\X/\HLR(&UGGﬁZsBDPEp
Kalydeco® &HV DYLV FRQFHUQHQW O fDXW Rithez Ded/ haieptsG T X W L «
homozygotes pour la mutatiof F508 agés de 12 ans et plus, de Kaly(fettwez les enfants
GH | DQV SRUWHXUV Gdpxrgh, &b de\Kalydesovtidx 4 patekts @e
18 ans et plus porteurs de la mutation R117H 23JHDXFRXS G{I{DXWUHV PRO|
DFWXHOOHPHQW j GLIIpUHQWHY SKDVHV GIfpYDOXDWLRQ F(

7.3 Thérapie génique
Le clonage du gene CFTR a ouvert la voie a la thérapie génique. Bien que la
mucoviscidose soit une maladie multiviscérale, la détérioration de la fonction respiratoire est

la principale cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose. Ainsi,
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OTpSLWKpOLXP UttkEVestistl RideRpbw Ha théRaQie/génique de la mucoviscidose.

Le principe consiste a transférer une copie du gene CFTR normal dans les cellules des voies
respiratoiresDILQ GH UHVWDXUHU O DDAV YOAWHY SG K VWL R QO G & XD
fonctionnelle, et ainsi améliorer la fonction respiratoire. Contrairement a la thérapie protéique,
cette approche concerne tous les patients atteints de mucoviscidose quel que soit la mutation
dont ils sont porteursLe gene CFTR transporté par un vecteur peut étre administré
directement dans les voies aériennes par aérosol. Cette méthode est en effet la moins invasive.
EnUDLVRQ GX UHQRXYHOOHPHQW SHUPDQHQW GH GHpyIDNKPp
semblablement étre répétée dans le temps, a moins de parvenir a transfecter efficacement les
FHOOXOHV VRXFKHV GH ©®@d§u SielwX sopnPrekife |eskhNnSihaled svaregiegH

de la thérapie génique de la mucoviscidose, il est important de décrire un certain nombre des
caractéristiques biologiqued W IRQFWLRQQHOOHYVY GH OfRslpowm@s FLEOH
HW OTpSLWKpOLXP UHVSLUDWRLUH

8 Le systeme respiratoire
8.1 Anatomie et fonctions du systéme respiratoire

La principale fonctonGH OfDS8S8EHNVMSHUOWRLUH HVW GH IRXWQLU GH
et de le débarrasser du gaz carbonique,(CQui est un déchet produit par la fonction
cellulaire, par dep FKDQJHV JD]HX[ HQ W& dystorfeDrespirdtoke €3ttompoeel
de voies aériennes divisées\aies aériennes supérieuresomprenant le nez, le pharynx et
le larynx, et ervoies aériennes inférieuregomposées de la trachée et DUEUH EURQFKIL
M XV T XafvBakeg pulmonaires (Figure 9A) I XQ SRLQW GH YXH IRQFWLRQC
UHVSLUDWRLUH Hun dé soQaviaion iMDXdBe de@a&hsition HW  GzHixeQ H
respiratoire (Figure 9B).

La zone de conduction comprend toutes les voies respiratoires (voies aériennes
supérieures et une partie des voies aériennes inférieures; de la trachée aux bronchioles
terminales), qui achen@ HQW OfDLU | OD nd&sQnd pbrtiti& phad BUN echanges
gazeux.

La zone de transitionest composée des bronchioles respiratoires.

La zone respiratoire est le siege des échanges gazeux et représenté ¥rié¢ IDFH GITHQYLL
140 nf [239]. Elle FRPPHQFH | OfHQGURLW R+ O HejighedtRIEGSFKLROH
bronchioles respiratoires. Celles-ci se prolongent par les conduits alvéolaires, auxquels font
VXLWH OHV DWULXPYV DOYpRODDYHROBWYV OMHW V MDYAYWHWRWO Bk U

échanges gazeux sont réalisés (Figure 9B et D).
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Figure 9: Architecture anatomique (A) et fonctionnelle (B) slystéme respiratoire humain.
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Les voies respiratoires, et particulierement les voies aériennes inférieures, ont une structure
compOH[H (Q HIIHW OYDUEUH WUDFKpREURQR®LD®B DHQMWV XH)
trachpH MXVTXIDX][ V IOk Vaddda ¥Xgeh® dullahy/ au médiastin (espace entre
les deux poumons), et se divise en deux bronches principalésprmehes souchegFigure

% TXL VIHQIRQFHQW GDQV FKDTXH SRéfeR&brohthesd XL VH
lobaires ou secondaires (trois pour le poumon droit et deux pour le poumon gauche) (Figure
9A). Les bronches lobaires donnent naissance lmarches segmentaireqou tertiaires),
lesquelles se subdivisent ensuite en bronchioles de plus en plus péiit¥sV TX D X[ EURQFK
terminales et respiratoires (Figure 9B). Ces derniéres a leur tour se divisent en canaux
alvéolaires et donnent naissance aux sacs alvéolaires formés de plusieurs alvéoles
pulmonaires (Figure 9B, D). Ainsi, le diamétre des conduits aériens diminue au fil des
VXEGLYLVLRQV DOODQW GYHQYLURQ GH FP SRXU OD WI
alvéolaires [239].

3RXU DVVXUHU OHV pFKDQ kEkpiratalrd JésX yascufabse Svia UdduxO
circulations distinctes (Figure 9C) :

La circulation bronchique : elle fait partie de la circulation systémique. Elle améne le sang
oxygéneé via les artéres bronchiques a la zone de conduction (bronches et bronchioles) de
OYDUEUH WUDFKpPpREURQFKLTXH

La circulation pulmonaire : SHUPHW OfDSSRUW GHV pOpPHQWYV QXWUL
respiratoire. (OOH YpKLFXOH OH VDQJ YHLQHX[ QRQ R[VH}Qp S|
subdivise en lits capillaires entourant les alvéold®* VH IDLW O | gfdae QQ)H eI D]H X
VDQJ R[\JpQp JDJQH HQV XuaNed varfeR pukbr@icesl WWH JDXFKH

82 &RPSRVLWLRQ GH OYfpSLWKpOLXP UHVSLUDWRLUH

La composition deO f pSLWKpOLXP GHVY YRLHV UHVSLUDWRLUHV H)\
(Figure 10 et 11).'H OD WUDFKpH MXVTXIDX[ EURQFKLROHV O
pseudostratifié et cilié,recouvert par un liquide de surface péricilaire et le mucus (Figure
10), qui servent de barriere physique vi¥¥a-V GHV SDUWLFXOHV LQKDOpPHV TX
[242]. Le mucus produit par les cellules sécrétrices de surface (cellules de Clara, cellules
caliciformes et cellules séreusest)les glandes sous muqueuse, participe également a la
défense anti-bactérienne, anti-protéasique, anti-oxydante et anti-microbienne des voies
aeriennes [243,244]. En effet, la composition biochimique du mucus est riche en molécules
protectrices telles que les protéines antimicrobiennes (IgA), la lactofderigepzyme et les

défensines et mucines [243].
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/I YTHQVHBHOHFHOOXOHYVY GH OfpSLWKpOLXP UHWDSOHUDWRLU
OTH[FHSWLRQ GH FHUWRLQ¥HNOGROQWQW MEIOQHXPRH2DD OXPL
Globalement, HV FHOOXOHV GH OfpSLWKpeluk® basélesSdilldesW R L U H
mucoseécrétrices, neuroendocrines et intermédiaires, avec un réseau de glandas sous

mugueuses contenant des cellules sécrétrices muqueuses et séreuses (Figure 10).

Figure 10: Structure et compositionGH OfpSLWKpOLXP UHYV SiendéaSWRLUH
humaines PRGLILpH[282)DSUqV

Les bronchioles les plus proximales sont bordées par un épithélium pseudostratifié, qui
comprend quelques rares cellules basales, ciliées et des cellules sécrétrices non ciliées
appelées cellules d€lara, tanGLVY TXH OfpSLWKpOLXPIUS HiglaldS e Q FK L R
monostratifié dépourvu de cellules basales [242]. Les cellules de Clara localisées dans la
trachée et dans les petites voies respiratoires ont plusieurs fonctions protectrices pulmonaires.
Elles ont un r6le dans le métabolisme des xénobiotiques, dans la régulation locale de la
réponse inflammatoire et immunitaire, @DQV OD UpJpQpUDWLRQ GH OfpSL
bronchique. Elles participent également a la clairance mucociliaire des particules étrangeres et
aussi a la prolifération / différenciation des cellules ciliées pour le maintien de la population
des cellules ciliées [245,246]. Elles sont aussi impliquées dans la sécrétion des protéines
tensioactives du surfactant (apoprotéines A, B et D), des protéases, des peptides

antimicrobiens, de plusieurs cytokines et chémokines et des mucines [245].

Au niveau de la trachée (Figure 110 pSLWKpOLXP HVW F\OdtR@E&LTXH S
de cellules ciliées, de cellules caliciformes (ou cellules en gobelet) et de cellules basales
enfouies. Les cellules caliciformes sécrétent le mucus constitué principalement de mucines,
TXL HPSrFKH OD GpVK\GUDWDWLRQ GH fjpsd pdtiqued XP UH
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étrangéres olHQFRUH OfMDGKpVLRQ HW (241.Q¥ pavdi BReQ bemthé&sD WK R J
principales est de composition histologique proche de celle de la trachée, mais au fil des
ramifications, on observe un certain nombre de changeme@sHIITHW OfpSLWKpOLXP
F\OLQGULTXH SVHXGRVWUDWLILp j FIOLQGWHTUPHL GXOWY F,OE
a ni cils, ni cellules mugueuses dans les bronchioles ; par conséquent, les débris logés dans les
bronchioles ou plus bas sont normalement détruits par les macrophages présents dans les
alvéoles. En effet, les alvéoles abritent des macrophages alvéolaires (Figyre 9E)
communément appelés cellules a poussieres, qui éliminent les poussieres, les bactéries et
autres particules étrangeréesQVSLUpHYV /DYBBURIDGWHY DOYpPpROHV HVW I
couche unique de cellules épithéliales pavimenteuses minces et étalées appeldesytes

de type | ou épithéliocytes respiratoires (Figure &EL1), qui malgré leur faible nombre (5 a

10% des cellules pulmonaires totales) [248], recouvrent plus de 90% de la surface alvéolaire
[248,249]. Elles sont rattachées les unes aux autres par des jonctions serrées qui servent de
barriere partiellement étanche a la diffusion dd@ XLGHYV HW PROpFXOHV GDQV
alvéolaire. Il a été rapporté que les pneumocytes de type I, jouent un rdle actitdans
perméabilité a l'eau et dans la régulation de I'noméostasie du liquide alvéolaire chez les
rongeurs [250,251]. lls joue aussi un role de protectbohl OpSLWKpO lvisB-vieHVSLUD
du stress oxydatif chez le rat [252]. Les alvéoles sont également recouverts par une trame
dense de capillaires pulmonaires, tandis que leurs ouvertures sont entourées par quelques
fibres élastiques. Les alvéoles, les capillaires ainsi que leurs lames basales farment
membrane alvéolo-capillaires(barriere air + sang). Des cellules de forme cubiq@ X Q
GLDPgQWUH GH — P appelédsprazfirddeyPeR e type 1l sont par ailleurs

dispersées entre les pneumocytes de type |, et sont majoritairement retrouvées a la jonction de
deux alvéoles (Figure 9E) [249% L H Q T lftlirés\hoxnBreux (60% environ des cellules
alvéolaires et 15% des cellules pulmonaires totales), ils ne recouvrent que 2 a 5% de la
surface alvéolaire [249]Les pneumocytes de type Il sécretent et recyclent un liquide, le
surfactant alvéolaire, qui tapisse la surface interne des alvéoles exgaséj] OTDLU DOYpRC
HW SDUWLFLSH j OYHIILF D H242/7263)G HiNs participeRtlad M répdhseX [
immunitaire dans les poumons, et peuvent se transformer en pneumocytes de type | pour
UpSDUHU OfMpSLWKpOLXP HQGRPPDJp RX ELHQ QRYV GX Gp
Les pneumocytes de type Il, tout comme les pneumocytes de type I, participent au transport
ionique [254]. Ces cellules expriment une large gamme de protéines impliquées dans le
transport ionique, telles que les canaux ENaCs 260], Na-K*-ATPase [256,26863], les
aquaporines (AQP3) [249], et le transporteur ABC CFTR [264].
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Le surfactant alvéolare SHUPHW GYDEDLVVHU OD WHQVLRQ VXSHUII
TXH OHV DOYpPROHV SXOPRQDLRH\HQ N XN H D [ZH{S M D YL R
composé principalement de phospholipides (80 a 90%), de protéines biologiquement actives
(SP-A, SP-B, SP-C et SP-D environ 6 a 8%), de lipides neutres principalement du cholestérol
4+ HW GYK\GUDWHYV GiyuamitdE ReQlifadtght byéoaietbu pulmanair
est éliminé par le biais de la clairance mucocilliaire et les macrophages, mais la grande partie
GX OLTXLGH HVW UHF\FOpH SDU OHV SQHXTRFLWEG VXGCWpW\
[249,253,263].
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8.3 Les cellules cibles de la thérapie génique

En raison de la gravité des atteintes respiratoires, le tissu cible du transfert de genes est
donc OTpSLWKpOLXP UHVSLUDW R paititulierenéhtUcéntived RuairdnsS p U D W
rares, suggerent que la restaurati@fie H{ SUH V V L R&QdebH 10 94Rdu GRIR normal
serait suffisante [267], du moins en ce qui concerne la restauration de la fonction du canal
chlorures./fpSLWKpOLXP UHV&Lnbewe LjU HFRBQ WY HEHVO 1$51P &)7°
cellules [100]. Les quantités les plus importantes sont retrouvées au niveau des glandes
séreuses et des glandes satimmuqueuses (au niveau de la zone de conduction) .[100]
Cependant, seulement 5% des cellules au niveau des bronchioles et des régions alvéolaires
H[SULPHQW Of#SLRVWDITON GRQQp OD IDLEOH H[SUHVVLRQ J(
la plupart des cellules épithéliales pulmonaires devraient subir un transfert du géne CFTR
sauvage afin de restaurer la fonction de canal ionique du CFTR [268]. Aussi, vu le
UHQRXYHOOHPHQW SHUPDQHQW GH OfpS lde&viagelr&péteed HV SL U
périodiguement, a moins de réussir a transfecter une proportion suffisante de cellules souches
GH OTpSLWKpOLX®PXVHNSUYVDAMHROIOMOHY GH mdéntiaient Hesw U D F K
propriétés de cellules souches, telles que les cellules basales, les cellules de Clara et les
pneumocytes de type Il [245,249,269,270]. Récemment, une nouvelle population de cellules
souches a été identifiee [271],0 VIDJIJLW GH FHOOXOHV VRXFKHNY PpVHQ
moelle épiniere (BMDMSC pour Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell), qui
SUREDEOHPHQW SDUWLFLSHQWéIDHK desH\QiesXredpiaoited He® W G H
poumons [271]. La connaissance a propddMd FHOOXOHV VRXFKHV SXOPRQL
progressivement et peuvent constituer de nouvelles approches thérapeutiques pour le
traitement des maladies pulmonaires séverd S REDOHPHQW OHV VSpieLDOLVW
expression du CFTR dans 5 a 10 % des cellules épithéliales pulmonaires permettrait de
corriger le défaut de transport des ions chlorures 2724 LYDSSURFKH FRQVLVW
combiner le géne SCNT (Somatic Cell Nuclear Transfer) avec le rAAV (recombinant Adeno-
Associated Virus) dans les fibroblastes primaires a conduit a la génération réussie de modeles
CF de furet [275] et de porc [276] en 2008. Ces nouveaodeles animaux sont plus
représentatifs du phénotype et des multiples atteintes caractéristiques de la mucoviscidose
[277]. Contrairement aux souris, les voies aériennes des furets et des porcs présentent un haut
degré de similitude avec les voies aériennes humainesYB et ont une composition
similaire des canaux chlorures au niveau des voies respiratoires [282]. La mise au point des
modeéles CF porc et furet [41,277], devrait étre trés utile pour étudier les conséquences
respiratoires de la mucoviscidose et ainsi développer et tester de nouvelles approches
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thérapeutiques dans des conditions plus proches de la réalité. Un certain nombre de modeles
animaux CF existe, tels que le modele porc CHH®08 [283]. Cependant, la recherche est
en continue afin de développer de nouveaux modeles (furet, porc) pGrhbt Xnwitatidns

CFTR, permettanDLQ VL O 1 p Yii@axgP YamR&deGsfratégies de thérapie génique et
cellulaire.
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Chapitre 1l : La thérapie génique

Le concept de thérapie génigue imaginé il y a quelques années pour les maladies
génétiguesHVW SRUWHXU GYfHVSRLU SRXU XD VINLDIQ & uBP EH U H W
application des connaissances de la génétique et de la biologie moléculaire a des fins
thérapeutiques~ O T R Udlld toQdiktait a transférer une versiQrR U P D QgenedansQes
cellules cibles pour remplacer celui défectueux responsable de la pathologie. A la différence
GHV PpGLFDPHQWY TXL DJLVVHQW VXU RIJBWMWLQVY WH GBIXOY
thérapie génique cherche a intervenir plus en amont, a la source méme du dysfonctionnement,
ce qui ouvre ainsi de nouvelles perspectives dans le traite@afites affections jusgua-
incurables. Les avancées technologiques pefWWHQW VDQV FHMNMdhesG{pODU
GIDSSOLFDWLRQV $LQVL LO HVW SULPRIEIWY @G TDNDS/GRLLAD W
de la thérapie géniquet les approches utilisées, qui doivent étre adaptées a la pathologie

ciblée.

1 Principe de la thérapie génique

Si le principe de la thérapie géniglekHSRVH VXU OLGpH VLPSOH GH WUD
ciblesGH OTRUJDQLVPH OH JgQ HnWXY gdl iseHu¢amp. glus HomglexeP L V H
On distingue, la thérapie génique sur cellules somatiques et sur cellules germinales avec des
conséquences differentesD WKpUDSLH JpQLTXH JHUPLQDOH QYD SDV (
FKH] OTKRPPH HW HAeMité RidrisiMiSsorHde HaQnwdification génétique a la
descendance). Ainsi, nous nous intéressons uniqguement a la thérapie génique somatique. Cette
derniereDSSRUWH XQH FRUUHFWLRQ GH OYDQRRDQHHJ@Q@WWLT.
GH OAfu @#&té. PourVRLIQHU XQH PDODGLH KpUpGLWDLUH LO C
FRUULJHU OH GpIDXW JpQpWLTXH G DGV PmRX&eN dansivV FHO
celles des organes touché&i diagnostic préimplantatoire des embryons peut étre réalisé
chez des familles qui risquent de transmettre une anomalie génétique a leur descendance. Ce
WHVW D SRXU REMHFWLI GH VPOHFWLEBOQQMNMUO®XW pHXEUPRQ
evitant ainsi la nécessité de mettre fin a une grossesse. Des essais de fecondatioat
GHV WHVWV GH GLDJQRVWLF SUpLPSOD@QWD/WRREH GMX QHHP
saine de parents homozygotes pour la mutatibs08 [284]. Cette approche peut étre
DSSOLFDEOH j GI{DXWUHYV PDODGLHV PRQRIPpRNIKXN DSRW
identifié, cependant une analyse profonde est nécessaire afin de mieux adapter la stratégie a la
pathologie. PourOHV PDODGLHYV JpQpWLTXHV FRPPH OD WREBMLVF
doit étre traité précocement. Pour cela la correction génétiquterosembleG 1 XQ UpHO LQWnp
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thérapeutique et parait tout a fait envisageable. En effet, une étude avait montré que le
transfert du gene CFTR associé a un adénovirus recombinantifrAtgro, a permis une
amélioration trés importante de la survie des saffis PrPH VL OJH[SUHVVLRQ G X
CFTR était transitoire [285]. Cependant, ces résulats p&s\pu étre reproduits par la suite
[286,287]. Néanmoins, la thérapie géniguaterocontiQ XH G r W U Hexplerdel[288tP H Q W
290].

2 Stratégies et approches de la thérapie génique
Il existe deux principales stratégies pour le transfert de genes chez un pa@efiD SSURFKH
exvivo HW O Y Dis 8W.RFKH

2.1 Approche ex vivo

/1D S S LeR WU tbnsiste a prélever les cellules cibles du patient, a les madifigro
HQ \ DSSRUWDQW OH JqQH GITLQWpUrwW @MHWXOLREH IFIKHJ G3R
DILQ TXTHOOHYV UH ey ekl ¢Wled aholdlesHMguje 12). Cette approche
IXW OD SUHPLqUH PLVH HQ °XYUH FKHd2 polKtRurskeeter ¢EW V T H\
nombreux types cellulaires tels que les fibroblastes, les hépatocytes et les cellules
endothéliales. Elle est couramment utilisée dans les essais cliniques, particulierement pour les
PDODGLHV KpPDWRSRwWpWLTXHV HQ MY MRXEF KGHV OADF FHNMOMH.
notamment été utilisée chez les « enfants bulles », pour le traitement des déficits immunitaires
séveres. ' f{1DYDQWDJH GH FHWWH VWUDW pUDH FHKUWW TXHM REN W
FHOOXODLUHYVY UHQFRQWUpV O RuUio)E&Hhex @ hhatieid. FELeQdeiiatU D W L R
également de modifier une population cellulaire bien précise, sans risque de voir le vecteur
pénétré dans des cellules non ciblées. Cependant, toutes les cellules ne sont pas prélevables, et
FH W\SH GY{DSSURFKH QH SHXW GRQF rWJuU H HUOWIDLQ/HYV ORHC
différenciées de type cardiaque ou des neurones par exemple. Elle reste une approche
colteuse et complexe, en raison des différentes étapes et techniques utilisées (chirurgie,
FXOWXUH FHOOXODLUH «HWF 'DQV OH FBGERVGH ®HVWK\HX
V X JJqUH Q wualiohklx viv§ ge¥ tissus des patient CF est non seulement essentielle pour
GLDIJQRVWLTXHU HW SUpGLUH OD JUDY.NVNWHVMWWp DFi@M RO JIW LF
pour OfpYDOXDWLRQ GH OD UpSRQVH DX[ WUDLW&PHQWYV
personnalisée en fonction de chaque phénotype [69]. En effet, il a été ét§dd {W qV
DGPLQLVWUDWLRQ LQWUDWUDFK pD OH O&itsbit Edpabes<de sev VR X F
différencier en cellules épithéliales pulmonaires. Néanmoins, le pourcentage de cellules
différenciées est trop faible (<0.040.025%) [288,291#95]. Une récente étude suggere que
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les cellules souches mésenchymateuses (MSC) dérivées glélm de Wharton (tissu

conjonctif embryonnaire) pourraient étre une alternative efficace aux cellules souches
embryonnaires ou de moelle osseuse [296]. Cependant, la faible incorporation des cellules
VRXFKHY UHVWH XQ REVWDFOH PDMHXU E&BDQU XQiick®pHY HOIR
pour la mucoviscidose. Beaucoup de progres reste a faire avant que la thérapiede la
PXFRYLVFLGRVH GHYLHQQH XQ WUDLWHIR H3JW G-ROLLGLLVIVX Bl DR |
GRVH RSWLPDOH OYLQWHUYDO O hHrethienddlil. OHV DGPLQLVWUL

Figure 12: Approches ex vivo et in vivo de théramgjénique./ RUV G X QHinigSIE RFKH
géne thérapeutique couplé a son vecteur est iniratitectement dans le corps (ex: le
muscle, le foie) du patient, alors que pour lesli@ppions ex vivo, les cellules du patient sont

tout d'abord isolées a partir de I'organisme, podiglifiées génétiguement, sélectionnées et
amplifiées, pour les réintroduire par la suite clezpatient comme une greffe autologue.

PRGLILpH[4RIDSUQV

2.2 Approchein vivo

/DS S UR AW Honsiste a délivrer directement le gene thérapeutique couplé a un
vecteur aux patients, par administration systémique ou locale (FiguréefilB)Y DQWDJH GH FF
DSSURFKH H¥ WecdsXitg HhaSMiidrvention chirurgicale, mais par contre, celle-ci
QpFHVVLWH OH GpYHO R(B StHfflddd@ At uB K QHIVGIEAtidrXddaptée.

La faisabilité de la technique est donc tributaire du vecteur qui pourra véhiculer le géne
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GILQWp lard¥ cX&HARQ OD QDWXUH HW OYDFFHVVWBLGHWpP G
matiere nécessaire (ADN/vecteur) est souvent plus importante que celle utilisée pour
OYDSS&RiFOKHTHIILFDFLWp GH FHWWH sdumiddd \Aup hordbrélised/ pJD C
barriéres intra - et extracellulaires que doivent surmonter le transgene et son peuateur
atteindre la cible, selon la voi& D G P L Q LRaWMaIldDM/ pduQles vecteurs synthétiques
OfH[SUHVVLRQ GX WUDQVJqQH HVW WHVQWR Q/\R L& RIQHWQ PFH/
SRXU PDLQWHQLU OYHIITHW WKpUDSHXWLTXH VRXKDLWp
6HORQ @®rdgautiqve attendu, différentes stratégies de transfert de geénes
existent. Les principales sont décrites ci-dessous :
X /ITDGGLWEEREH@ FRPSOpPHQW GX JgQH PXWp ®IMKUHOOHP
laisse les alleles anormaux en place. Mise au point dés les débuts de la thérapie génique, elle
UHVWH OYDSSURFKH OD SOXV XWLOIGWWH BRRXGQ H WRIDQ R/JHl
comme la mucoviscidose, les myopathies ou les maladies du systéme immunitaire [297].
X Induction de la mort cellulaire: /RUVTX{LO V9 Dds pathdidgiesvtthivitalastolw
infectieusessOTLQWURGXFWLRQ GIXQ JgQH FRQGXLVDDKMItHOD PRI
directement en introduisant un géne apoptotique par exemple, soit indirectement en rendant
les cellules tumorales sensibles a une drogueQRit SRUW Q§dé@Q pduy Qri¢ enzyme
(ex : HSViK) qui va transformer la pro-drogue, comme le Ganciclovir en Ganciclovir-
triphosphate, ce qui va aboutir a la mort des cellules cancéreuses et des cellules adjacentes
[298 800].
x Stimulation de la réponse immunitaire: L 1 D S S R ertAingsgénds codant des protéines
qui stimulent le systéeme immunitaire comme les cytokines, les molécules du CMH
&RPSOH[H PDMHXU G 1 EKtL&VARIGERES SMbralx Lperin& mle stimuler le
systeme immunitaire. Les cellules du systeme immunitaire reconnaissent les cellules cibles
comme du non-soi et induisent ainsi leur élimination. Cette stratégie peut étre également
utilisée dans le cas des maladies infectieuses en rendant les cellules cibles résistantes a un
pathogene commeuf LUXV RX SURGXFWULFHV GH SURWpPLQHV GH G
X ,QKLELWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GTfXQ JGQ WIEDH FRX'
fonctionnel : Dans certaingas la mutation génétique entraine un gain de foncliéra
OfH[SUHVVLRQ GYXQH SURWpPLQH DQRUPIDURF K HOHIN VVG P P
HQ OTXWLOLVDWLRQ Gechdavitppbd HQARN\antseRrsOdek dligehicléotides
anti-sens (ODN) [301], ou des ribozymes [302],ILQ GLQGXLUH XQ EORFDJH !
GIXQ JgQH SDWKRJgQH RX LQGXLUH XQ VDXW @OEHR®LIRU
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DLQVL j OD VIQWKgVH GIXQH SURWIXXMWH WMV XpPO 6B LIYHMR
PDVTXHQW FH Uapid3dge \a pekrvs Ha/ re§&tquration du cadre de lecture et par
conséquent la synthése de la dystrophine dans le cadre de la thérapie génique de la DMD
[303,304].

x Correction ciblée de mutations: Elle consistea effectuer une correction ciblée de la
mutation ponctuellén situ, afin de restaurer un phénotype normal en utilisant par exemple

des oligonucléotides chiméres (ARN/ADN) ou des oligonucléotides simples brins [305]. Le
trans-pSLVVDJH GH O7$51P HVW pJDOHPHQW ,XqQ lgerB& & RFKH (
UHPSODFHU XQH -$BURVISHR IBMHRUSGHXQH PXWDWLRQ SDU X
apportée par le transfert de ggnégsHWWH WHFKQLTXH D GY{DLOOHXUV pW
corriger la mutationdF508, et QH UHVWDXUDWLRQ SDUWLHOOH GH OfL
[306808]. 'fDXWUHV DSSURFKHVY VRQW DFWXHOOHPBIQW GIHV FR:
DSSURFKHV IDLVDQW DSSHO j GHV H®@UYHWH DEOHNVL QSR G oBOVHN
de zinc (Zinc-Finger Nucleases, ZFNs) [309Hes nucléases de transcription
(activatrices/effectrices) dites TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nuclease)

[310] et le systeme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/Cas9 nucleases) [311,312], et quelques résultats prometteurs ont déja été rapportés
Appliquée a la mucoviscidose, cette approche a permis une correction ciblée de la mutation

a) S B4JZFNs par recombinaison homologue [313]. Le systéme CRISPR/Cas9 a permis
également une réparation endogene de mutations au niveau du locus CFTR des cellules
souches intestinales de patients CF [314]. Ces approches récentes sont fort intéressantes, mais

beaucoup de progres restent encore a faire.

3 Pathologies ciblées

La thérapie génique est une approche prometteuse pour un grand nombre de pathologies,
et a ce jour, environ 2210 essais cliniques sont ou ont été engagés dans le monde [315]. Bien
gue les applications initiales définies pour la thérapie génique fut de traiter les maladies
héréditaires monogéniques, pour lesquelles le gene muté a été identifié et cloné, la grande
majorité des protocoles cliniques concerne désormais les maladies acquises, notamment les
cancers (64%) (Figure 18315]. Les affections monogéniques quant a elles ne représentent
que 9.5% des essais cliniques (Figure 13), suivies par les maladies infectieuses et
cardiovasculaires (7.9%). La principale raison est que les patients pouvant étre inclus dans ces

essais sont nombreux. De plus, les attentes thérapeutiques sont différentes. Pour les cancers,
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une expression transitoire du transgene est suffisante, alors que pour les maladies génétiques,

une expression soutenue est nécessaire.

Cancer$4% (n=1415H
Maladies monogéniques 9.5% @B9)

Maladies cardiovasculaires 7.9% (1#5)
Maladies infectieuses 7.9% (hZ#4)
Maladies neurologiques 1.9% (43)

Maladies oculaires 1.4% (133)
Maladies inflammatoires 0.6% (1i4)

Autres maladies 2.1% (#6)
Marquagede génes 2.3% (n50)
Volontaires sains 2.4% (r53)

Figure 13: Répartition des essais cliniques de thérapie génsgglon la pathologie ciblée
[315].

La majorité des essais cliniques réalisés sur les maladies monogénigques concerne la
mucoviscidose [316]. Plusies essais cliniques utilisant des adénovirus ou adénovirus
associés (AAV- CFTR) ont été réalisés dans le cadre de la thérapie génique de la
mucoviscidose [31B20]. Récemment, un essai clinique utilisant un vecteur non-viral
conduit par le Consortium Britannique de thérapie génique de la mucoviscidose a rapporté des
résultats prometteurs [321]. Dans le cadre de cet essai clinique, 140 patients agés de 12 ans ou
SOXV RQW pWp LQBZIX Vs D@ parmeblidation une dose de 5 mL
correspondant & une formulation contenant 13.3 mg du plasmide pGM169rgepCodant
pour le gene CFTR humain, associé a 75 mg du lipide cationique GN&8permine
cholesterylcarbamate,Genzyme corporation en présence de la DOPE (dioleoyl
phosphatidyléthanolamindp LQVL TX{XQ VW D BMRELFZEG;)A bhX78), oV prig L T X H
solution saline 0.9% correspondant au placebo (n=62), une fois tous les 28 jours * 5jours
durant une année [321]. Aprés un an de traitement, les patients ayant recgu le traitement de
thérapie genique (pGM169/GL67/DOPE/DMIPEGsq00 montrent une amélioration de leurs
fonctions pulmonaires, la FE\étant supérieure au placebo de 3.7% [321]. Aucune différence
VLIJQLILFDWLYH QYD pWp HQUHJILVWU pHF RB@RHMU @HH VO IGW XH |

indésirables [321]. De plus, Il est important de noter que la réadministration est possible et
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TXYfHOOH HVW VRXKDLWDEOH &HV UpVXOW BWV DWROKRWIN Qip
pour le traitement de la mucoviscidose & HU P HV <igfiifidatifsVeM la fonction
pulmonaire. En parallele, un & KpUDSLH JpQLTXH E DeglpivixuX UXQ T NR@W V [
MXVTXY] b @ tdspeydans des essais cliniqgues de la mucoviscidose, est développée
par le Consortium Britannique de thérapie génique de la mucoviediB2]. En effet, de
nombreuses études suggérent que les lentivirus peuvent étre bénéfiques pour le transfert de
JgQHV j GHVWLQDWLRQ G H8,82833] Wakqyr@el fikdPe GO¢OUB &r@ilyel H

les doses a administrer ont été définies auparavant [322], et les études préliminaires de
WR[LFLWp HW GH UpDFWLRQV VHFRQGDW WH{E28XR €sdai SDV PR
clinigue de phase Il visant & établir une étude compléte et formelle de sécurité/efficacité est
prévu en 2017 [322].

4 Moyens de transfert de génes

$ X MR X U&9UKCcEd de la thérapie génique repose essentiellement sur la notion de
transfert de génes et le développement gecteurs» srs et efficaces, qui permettent le
transfert de séquence& I1DFLGHV QXFOpLTXHV G (tilgeWw@rUdigtngBeD QV X Q
principalement les vecteurs dérivés des virus dits vecteurs viraux et les systemes non-viraux
(Figure 14).

Adénovirus22.2% (n=506)
Rétrovirusl8.4% (n=420

ADN Nu 17.4% (n=397)
Virusdelavaccine 7.2% (n£65
Virus Adéno-associés 6% (437)
Lipides 5% (n=115)

Lentivirus 5% (n=114)

Poxivirus 4.4% (n£021)

Virusde O § K HslthSlgRB.2% (nZ3)
Autres vecteurs 7.6% (ri74)

Inconnus 3.3% (N£6)

Figure 14: Répartition des differentgecteurs utilisés dans le cadre des essais clinigeae

thérapie génique en 201325].

46

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

4.1 Les approches virales

Les vecteurs viraux appelés virus recombinants se définissent comme étant des particules
virales contenant un génome viral modifié, ou les génes infectieux du virus ont été supprimés
HW UHPSODFpV SDU OH JqQH G Tdécadtipddousécuisgs Bieapablés DO R UV
de se multiplidJ HW G T HQ Jidf€ctod Withle XI(@$# vecteurs viraux sont donc des
vecteursnaturels SXLVTXH OHXU FDUDFWpPpULVWLTXHFKNVNYHQMWALH
FHOOXODLUH DILQ GH VH UpSOLTXH Wctdéleneéht €& LvecteplB LQHU
viraux sont utilisés dans la majorité des essais cliniques (Figure 14). Cependant, en dépit de
leur efficacité, ces vecteurs présentent divers inconvénients comme la taille limitée du
transgene, les réactions immunogénes et inflammatoires qui peuvent étre particulierement
génantes lors des réadministrations ultérieures, les risques de mutagenése insertionnelle liés a
une intégration non contrdélée du matériel génomique viral dans le génome du patient. Les
vecteurs viraux se heurtent également aux probléemes de production a grande échelle (cout de
production et surtout la reproductibilité des lots). La nature offre un large choix de virus que
OTRQ SHXW PRGLILHU SRXU HQ IDLUH GHNVDGHEWMRNXUXV /H
rétrovirus, les adénovirus associés (AAVIOHV YLUXV GH Cef ks lerdigids VLP SO
(Figure 14.

4.1.1 Les adénovirus

Les premiers essais de thérapie génique de la mucoviscidose ont utilisés des vecteurs
GpULYpV GHV DGpQRYLUXV HQ UDLVRQ GH @GHiMigs WURSL\
aériennes [326].,0 VIDJLW GH YLUXV QXV j $'1 GRXEOH EULQ GH
GITHQYLURQ j QP &HV GHUQLHUV VRAW $DS D-EDGR/F G F
grace a des récepteurs cellulaires spécifiqgues CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor)
[326], et peuvent transfecter efficacement les cellules quiescentes et en division, par un
transfert épisomal de leur matériel génomique, ce qui élimine tout risque de mutagenese
insertionnelle.

Des études précliniques sur les épithéliums nasaux de patients CF et pulmonaires
GIDQLPDX][ (soRriS)qodtHApporté des résultats positifs et transitoiresi287, en
particulier sur le plan de la correction partielle de la différence de potentiel transépithéliale
(DDP) [330] DLQVL TXYXQH ERQQH WROpPUDQFH FKH] OfTKRPF
intermédiaires [331]. Néanmoins, chez les patients mucoviscidosiques, la thérapie génique a
OOLGH GHV DGpQRYLUXV QYD SDV GRIRQE &fet\deb iecHdaddsW DW V |

inflammatoires importantes ont été rapportées. De telles réactions sont sans doute favorisées
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dans le cas de la mucoviscidose, au vu @fpWDW L QIO Bi&end WIRIDUWMU M R X\
inconvénient de ce type d¢« HFWHXUV HVW OHXU IDLEOH HQWUDH GDQ
respiratoire [333]. En effet, les récepteurs CAR spécifiques des adénovirus sont absents a la
surface apicale des cellules épithéliales pulmonaires humaines [326]. Ces récepteurs sont
exprimés au pble baso-latéral des cellules épithéliales [326], mais ne sont pas accessibles en
raison des jonctions serrées présentes entre les cellules. Un essai clinique de thérapie génique

] OYDLGH GT1XQ DGpQRYLUXV DGPLQLVWIgpd&esUelttipayrnt RO DY
faibles, OfTH[SUHVVLRQ GX WUDQVJgQH &)75 euHN\GbtfiDatiohl d& p WHF W
OfpWDW LQIODP Rdbdigrd. [334]. RXr |& BuReX la faisabilité des administrations
UpSpWpHV GTDGpQRY udé Mahs&ugiBud epsaipclimiguz©[331,335]. Au total,

XQH GL]DLQH GH SURWRFROHV FOLQLTXHV HGH QOMHAWOHS IGHH \
vecteurs dérivés des adénovirus ont ainsi été effectués depuis 1993. Globalement, ces études
clinigues ont montré que: (a) sH SODQ PROpFXODLUH $51P SURWpL
transgene CFTR était détectable, (b) la mesure de la DDP nasale met en évidence une
FRUUHFWLRQ SDUWLHOOH GX WU D Q Visflrronvdto®eHuimoraipey FKOR
était dose-dépendanttiW G O9YHIILFDFLWp GX WUDQVIHUW GLPLQ
répétées [331,336,337]. Pour contourner les inconvénients rencontrés avec ces virus, des
vecteurs de nouvelles générations ont été développés, particulierement lesguitiess»

dépourvus dees génes viraux, ce qui devrait diminuer la réponse immunitaire [336], ou
HQFRUH GHV YHFWH XU VtrésDé&&pte @dHgvie @& Hedept&iOdarom G dAR, ce

qui permettrait de transduire les cellules par leur péle apical. Une étude a démontré que la
transduction des cellules par leur péle apical pourrait diminuer la toxicité des vecteurs dérivés

des adénovirus [338]. Une autre approemvisagée pour limiter la réponse immunitaire
humorale vis-a-vis des protéines de la capside virale est de rendre les virus saxdifih (

virus) invisibles pour le systeme immunitairg, O 7 D L G FecdaVfeq@nt adéquat ; la
pégylation [336]. La pégylation a permis de réduire la réponse cytotoxique des cellulas T et
SURGXFWLRQ GHV DQWLFRUSV FRQWUH OHYSSBVWLREQXOGV
transgene a été prolongée de facon significative de 4 a 42 jours apres administration [336]
&HSHQGDQW OfMDGPLQLVWUDWLRQ UpSpWpH GH OYDGpQRYL

4.1.2 Les adénovirus associés
Les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (A&M) été développés comme
alternative aux vecteurs adénoviruédvV . $$9 VRQW GH SHWLWYV YLUXV GYXQ

a 25 nm a ADN simple brin, appartenant a la famille des parvovirus. En raison de leurs
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SURSULpWpV PXOWLSOHY WHOOHV TXdi ud fidé irdpémrdeQ BH GH
ORQJXH GXUpH GH OfH[SUHVVLRQ GX WUDQ\SIn\WKR Jph) L[EFRQ\
FKH] OfKRPPH HW @it peD IMMunodenes) s ¥RV ont suscité beaucoup
G 7L Qpyr ¢ tiahsfert de genes [336]. Les limites des AAV sont la taille limitée du gene a
transférer,OfLQHIILFDFLWp j WUDYHUVHU O DWKHEDE IdERths® SLFD O
immunitaire antivirale induite suite aux administrations répétées [336,337,339]. Environ 12
sérotypes humains ont été identifiée® DLV FIHVW OH VpURWpIBHtudiébed 9 T XL
le plus utiliseSRXU O B.3BL.WD QW

Durant la derniere décennie, une demi-douzaine de protocoles cliniques de thérapie
génigue de la mucoviscidose, ont été réalisés en utilisant le vecteur AAV2 TgAAV-CFTR
(Targeted Genetics Corp), qui utilise un promoteur faible de la région terminale LTR (Long
Terminal Repeat SequencesG X $$9 SRXU LQGXLUH O TiBR6]ULdsEgdaR Q G X W
initiaux de phase | ont montré la bonne tolérance de ces vecteurs et ont rapporté quelques
résultats encourageants, comme une légere amélioration des fonctions respiratoires, une
diminution de I -8 dans les expectorations et une augmentation de la cytokine anti-
LQIODPPDWRL [(BiB,34042]. Cependant, O T H \tWhigjie de phase Il de
réadministrations par aérosol sur une plus grande cohorte SIDAV L HHQnbniré apdune
amélioration statistiquement significative de la fonction respiratoire, et les espoirs initiaux
QTRQW SDV SX GRQBIAWUHHGPREODRPPMPHQW GIXQH UpSRC(
DQWLYLUDOH DL Q \kfficackd] de® MY B tRaBsduire HaldHpdle apical, et le fait
TXH OH SURPRWHXU /75 XWLOLVp SRXU HQWUDR®HDLOQH)|
pourUDLHQW rWUH j OTRULJL Qlds eetheFcheg visanvVaxXreswidreNes li@ipe3 D W L |
GHV $$9 HW GYDPpOLRUHU OHXU HPourre@d; ey pAAQRHOoRtehdNY H G H ¢
des capsides de sérotypes 1, 5, 6, et 9 ont été développés, et semblent étre plus efficaces, dans
la transduction des cellules épithéliales des voies aériennes par rapport aux AAV2 classiques
[343,344]. / usage des AAV est souvent limitce pAf DEVHQFH GHV UpFHSWHXUV
Sulfate Proteo Glycan) spécifiques de ces virus a la surface des cellules cibles [345]. Ainsi,
des régions spécifiques ont été identifiées au niveau des protéines de la capside, et qui
SHXYHQW VHUYLU SaRtX heptidéd €xdgendsN34BHD et HnEdémontré que
OYLQFRUSRUDWLRQ GTXQH VpTXH QGIAABR ket QR AV dO@H SHSYV
transduire efficacement les cellules exprimant des intégrines, indépendamment des récepteurs
HSPG [345]. lls ont égaRHQW GpPRQWUp TXTHQ UDLVRQMAXleODUJH
(AAVS, AAV9), la rétine (AAV2)), ces nouveaux vecteurs sont capables de transduire de

maniére efficace des tumeursvivo résistantes aux AAV2, ceci suggére que ces vecteurs
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peuvent offrir des avantages thérapeutiques considérables [84&le et al ont
génétiguement modifié la capside des AAV2, en incorporant des ligands peptidiques (ex.
7+%$/:+7 « D\DQW XQH KDXWH DIILQLWp SRXU OfpSLWKpOLXP
région en boucle des protéines de la capside [346]. lls ont démontré, que le nouveau vecteur
AAV2 contenant la séquence peptidique THALWHT au niveau des protéines de la capside
permet une forte transduction dans les cellules épithéliales indifférenciées des voies aériennes
humaines, mais également dans les cellules polarisées [346]. Point important, ce nouveau
vecteur a pu transduire les cellules indépendamment du récepteur HSPG [346]
/9LQFRioS &eUdesVligands suGIDXWUHYVY VpURW\SHV GY$%$9 D\DQW
efficacités intéressantes sur &/ UDQVIHUW GH JqQHV GDQV OfpSLWKpC
pourrait améliorerO {1 XW L O LV D W L Rdgs BAV darfsDeScadpel de DavihEdpe génique

de la mucoviscidose. PDXWUHV VWUDW pJLHMiffcWEdD@WH Q@ VIXRNPLRGDMH IR
grands VpTXHQFH\aGIgsPAAV ont été mises au point, comme par exemple des
approches de trans-épissage [347], ou de recombinaison homologue [348]. Le principe
élémentaire de ces approches consiste a scinder un grand géne en deux pariesyrnaris

chaque partie dans deux vecteurs distincts, et les introduire simultanémera delisle

cible /D SDUWLH 9 GH Of$'1lF HVW FORQpHPEIVAIX X @ KFRLAW H K
DPRQW GTXQ VLWH DFFHSWHXU GYpSLNVNDIHQ WBQ XMV TXH Y(
HQ DYDO GYXQ VLWH DFFHSWHXU GYpSLVOUDJHRUPDWRR®
G 1K p W p U,ReG la Rran$ttiption produit ainsi des pré-ARNm dont la maturation par
épissage assemble les deux parties et élimine les parties terminales du vecteur aboutissant
DL QVL resdnHig$ongs transgenes [347,881], tel que le CFTR [352]. Ces nouvelles
WHFKQLTXHV QYDIIHFW Hi3actaddsv/duovecteus nsiRiSalberp &Y pl\dntW U D
démontré que le vecteur de recombinaison AAV2/6 (ITR (Inverted TerminalaRepe
Sequence) du AAV2 et la capside du AAV6) est aussi efficace dans la transduction des
cellules pulmonaires de souris que le virus non modifié [3FZ8 XMRXUV GDQV OfRS\
surmonter les limites de transport des AASIDXWUHYV VWUDWPpPJLHYVY FRQVLVWL
GH OY$'1F G Hatanimeptdur le CFTR ont été développéetedgaard et abnt

montré queON$'1F &)75 GRQW XQH SDUWLH GX GRPDLQH 5 D p'
correction partielle du transport des ions chldresitro [353]. Une autre étude a établi la
SUHXYH GH S UtA@WRISSgortanX JnXADNc CFTR tronqué produit des ARNm
spécifiques du vecteur et perm&fH[SUHVVLRQ GH OD SURWPpPLQH &)75 F
humains [7]. Par la suiteMueller et al a montré que ce vecteur (rAAV5-CFTR tronqué)
LQGXLW XQH FRUUHFWLRQ SDUWLHO KHulgéhai@f(BEPAHUJLH |
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Allergic Broncho Pulmonary Aspergillosis), un phénotype clinique qui se produit sur un
modéle murin ¢f [354]. Le type de promoteur a également toute son importance dans
OfHIILFDFLWp GH WUDQVGXFWLRQ GHVL®S® RQ®\YVY pF AXFHRQM N
AAV2/5 contenant le promoteur hybride constit@TXQ HQKDQFHU &09 GTXQ SL
GIXQ VLWH GRQQHXU BCPWBEQWV MHW GHKQDVLWH DFFHSWHXU
&3$* GH Ogobinetétait plus efficace et aboutissait & une transduction de 90% des
cellules des voies aériennes de souris [355]. Concernant la réponse immunitaire, elle pourrait
étre théoriquement limite& DU OTXWLOLVDWLRQ GH YHFWHXUV GpSRXU
Cependant, il est difficle de conclure de facon ferme sur la faisabilité des
réadministrations des vectevr $$9 FKH] OYKRPPH (Q HIIHW OHV UpVXC
WUQqV YDULDEOHV HQ IRQFWLRQ GX PRGQqOH WDRQUPIHO $ $PH C
[356859] GH OD GRVH GH OD IUpTXHQFH GHV R GQXQWUDW

traitement immunosuppresseur [336].

4.1.3 Les rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus enveloppés, avec un diametre de 110 a 125 nm, dont le
patrimoine génétique est un ARNdouble brin homologue, rétro-transcrit en ADNc lors du
cycle infectieux. lls ont été les premiers virus utilisés comme vecteurs de transfert de génes
[360]. Les plus couramment utilisés dérivent des rétrovirus de la leucémie murine, plus
particulierement du virus de Moloney (Mo-MLV) [361]. Les vecteurs développés a partir de
ces virus sont dépourvus des séquemyzas pol et env essentielles a la réplication virale,
seules les séquences LTRs nécessaires a leur intégration dans les chromosomes, et la
VPpTXHQFH % SHUPHWW D Qadhsedekl QEsDrétkoli@d surit RapableR QaN
transduire un grand nombre de cellules cibBXLVTXH OHV SURWPpPLQHYVY GH OfH:
capables de se lier a de nombreux récepteurs présents a la surface de nombreux types
cellulaires. Ainsi, le nouveau gene transféré se transmet depuis la cellule méere aux
générations successives de cellules filles de fagon égale, permettant ainsi une expression
VWDEOH GX JgQH GfYLQapendhantVcgs GeR&€uEs rdtraMuduid ne peuvent pas
LQIHFWHU OHV FHOOXOHV TXLHVFHQWH® O X®d\W X3-H \O TR>S\LI
UHVSLUDWRLUH « &HWWH SDUWLFXORAILMNSL HD LIPIQWHAXER @
donné gque les cellules cibles du transfert de génes sont le plus souvent des cellules qui ne se
divisent pas ou peu. Parmi les autres freins a leur usage, la taille limitée de la séquence a
transférer ( 8 kb), le manque de spécificité et le risque de mutation insertionnelle [362,363].
Ceci dernier pointSHXW FRQGXLUH j O D,rkusartDeMdyspirtiGfidd@f Bu gQ H V
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cycle cellulaire, comme ce fut le cas des « bébés bulles » ayant développés des leucémies
[364] (Q UDLVRQ GH WRXV FHV LQFRQYpQLH@MW UPWXWRYQUXD
contournée a la thérapie géniggevivo. Des vecteurs rétroviraux hybrides appelés « virus
pseudotypéset FRQWHQDQW OTHQYHORSSH GYfXQ DXWUH YLUXV U
cellules cibles, ontainggWp PLVY DX SRLQW SRXU WHQWHU GMIDPPOLRU
pour un type cellulaire [365,366]. Une autre approche consiste a greffer un ligand particulier
spécifique des cellules cible X QLYHDX GHV SURWpL QésponSable®dJeHQ YHO R
liaison aux récepteurs cellulaires [36dQH DXWUH DOWHUQDWLYH DX[ UpW
des lentivirus.,O IDXW QRWHU TXH OHV UpWURYLUXV QTRQW SDV ¢

4.1.4 Les lentivirus

Les lentivirus (ex. HIV: Human Immunodeficiency Virus), une sous famille des
rétrovirus, ont récemment été envisagés comme alternative aux vecteurs rétroviraux pour
diverses applications qui reposent sur le transfert de génes. A la différence des rétrovirus, les
lentivirus sont capables de transduire des cellules qui ne se divisent pas (cellules souches,
SXOPRQDLUHY KpSDWLTXHV PXVFXODLUHA B@BHXWHRIQHYV «
IDLW GYHX[ GHV YHFWHXUV DSSURSULpV RFEXPHYDGW Y DYRUC
aériennes, et notamment dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose.[369,370]
Par ailleurs LOV Vhldend/lge Jéridme de la cellule infectée. La plupart des vecteurs
lentiviraux sont dérivés du virus HIV, mais également du virus SIV (Simian
Immunodeficiency Virus). Les vecteurs lentiviraux ont démontré une efficacité clinique
significative chez les personnes atteintes du syndrome de Wiskott-aldrich [371], et de la
leucodystrophie métachromatique [372]. De plus, un essai chez des patients atteints de la
PDODGLH GH 3DUNLQVRQ D GpPRQWUp OTLQQRRXBWYYHFOMRD
du vecteur dans le cerveau [373& HV Y H F WdepebdantQpidsku@ ¥opisme naturel pour
OfpSLWKpOLXP SXOPRQDLUH $LQVL GDOQN PXFRYGVMHL GRVGD
a amené a développer des vecteurs lentiviraux pseSdoly SDU GHV SURWPLQHV ¢
DSSURSULpHY FDSDEOHV GYLQWHUDXOHD YorSHL W Op @ X D HAH U
pour réaliser une transduction efficace [374,37Hp SURWPpPLQH GTHQYHORSSH G
(Vesicular Stomatitis Virus G), qui est largement utilisée ne transduit pas efficacement les
cellules épithéliales des voies aériennes via le pble apical, mais cette efficacité peut étre
ameliorée par une pré-administration de molécules (AW RSKRVSKDWLG\OFKROLC
HQWUDVQDQW OYRXYHUWXUH GHV MRQFMWLR@\O \CHIWDWFFH G H &
membrane basolatérale des cellules cibles [376]. Toutefois, il est actuellement impossible de
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VDYRLU VL OfRXYHUWXUH GHV MRQFWLR Q¥ DMNgUgahsW GD/QW
risque pour le patient [370]$LQVL GIDXWUHV SURWQp LoQtHM t&SHREEQ YHOR ¢
SRXU FUpHU GH QRXYHDX[ YHFWHXUV OHQWLYLUWDX[XS8VHXC(
influenza (HA) [377], et la glycoprotéine gp64 du baculovirus [378]. Les vecteurs dérivés des
lentivirus ayant commeSURWPpPLQHY GYHQYHORSSH OS¢ndaSuhRAMWILQHYV )
extrémement efficace pour infecter les cellules épithéliales respiratoires de facon transitoire
[379,380], se sont montrés efficaces pour la transduction des cellules épithéliales des voies
respiratoires (environ 5% de cellules ciliées transduitesivo chez les souris). Une
administration unique suffi pour induire une expression soutenue du transgene durant la
duréeertiére de la vie de la souris [323,38B3]. Cette expression durable pourrait étre liée a

la transduction de cellules souches pulmonaires, ou a une durée de vie des cellules épithéliales
respiratoires plus longue que celle classiquement référencée [BBRXYDQW DOOHU MX
mois environ [384]. /THIILFDFLW pursG keMivirdu{ FastHconservée lors des
administrations répétées, ce qui expligue quelV YHFWHXUV VRQW FDSDEOH\
réponse immunitaire adaptatvey DQV TXH OfRQ FRP Sonk@r ldeld=&DLUHPH
possible sur le plan immunologique [385]. Le consortium britannique de thérapie génique de

la mucoviscidose prévoit de lancer un essai clinique en 2017, visant a établir une étude
FRPSOgWH HW IRUPHOOH VXU OD XpNXOHWRIGH. WDXWEDOH X (
QLYHDX GH OYpSLWKpOLXP UHVSL ¥ Eowicres322]H@és dualitésO H X U V
uniques font des vecteurs lentiviraux des candidats attractifs pour la thérapie génique de la
mucoviscidose. Cependant, certains obstacles liés aux problemes de production a grande
pFKHOOH HW j OD VpFXULWp GYTHP JORLL IV UHEHAMEQMY GH Y H

surmonter.

4.1.5 Conclusion

Les vecteurs viraux sont certes trés efficaces pour le transfert de génes, en termes de
GpOLYUDQFH PDLV DXVVL GYH[SUHVWQQp QaLilpaSierphé H Q W H Q
essaye de surmonter. Notamment, la taille de la séquence génique a transférer est limitée, les
fortes réactions immunitaires et inflammatoires observées qui empéchent les réadministrations
QpFHVVDLUHYVY SRXU OH PDLQWLHQ GH OTWHSBURXWIDRMLRQ
insertionnelles. De plus, leur production a grande échelle est trés difficile et colteuse. Les
vecteurs lentiviraux, contrairement aux adénovirus et AAV recombinants, semblent
prometteurs, et paraissent relativement peu immunogenes et efficaces a long terme méme lors
des administrations répétées. Cependant, les lentititisFRPELQDQWY QfRQW SD\
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évalués chez des patients mucoviscidosiques. Ce sont les essais cliniques futurs donc qui vont
confirmer ou infirmer les espoirs placés en edf H@W palier aux limites des vecteurs

recombinants viraux que les vecteurs synthétiques ont été envisagés comme alternative.

4.2 Les approches non virales
Comme alternative aux vecteurs viraux, de nouvelles techniques de transfert de genes
dites non-virales se sont développées. Ces approches se déclinent en deux catégories

principales, les méthodes physiques et chimiques.

4.2.1 Approches physiques
De nombreuses méthodes physiques ont été développées pour favoriser le transfert de
JgQHV GDQV XQ RUJDQH FLEOKiqRNIBIDQV OfRUIJDQLVPH HQW

Figure 15 : Principales méthodes physiques de transfert degggifp) électroporation, (B)

Ultrasons (sonoporation), (C) magnétofection, (D3n€ Gun et (E) Jet injection (modifiée

G 1D $386)v

54

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

4.2.1.1 ADN nu

IMLQMHFWLRQ GLUHFWH maHarm fii$tidsuviBle €s5DI& tdckhmguer|X plus
simple de transfert de genes, utilisée dans environ 17.4% des essais cliniques (Figure 14
&HWWH DSSURFKH VITHVW PRQWUpH HIILEIOMBH LGS BV WLEKXILG
dans la peau [387], et dans le muscle [B8d]. CependantOD TXDQWLWp GYI$'1 LQW
dansOHVY FHOOXOHV HVW WURS IDLER® H) HYH DX H3 ¥ WHWWH. RQ[ LUH
plus cette approche reste limitée aux organes relativement accessibles comme la peau et le
muscle des membresIDGPLQLVWUDWLRQ V\VWpPLTXH QTHQW SDV H
serait alors tres rapidement dégradé par les protéines du sérum [392], et sa demi-vie
plasmatique est trés courte [393]. En revanche, la vaccination constitue une des applications
PDMHXUHV GH OfLQMHFWdepu® 16 Bfindes®y, il a@té+appovié dans de
nombreux modeéles animaux de cancer@id PDODGLHV LQIHFWLHXVHV TXH
O 1 $ 'ru dans le muscle ou la peau aboutisfpa® D SURGXFWLRQ GTDb&WLIqQQHV
HW j OTLQGXFWLRQ G X Qidtetincs RBPBI]. LR PKXOQAWDQPH 1 QX Q
provoque pas de réponse immunitaire spécifique, seule la présence des motifs CpG non
PpWK\OpV VXU Of%$'l SODVPLGLTXH IDYRUPWYHN QABYaNIpDH W L R
Ceci pourrait étre bénéfique pour la thérapie vaccinale. Cependant, les risques de dégradation
SDU OHV '"1$VHV SUpVHQWHY GDQV OHVWdRX phagbdyteS TpOLP
mononuclées (MPS) subsistent et limitent par conséquerijiV FKDPSV G{DSSOLFI
OYDSSHaRFKMMHFWLRQ GLUHFWH GY$'1 QX

ITLOQMHFWLRQ K\GURG\QDPLTXH FRQVLVWH H@GXQAWMHF
VROXWLRQ LVRWRQLTXH GT$'1 GDQV ODDNGESBEROURQ V\VV
de rats [397399]. Une expression du transgéne a été détectée au niveau hépatique suite a une
injection hydrodynamique [400]& HFL HVW HQ IDLW OD FRQVpDA{UWQFH GH
en exces au niveau de la veine cave inférieure [400], qui induit par surpression la
perméabilisationGH OTHQGRWKpOLXP GHV FDSLOODLUHQVHW HGHV
SDVVDJH GH40@4D%].1 Une autre approche qui consiste en une injection
hydrodynamique dans la veine saphene de sadti¥ { Hydrodynamic Injection saphenous
Vein) sous pression tout en bloquant la circulation sanguine avoisinante [402], a donné lieu a
des résultats similaires avec 10 a 40 % de cellules musculaires transfectées [402,403]. Ce
PRGH GYIDGPLQLVWUDWLRQ tithy Yepéte€d) padwsnt @tre\rédlisedsLsQrisV W U |
isque GTLQGXLUH GHV FR[@00EIHXHLQFB \WW WP DWHMOLVpPpH SRXU GpC
codant pour la dystrophine chez les somi, donnant lieu a une amélioration de la fonction
musculaire [405] & HWWH YRLH GIDGPLQLVWUDWLR @ KLKHMWBYOHPHQV

55

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

les primates non humains [407], et les personnes atteintes de dystrophie musculaire [408].
$ILQ GH UpGXLUH OHV YDULDELOLWpPpVWDRQBY | GLIMHS pQH P
GLVSRVLWLI GJLOQMHFWLRQ FRQWU[AOYH SDU RUGLQDWHXU L

4.2.1.2 Le canon a ADN

Le canon a ADN ou « Gene Gun » ou encore biolistique fut utilisé pour la premiére fois
sur cellules végétales en 1987 (Figure 15) [410], puis étendue aux cellules et tissus de
mammiferes [411,412]. Cette technique consisteE RPEDUGHU XQ WLVVX FLEOH
FDQRQ j $'1 DYHF GHV SDUWLFXOHWPHQWO®ILR X HVX L&HH WWAXI
GfHQYLURQ —P GH GLDPgWUH UHFRXYHUWHW GOBGH &SHX G
gaz (hélium) dans les cellules et/ou tissus ciled UPHWWDQW DLQVL OfHQWUnQpl
dans le cytoplasme des cellules ciblese et al ont démontré que les nanoparticules de
FKLWRVDQ HQ FRPEL Qé&de%RBdepe Qunbt Bom&HD &S tdRilkats similaires aux
particules métalliques [413]. Ces nanoparticules de chitosan pourraient donc étre utilisées
FRPPH DOWHUQDWLYH j O XW ded méRaux hendiotkdradab@y HapsVv U R G
OTRUJDRdanhOs, D SULQFLSDOH XWLOLVDWLRQ GH FHWWH

génétique au niveau de la peau [414].

4.2.1.3 Le jetinjection

Le jet injectionestXQ PRGH GYDGPLQLVWUDWLRQ ORFDOH GH PRC
une aiguille (Figure 15). Cette technique est essentiellement utilisée pour la délivrance
GIKRUPRQHV 4BIILOR X0 LOQH P Xa] lei il leR @nesthésiants locaux
[417,418]. /RUV GTXQ MpbW ld iantfeE delgBn@sOD VROXWLRQ GYDFLGH)
estGpOLYUp VRXV |IRU®ptessSifnXsQr IbsH&NuUlgsetlbX Wgsus cibles, permettant
DLQVL OJLQWURGXFWLRQ GH O07%$'1 GTLQWIWMWH GDIPVK Q HVX
évaluée dans le cadre de transfert de genes pour le cancer de cb6lon [419,420], pour le
mélanome et le cancer de sein [421IHW SRXU OfTLPPXQ42ZX28L. D& JpQpW!
H[SpULHQFHY GH GpOLYUDQFH GT$'1 DVXHRWF LIVUj GHH W 15\ ULVE
ont également été menées [424]. Cependant, cette approche reste limitée aux organes
accessibles comme la peatisemble difficilement applicable aux organes profonds tel que le

poumon.

4.2.1.4 La sonoporation

Consiste a appliquer des ultras@ur perméabiliser les membranes des cellules et ainsi
DXJPHQWHU OH WUDILF LQWUDFHBEQOEQD.LYH 1GOAIX RRWpPpARO
général co-injecté avec des microbulles de 1 a 3 @diagnétre, constituées de protéines, de
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OLSLGHVY RX GH SRO\PqUHV HW URBSSOSHKW G WHU R XWG WUN
les microbulles Optiso&E *( +HDOWKFDUH FRPSRVpHV GHessiéhet IOXRUR
XQH VSKqUH G 1D O EXpreini@HésuiaP delir@ridfert de genes par sonoporation a

dans les cellules de mammiféres, a été décrit dans les années 90 [425]. Depuis, cette approche
VIHVW PRQWU p the Hyrahde Draridté WX Uissus tels que le muscle squelettique
[390,426,427], les tumeurs solides [428,429], et les cellules neus¢haBd, mais également

GDQV GHV RUJDQHV SURIRQGV FRP PatimdistraBdnXdystéimiqueO H S D C
Gi%$'1l GIL@ABLAgRAAWBHSHQGDQW OH PpFDQLVPHesGpasOD VR
entierement élucidé, mais pourrait étre expliqué par le phénoméne dit de « cavitation
acoustique» [433]. (Q HIIHW OD S Urastms oy wrRliQuide £0€© dE¥s phases de
compression etGH GpSUHVVLRQ G{XQ p&lpRFRH@WSGCGHWRXRGHXIGIH O
dépressionnaire est suffisamment grande, des bulles se forment au sein méme de la phase
liquide, pour croitre et finalement imploser FfHVW OD FDYLWDWLRQ DFRXVW
HQWUDVQH GRQF XQH SHUWXUEDWLRQ PQPHRDQLAXHAXDLVYRXU
perméabiliser les membranes des cellules avoisinantes. Le niveau de perméabilisation des
membranes cellulaires dépén GH OD IUpTXHQFH HW GH OJLQWHQVLWp
GXUpH GIH4®RV/WMREW GH PLFUREXOOHV ORUV GX WUDQV
GIDXJPHQWHU OHV VRXUFHV GH FDY LW D WLQRGEX LA\D of3H W pJOKH
en cascade de cavitation [435].

4.2.1.5 /9 gc&roporation

I fNpPOHFWURSRUDWLRQ RX pOHFWURWUDQVIHROV FRIXWL VW
FKDPS pOHFWULTXH DX QLYHDX GX WLVVX EQEXHUBSXQW
POHFWURSHUPpPDELOLVDWLRQ WUDQHWFRHWW WGEH 0 FHPVE U PH)
Gafitres molécules dans les cellules cibles (Figure 15). Cette approche est utilisée depuis 1982
[436], sur modeles cellulaires [437] et animaux, principalement dans le cadre de transfert du
genes appliqué au mélanome [438], ou dans une approche de vaccination [439]. Elle a
également été évaluém vivo SRXU OH WUDQVIHUW GTf$'1 | GHVWLQI
pulmonaire, donnant lieu a une expression du gene rapporteur 100 fois plus importante
TXYIDSUgqV DGPLQLVMAOIDWLRQ GT1%$'1 QX

4.2.1.6 La magnétofection

La magnétofection est bas@eXU OTXWLOLVDWLRQ GIXQ SXLVVDQW FK
OYDFFXPXODWLRQ GIDFLGHV QXFOpLTXHVIQOVWRFXpPY jj GBV
GYR[\GH GH IHU VXU OHV P HRREgUrD (b CeticHeRIDi¥@ B Egaldrwert LEOH
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éte utilisée en combinaison avec des vecteurs viraux et synthétiques dans des essais menés
vitro etin vivo [441,442]. Les nanoparticules magnétiques se sont avérées sdres et efficaces
pour la transfection des astrocytes de rats, qui survivent et se différencient ensuite en tissu
neuronal en 3 dimensions [443]. Ces astrocytes transfectées pourraient former@{pdse H ©
nanoplatforme multifonctionnelle » dans le cadre de la transplantation de cellules neuronales
[443]. Il a été également démontré que les particules magnétiques offrent une alternative
simple et efficace aux vecteurs viraux, dans le cadre de transfert de génes datigléss

souches neuronales en neurobiologie et la recherche en transplantation des neurohes [444].
magnétofection aDWWLUp OYLQWHQWLRQ travdillaQtRaRde dieésXslysteriddsd U F K H X
QDQRSDUWLFXODLUHV 'HV V\VWqPEYDEYRBRERDQRQWUDWL FEQ
appelés magnétosols, pour améliorer le ciblage des génes délivrer a destination du poumon
[445]. Les magnétosols sont des aérosols magnétisés constitués de gouttelettes contenant un
complexe de transfert de génes (fluorescéine ou ADNp complexé) et des nanoparticules
VXSUDPDJQpWLTXHV(SBIORY)) GtHsom HyuitiésUpar un gradient de champ
magnétique externe [445]. Les magnétosols constitués par des complexes PEEADNp
SPIONSs ont été aérosolisés dans les poumons des s@grigsultats obtenus ont démontré

une accumulation 2 a 3 fois plus élevée de la fluorescéin® G H O T Hdé&sifigde/diin. R Q
transgenedans les régions pulmonaires de souris qui avaient été exposées a un gradient
magnétique externe au cours de la nébulisation par rapport aux souris témoins sans aucune
exposition a champ magnétique [445]. En conclusion, les résultats de cette étude apportent la
preuve de concept de la possibilité de ciblage magnétique des médicaments dans les poumons
SRXU OH WUDLWHPHQW G XQH YDULpWR GiandMagh&taaals-HV SXO
pourrait améliorerd thérapie par aérosol, en diminuant les effets secondaires nocifs et en

augmentant l'efficacité du traitement des médicaments.

4.2.2 Approches chimiques

&RPPH QRXV OfDYRQV pYRTXp SOXV KDXW OHNMFWNFWHX
SRXITUHQW GILQFRQYpPQLHQWYV P DMH Xelleg sohtpoud M/ plDpéit P p W K F
difficilement applicables aux organes profondsstecherches se sont donc orientées vers la
mise au point de nouvelles méthodes chimiques. Les approches chimiques sont basées sur des
vecteurs synthétiqgues obtenus par sydthe RUIJDQLTXH ,0 V fdeJhodctey VHQW L
cationiquesF D S D E O rayir &ldcira@tatiguement avec les charges négatives portées par les
phosphates des acides nucléiques. Les complexes (vecteur/acides nucléiques) ainsi formeés,
peuvent étre internalisés par les cellule§.D FL G H QXl&sthue)TcXrporte une cassette

58

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

Gefpression eucaryote du transgene, est libéré dans le cytoplasme des cellules cibles pour
étre transcrit dans le noyau [446]. De facon trés générale, par rapport aux vecteurs viraux, les
avantages potentiels des vecteurs synthétiques sont multiples. lAinaille du gene a

transférer Q fHV W S D poirD imipdarddhp plour la thérapie génique de la mucoviscidose
puisque la taille du plasmide codant pourdg QH &)75 HVW Glafaiitelde Q NE
production a grande échelle & moindre cout est possible. L& tdibW R[LFLWp HW VXUWR
Grfimunogénicité des vecteurs constituent des atouts impori@atslernier pointétant

capital quand des administrations répétées sont envisagé€S H Q G D Q Wsoiediffiti@ T XL O
de mener des études comparatives entre les vecteurs viraux et les vecteurs chimiques, les
études précliniques réalisées jusqu'a présent ont montré que les vecteurs synthétiques en
général demeurent moins efficaces que les vecteurs dérivées des virus. De plus, il est souvent
WUqV GLIILFLOH YRLUH LPSRVVLE Oihlviéddtf \dobrgss RidaduesO HYV U
in vivo, et a fortiori a la clinique. Ceci est di notamment aux obstacles cellulaires rencontrés

par les vecteurs, leur trafic intracellulaire dans les milieux biologiques, et a@s§iR E deH Q F H
motifs spécifiguesSRXYDQW IDFLOLWHU OTHQWUpH GD@@&RQY B AFIH® O X
ala migration dans le cytoplasmd W j] OTHQWUpH G D @txe t@ahsc@RAUTXdeD ILQ G
leur évolution, les virus ont naturellement développés des stratégies efficaces pour surmonter
chacune des étapes du trafic intracellulaire. Barrieres mise©dhppH SDU QHRSeIDQLV P I
protéger de ces séquences exogenes. Par ailleurs, la nature de la séquence nucléique
transportée a toute son importance. Celle- G { D L QoBdtekjpkVeté négligée, mais des

progres importants ont récemment été réalisés en ce qui concerne le design du plasmide
transféré, et notamment pour la mucoviscidose [447]. Ceci concerne a la fois sa partie
eucaryote que sa partie procaryote.

Une multitude de vecteurs non-viraux incluant plusieurs types de lipides cationiques et de
polyméres cationiques ont été développés, certafB@W GIRUHV HW GpMj pWp
GITHVVDLV(exWLEA [BANVHYVY YHFWHXUV FDWLRQLTXHV VRQW FD
interactions électrostatigues avec les phosphates anioniques des acides nucléiques, le
compacter, et engendrer des complexes plus ou moins homogenes appelés lipoplexes (ADN/
liposomes), polyplexes (ADN/polymere) ou lipopolyplexes (ADN/polymére/liposomes). En
fonction de la quantité de vecteur utilis&DU UDSSRUW | QskR@petes GT$'1
formés sont de charge globale positive, négative ou neutre. Par ailleurs, il est réellement
difficile de comparer les différents vecteurs entre eux, en raison de nombreux parameétres qui
varient entre les études (la structure chimique du vecteur, formulation des systémes

vecteur/acides nucléiques, modéles cellulaires et animaux utilisés que le mode
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GTDGPLQLNMW WLBsWéldg@ents ont vraisemblablement une forte incidence sur
O T H I | LfinBld-ét e poxicité des vecteurs. Le challenge des vecteurs synthétiques est donc
Gattquérir les propriétés structurales qui leur permettront de résister et de surmonter les
différentes barrieres extra- et intracellulaires auxquelles ils sont confrontés, pour y délivrer
HITLFDFHPHQW O HnvgQddr @&l dpivvamisi m@dpondaede nombreux criteres,
que sont :
X Interagir et former des complexes nanométriques avec les acides nucléiques a transférer
X Protéger les acides nucléiques de tout risque de dégradation depyis\¢H GYLQMHFW
MXVTXYIDX[ QR\DX[ GHV FHOOXOHV FLEOHYV
x Etre issu ou cellules-spécifiques; c'est-a-dire faciliter la fixation des complexes
(ADN/vecteur) sur les membranes des cellules cibles, aidant ainsi a leur internalisation
X J)DFLOLWHU OfpFKDSSHPHQW HQGRVRPDO
X Permettre le traf F L QW U D F H O O,X@ridgratibh dahk 1© §yddlasme et aider a
OfHQWUpH GDQV OH QR\DX
x Ce vecteur doit donc allier efficacité, sécurité et innocuité pour le tissu cible
Afin de répondre a ces exigences, le développement de vecteurs non-Ar&uxmH V V p
GITpYROXHU Des demidresVan@eds. Ees principes actifs que constituent les acides
QXFOpLTXHV RQW GITDERUG pWp XWLOLVW\YPHUKIGAceS XLV LC
de genes comme les vecteurs dérivées des virus et les vecteurs chimiques. Par la suite,
différents composés (ex. PEG, DOPEOHY PRWLIV LPLGD]RadpHt& akkW F R C
formulations pour apporter des caractéristiques nouvelles, comme aider la construction
dIDFLGH QXFOpLTXH j pFKDSSHU DX V\VpOJRU H B PXTPLAKD ISIEH
endosomal, apporter de la furtivité et enfiE X IJPHQWHU @eftrhhsieEtion- &Y p
complexes [6]Pour favoriserOH WUDILF QXFOpDLUH GHV DFLGHV QXFOp
spécifiques reconnues par les facteurs de transcription NFkB ont également été insérées dans
la séquence de la constructioff ® FL G H Qpémadtpd_geed T L Q[Ivp UesWecherches
dans ce sens ne cessent de progresser, pour améliorer et optimiser aux mieux les nouvelles
formulations, et augmenter leur efficacité de transfection tout en limitant leurs effets
secondaires.
Les vecteurs synthétigues peuvent étre classés en deux grandes catégories, les lipides

cationiques et les polymeéres cationiques.
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4.2.2.1 Les lipides cationiques

Le développement de vecteurs synthétiques destinés a compacter et a véhiculer les acides
nucléiques a déebuté dans les années, 7. V 1 D é4ésenvi@lénvént de liposomes dont la
capacité de fusion avec les membranes cellulaires [448,449], aindewqupotentiel de
délivrance de particules exogenes ont été démontrés dans plusieurs étudéS5J43G
recherche de nouvelles formulations a conduit au développement du premier lipide cationique
synthétigue le DOTMA (Chlorure de N-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-Triméthyl
ammonium) par Felgner et son équipe en 1987 [456]. Peu de temps apres, efr 198Y, W
OfpTXLSH GH -3 %HKU TXL PHWW D Hite,Duke SpRgoaminX Q D XW
appelée DOGS (Dioctadecylamine-Glycine-Spermine) [457]. Depuis, une multitude de lipides
cationiques ont été développésO V pbntipaleément de molécules amphiphildsX L G X Q
point de vue structural possédent 3 parties, a savoir une téte polaire hydrophile, un bras
espaceur de longueur variable et un domaine hydrophobe (Figur& J6).V W caibnigve W H
TXL LQWHUDJLW DYHF Of$'1l F Doar dé©ftnietiodsvaningsRoxotohk@swW F R P
&HV LQWHUDFWLRQV pOHFWURVWDWLTXHYV VKQWDPR Q plEXND [
structuré (lipide cationique / ADN) appelé lipoplexe, pouvant interagir avec la membrane
plasmique des cellules. Le bras espaceur (ou linker) permet de relier le domaine hydrophobe
HW OD WrWH SRODLUH /D QD WIDHK HOW D DA BHIBEEHIAVG H O T F
biodégradabilité du vecteur. Divers types de liaisons (éther, amine, ester ou amide) ont été
testées afinGH GpWHUPLQHU O Daugidentér He 1@lary PHH @ WIALLGAH G QO X F O p
Le linker peut également étre utilisé comme support @4§rD SI8 Rouwalles fonctions, afin
G 1 D P p QeL $pé&cHidité cellulaire et le trafic intracellulaireesllipoplexes. Le domaine
K\GURSKREH TXDQW j OXL HVW HQ JpQp UBHV FRPIPEB\R WHDWRALW |
insaturées VRLW GT1XQ PRWLI FKROHVWpPpURO &H GRPDLQH
supramoléculaire des complexes formés, mais également dans les interactions avec les

membranes cellulaires.
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+ Téte _
polaire Domaine hydrophobe

Téte polaire : Bras espaceur: Domaine hydrophobe

Fonctions amines protonées nature et longueur variable Chaines lipophiles aliphatiques ou cholesté

Role: Réle: Réles

Interactions électrostatiques Stabilité et biodégradabilité Assemblage supramoléculaire du complexe

DYHF O1$%$'1 du vecteur Interaction avec les membranes cellulaire
Stabilité

Figure 16 : Représentation schématique de la structure guiendes lipides cationiques

Les lipides cationiques peuvent étre classés en 4 groupes principaux ; les lipides
monocationiques, les lipides polycationiques et les dérivés du cholestérol qui eux-mémes sont

monocationiques ou polycationiques. Seuls les principaux exemples seront décrits ci dessous.
4.2.2.1.1 Les lipides monocationiques

Ainsi, le DOTMA fut le premier lipide monocationique développé Ppelgner et alen
1987 (Figure 17). Ce vecteur est caractérisé par une téte cationique de type ammonium
guaternaire reliée par espaceur de type 2,3-propyl-di-oxy, a un domaine hydrophabgconst
de deux chaines oléiques monoinsaturées [456]. Par la suite, de nombreux analogues du
DOTMA furent synthétisés, en modulant la longueur des chaines aliphatiques, et/ou la taille
ou le type du bras espaceur. Ainsi, le DOTAP (méthylsulfate d&-(R;3 dioleoyloxy)
propyl]-(N, N, N triméthyl ammonium) (Figure 17458], ou les fonctions éthers de
O 1 H V Sdori Hexhplacées par des fonctions esters, offrait une plus grande efficacité de
transfection mais surtout une faible cytotoxicité par rapport au DOTMA [459]. Le
remplacement de la fonction éther par une fonction ester moins stable, a donc probablement
SHUPLV GYDPpOLRUHU OD ELRGHRARID AR-HibleyloXypop@-3- OLSLG
dimethylhydroxyethylammonium bromide), qui differe du DOTMA par la substitut®fi X Q
JURXSH PpWK\OH SDU XQ JURXSH K\GUR[\SURSGHH X QW K
polaire, présentait une efficacité de transfection 2 a 3 fois supérieure a celle du DOTAP
vitro [460]. Des lipides monocationiques contenant des chaines saturées furent également
synthétisés comme le DMRIE ((2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy-1-
propanaminiumbromide) (Figure 1j461]. Ce dernier associé a un lipide zwitterionique la
DOPE (Figure 17)D SHUPLV GIDXJPHQWHU I|&§quaitél @eFddohtphxes G H
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(Lipide/ADN) administréein vivo sans engendrer une toxicité [46[f{DMRXW GH OD '23
favorise la formation de phase hexagonale invetfeP XWUHYV D QDiOdRs) ¥té¢y/ SRUW

cationiques de type pyridinium appelés SAINT (Synthetic Amphiphile INTeraction) (Figure

17) [462], ou des tétes cationiques protonables dérivedd OTDFLGH DPLQp OfDC

également été synthétisés.

DOTMA

DOTAP

DMRIE

SAINT

DOPE (lipide
Zwitterionique)

Figure 17: Structure chimique des principaux lipides mortmraques et du lipide

zwitterionique DOPE

'‘DQV OTRSWLTX efficatiiz Plp @Odn&ddtibk et de diminuer de la toxicité, une
multitude de composés monocationiques possedant des modifications au niveau des trois

domaines structuraux, ont depuis été mis au point et évalués dans le cadre de transfert de

genes.

4.2.2.1.2 Les lipides polycationiques
Les lipides polycationiques ont une plus forte densité de charge par rapport aux
monocationiques, et permettent un transfert de genes plus efficace que les vecteurs

monocationiques. En effet, la liaison entre la partie hydrophobe et la polyamine de type
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spermine est une liaison peptidique métabolisable, ce qui favorise la biodégradabilité du
vecteur et donc une toxicité réduite. Le DOGS, une lipopolyamine dérivée de la spermine, fut

OH SUHPLHU GTXQH ORQJXH Vp@d et syhhédsé SHigad XBISTR O\FD W L |
/IH '2*6 VIHVW R&®6 pourpe Hdndfert de genes méme sans ajout de colipide
(DOPE). Cependant les complexes (DOGS/DOPE) commercialisés sous le nom de
Transfectafi (promega), offrent une meilleure efficacité sur lignées cellulait§sD X W U H V
analogues ont également vu le jour par la suite, citons par exemple le DOSPA (2,3-
dioleyloxy-N-{2-(spermine-carboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanammonium

trifluoroacetate) appelé LipofectamifieORUV T X §L O é ldwetVia FDOBD §ul rapport

massique (3 :1) (Figure 18) [463].

DOGS

DOSPA

Figure 18: Structure chimique des lipides polycationique3®6 et DOSPA

4.2.2.1.3 Les dérivés du cholestérol

Le cholestérolj OfpWDW QDWXUHO OH FKROHVWpPpEHRDOQBDVWHL P,®
apporte de ce fait de nouvelles propriétés aux vecteurs cationiques [464]. Le premier lipide
cationique dérivé du cholestérol décrit fut le DC-Cf®l-N- 19 1 feGiddminoéthane)-
carbamoyl]-cholestérol), dans les années 1990 par le Pr. Huang et son équipe (Figure 19)
[465]. Son potentiel de délivrance de géenes a été démontré dans de nombreux types cellulaires
DYHF XQH WR[LFLWp IDLEOH ,0 DOhol aBaid X de/lapPD@RE Gp P R
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état FDSDEOH GH WUDQVIHFWHU HIILFDF@\WM QRN FIRN LS. ML KSERO
[466]. Cet essai a démontré que les vecteurs synthétiques peuvent étre réadministrés par les
YRLHY DpULHQQHYV DYHF VXIfficpeitéty DQV SHUWH DSSDUHQWH ¢

Cholestérol

BGTC

GL67

Figure 19: Structure chimique des lipides cationiques d&idu cholestérol (DC-Chol,
BGTC et le GL67)

'fDXWUHV GpULYpV GX FKROHVWpPURO IXIHHERBGHMYHORSS|
(Bis(guanidinium)-tren-cholestérol), caractérisé par une téte polaire de type guanidinium qui
favoiVH OHV LQWHUDFWLRQMN) B67H F aGEsdémonttél gue e BGTC
WUDQVIHFWH HIILFDFHPHQW OfpSLW K p@®DLLVXP UDMMRQ D W R IUWD
[468], HW FHOXL GH |°Wuwero[éad]. R&RBGNIRED combinaison avec la DOPE
présente un degré de stabilité suffisant pour ptrenune délivrance efficace du transgéne
SDU YRLH G {D[p1OR VRaDtkevdeWd. dk@holestérol mis au point est le GL67A
(Figure 19 [471]. La formulation GL67A/pCFTR administré par aérosol induit une correction
GYHQYLURQ GX GplILFLW G Hs, WiseBn@VideRcE par GésveldB® @YV FKO
DDP transépithéliale au niveau des voies respiratoires inférieures [472jrand nombre
G 1 p W Xé&zlhigueS, Umenées sur soud§” [473], et chez la brebis [474] ont permis
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GILGHQWLILHU OD AROFEOMPEMRERG) (lipide cationique/lipide
]ZLWWHULRQLTXH VWDELOLVDWHXU VAMp BIDTUAEL  OFRIRPHH RBAC
vecteurs non-viraux disponibles pour un usage clinique [475]. De plus, aprés instillation
nasale, le GL67A induit une expression du transgene (CFTR) localisée essentiellement au
niveau des pneumocytes de type | de souris [476]. Ainsi, la formulation
GL67A/DOPE/DMPE-PEGy complexé au plasmide pGM169 a récemment été évaluée dans
un essai clinigue de thérapie génique de la mucoviscidose en Grande Bretagne [321]. Le
S*0 HVW XQ SODVPLGH WRWDOHPHQW GpSRXUYX GHV Vp
humain est sous le contréle transcriptionnel du promoteur hybride hCFEI (human cellular
elongation factor 1) [321] /D G P L Q Imeénguel \Wel IR fQrmulation (GL67A/pGM168)
été associée a une amélioration modeste de la EE¥omparaison avec le groupe placebo.
Une stabilisation de la fonction pulmonaire a été rapportée dans le groupe traité [321]. De
plus, aucune différence significdtiH QD pWp HQUHGIMWHWKN HQGYNUBHEOL
groupe traité et le groupe contrdle [321]. Ces résultats constituent une avancée majeure pour
la thérapie génique non virale de la mucoviscidose, et encouragent a initier de nouveaux
essais cliniqgues au moyen de vecteurs synthétiques pour le transfert de génes.

Notre groupe a participé activement au développement des composés originaux avec des
tétes polaires différentes (phosphonium ou arsonium), des domaines hydrophobes divers (ex.
chaines phytanyles) DLQVL TXH E H D kpkiesXsgnti@tioDes W\bH Woint 4.2.2.3

Lipides cationiques du laboratoire).

4.2.2.2 Les polymeres cationiques

Les polyméres cationiques constituent la seconde grande famille des vecteurs
synthétiques. lls sont composés de polymeéres portant plusieurs charges positives permettant
ainsi une meilleure condensation des acides nucléiques. Les polymeéres cationiques sont
représentés par quatre grandes familles de composés : la polyéthyléneimine (PBi)L{a po
lysine (PLL), les dendrimeres et le chitosan. Seules les plus couramment utilisés, qui sont la

PEI et la PLL seront décrites.

4.2.2.2.1 Les dérivés de la polyéthyléneimine

La PEIl est un polymere a haute densité de charges positives capables de condenser
efficacement les acides nucléiques. Il fut utilisé pour la premiére fois pour le transfert de
genes par J.-P. Behr et son équipe dans les années 1990 [477], puis commercialisé sous les
QRPV GH -HW 3(, HAW8]CLES [corhflexes formés, appelés polyplexes, sont tres
efficaces pour délivrer des génes aussi bien dans les cellules adhérentes que dans les non
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adhérentes [477]. Cette efficacité tient des propriétés physicochimiques de la PEI En effet, la
structure chimique du PEI incorpore une amine tous les trois atomes, ce qui lui confére une
densité de charges extrémement importante et donc une forte capacité de condensation de

O 1 %! De plus, la PEI posséde des amines secondaires protonables en milieu acides, qui sont
capables de capter les protons dans les endosomes. Ceci induit une déstabilisation des
membranes endosomales par un effet tampon appelé « éponge a proton », essentiel durant le
trafic intracellulaire des polyplexes. Cet effet tampon entraine une entrée massive des ions
FKORUXUHYV | Odndevhed) [4FRX ULa @GHe/ augmentation de la concentration
LRQLTXH GDQV OHV HQGRVRPHV VIDFFRPSDRQPREHX -HH H QW
induit une déstabilisation et N XSWXUH PHPEUDQDLUH VXLWH.DX JRQI
Ceci engendre donc I® L E p U D W L R@ans&lél cyiohlhsihe [42882]. ,O D GIDLOOHXU\
observé que le remplacement des amines protonables par des amines quaternaires non
protonables réduisait par 20 la capacité de transfection de la PEI [#8B|[FqgV GH FKDUJF
cationiqgues des polyplexes formés favorise les interactions non-spécifiques avec les
membranes des cellules cibles, permettant leur internalisation par les cellules. Cependant, ce
polymére entraine une forte toxicité cellulaire, due a la PEI libre restant apres formation des
complexes, et qui représente environ 80% de la PEI totale [484]. Des effets Iétaux ont méme

été rapportés chez des souris ayant recu des complexes a base de la PEI linéaire plar 25kDa

voie systémique [485]. Cette forte toxicité a essentiellement été attribuée aux fortes quantités

de charges cationiques. La purification des polyplexes formés méne a la réduction de la
cytotoxicité [486] PDLV DXVVL GH OYHIILFDFLWp GHHWQDVHWEBWY L R
HQ PrPH WHPSV TXH OHV FRPSOH[HV SDWV|LPIYPHKDS B/HjP & OF

polyplexes des endosomes [486].
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PEI branchée

PEI linéaire

Figure 20: Structure chimique de la PEI sous forme brandtdméaire

Selon son degré de polymérisation, la PEI peut étre sous forme linéaire ou dranché
(Figure 20), avecGHV SRLGV PROpFXODLUHV YDULRHEOME\t le N'D
poids moléculaire de la PEI sont deux parametres importants, directement en lien avec
O 1 Hatite &e transfert de génes de ce polymeére. En effet, une relation proportionnelle entre le
poids moléculaire de I8(, SRLGV HQWUH HW 'D OTHIILFDFL\
mortalité cellulaire a été mise en évidence par Godbey et son équipelld8aite toxicité
engendrée par la PEI [487,488HVW OD FRQV p ThoH @F pblypleked § @ 3wfpckD
des cellules conduisant ainsi a leurs nécrose [489]. Le poids moléculaire idéal pour la
formation des complexes a base de la PEI est compris entre 5 et 25 kDa [490]. Quant a |
forme de la PEI, la PEI branchée (PEI25kDa) offre les meilleures efficacitésndéettion,
SXLVTX{HOOH SHUPHW XQH P H L[@X]Hdrhaht Fdv @ Gebl @WMDeREE R Q G +
SOXV VWDEOHV HQ UDLVRQ G Hisgpiiies [(492].GNganmMbigsHAVpoRIS L P D L L
moléculaire égale, la forme linéaire a des rapports N/P élevés (N/P : azotes portés par la PEI /
phosphates portés par la constructioff RFLGH Q,Xé&ff@ep leT Xdilleur rapport
efficacité/toxicité [493].

/ 1 éosolisation de la PEI branchée de 25kDa a donné lieu a une expression soutenue du
JgQH UDSSRUWHXU OXFLIpUDVH DX Q LO/MHDXV HR-B/O HF H®HKD\X O
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respiratoires murines [476,494,495], et ovines [496]. Il a ainsi été démontré, que les
polyplexes (PEI branchée (25kDa)/ADNp) peuvent étre réadmisnssipéusieurs reprises par
aérosol chez la souris sans engendrer aucune cytotoxicité [476]. De plus, les complexes a base
de la PEI présentent une résistance efficace vis-a-vis des forces exercées lortestupie
nébulisation [497,4981&EHSHQGDQW OH SLF GTH[SUHVVLRQ GX WUDQ
répétées a significativement diminué (de 75%) S SRUW j OTDGPLQLVWUDWLRQ
OHV GpS{WV SXOPR Qiperit @td gimailesCafirgs lIcBaque aérosolisation [495]
ITLQKLELWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GH OD p&GXPLpUB VGEHDOPW
[495]. En effet, en comparaison avec les PEI de haut poids moléculaire (22 kDa, 25 kDa et
750 kDa), FHX[ GH IDLEOH PDVVH PROpFXODLUH aempas 'D HW
j XOQH SHUWH VLJQLILFDWLYH G H9%).[0¢p&hdanty\.IOR/QV GBIO DO BV LORXC
polyplexes formés a base de la PEI linéaire (22 kDa) conduit chez les rats a une expression
pulmonaire, associée a une importante inflammation de® FQGHPDLQ GH OfDGPLC
[499]. 3DU DLOOHXUV OYDGPLQLVWUDW VR @ Weiné WempdraleX H G H
supérieure des souriceaux agées de un jour et demi, conduit & un transfert de génes efficace
dans de nombreux oQHV SRXPRQV IRLH F°XU[MBWPWHH@HWXYHDKX |
EDLVVH GH OfH[SUHVVLRQ GX WUdargaing gvit desis@iticBaBxXleW G X L
transfert de génes transitoire pourrait étre utile dans les situations ou le traitement est requis
uniguement pour un temps relativement court pendant le développement (correction des
anomalies de développement), comme dans le cas des déficits en protéines tensioactives B par
exemple [500].

Comme pour les autres vecteurs, les différentes formes de PEI présentent des efficacités
de transfection et de biodistribution difféerentddH ORQ OH P R @tion@EV0.ER &ftl V W
DSUqV XQH DGPLQLVWUDWLRQ LQWRMWGEIBDV KPpPO@\Is OE {IHVI LR
base de la PEI linéaire (22 kDa) ou de la PEI branchée (25 kDa) était similaire, mais les
complexes formés avec la PEI branchée étaient localisés dans les bronches, tandis que ce
formés avec la PEI linéaire se retrouvent plutét dans la région alvéolaire. Ceci suggere que
ces polyplexes sont capables de traverser la barriere du surfactant. Aprés une injection
systémique, les complexes composés de la PEI linéaire de 22 kDa sont principalement
localisés dans les alvéoles et notamment dans les cellules endothéliales et les pneumocytes de
type | et Il, tandis que ceux formés avekH OD 3(, EUDQFKpH GH N'D QTR
détectés dans les poumons [501J]fHQVHPEOH GCddmérnttént g & pblyplexes
formés de la PEI linéaire 22 kDa sont capables de traverser la barriere endothéliale et de

transfecter les cellules environnantes. Quargffidacité de transfection obtenues au niveau
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pulmonaire, elle serait due au blocage des complexes a ce niveau-la [502], engamdrant
ULVTXH GYHPERPBWH SXOPRQDLUH

Afin de diminuer la toxicité de I8 (, HW GIDFFURv WU éhcor& f@QvadddrurD FL W p
ciblage cellulaire, de nombreuses modifications chimiques ont été successivement apportées a
laPELAWLWUH GYH[HPSOH OfYDMRXW GX 3(* D ODHJIBIPW QR\WQ W\
avec les protéines plasmatiques et les autres composants du/$ady¢ LOLVDWLRQ GX
augmente ainsi le temps de circulation sanguine des polyplexes, réduit aussi la toxicité induite
par la PEI, mais diminue aussi son efficacité de transfection. En effet, les polyplexes pégylés
présentent une densité de charge réduite a leur surface, ce qui entraine une diminution des
interactions avec les membranes cellulaires, et donc une diminution de leur internalisation par
les cellules [487]. Il a été démontré que les polyplexes (ADNp/PEIl) ggRtU SRUHQW O DFI
polyglutamique -PGA) a la surface de la PEI, donnaient lieu a une efficacité de transfection
élevée et surtout une faible toxicité et sans agglutination avec les érythrocyted [bD4f. L G H
polyglutamique pourrait donc étre utilisé comme alternative au PEG. Des monomeres de la
bétaine (N,N-dimethyl(acrylamidopropyl) ammonium propane sulfonate, DMAAPS) ont
également été greffés a la PEI 25kDa, conduisant a des polyplexes a faible toxicité, une
adsorption protéiques réduite, tout en maintenant leur efficacité de transfection [505]. Sur
modéeles cellulaires, on obtient en effet plus de 56% de cellules transfectées avec la
formulation PEI-DMAAPS, contre 21% pour la PEI classique [S03I.DMRXW GH PRWLI
ciblage cellulaire a également toute son importance. En effet, des résultats intéire stamts
etin vivo ont été rapportés, en utilisant des copolyméres (PEI-PEG) fonctionnalisés avec des
motifs peptidiques RGD pour cibler les récepteurs aux intégrines présents a la surface des
cellules endothéliales [506], ou avec des sucres spécifiques des cellules pulmonaites [506
509], ou hépatiques [510].

I fpFKDSSHPHQW HQGRVRPDO SHXW rWUH LQHQXWWHGDRW
6.5) DILQ GYDPpPpOLRUHU O fH.IKA &b BffetV |a REH lindalteD(@PEINHE W LR Q
partiellement été greffée par des résidus histidines (His-IPEI) qui possede un noyau imidazole
SURWRQDEOH [p11§ +LeS complexes formés présentent un meilleur profil
HITLFDFLWp WR]J[LFL Wdlules Xan3fecteps), av& Hemarquablement une faible
toxicité si on la compare a la IPEI [511]H SOXV OH UHPSfabi¢ teB ahgnds G T X Q H
de la PEI réduit les effets cytotoxiques des polyplexes correspondants tout en améliorant leur
capacité de délivrance du transgene [512,513].
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4.2.2.2.2 Les dérivés de la poly-L-lysine
La poly-L-lysine (PLL)a été le premier polymere cationique utilisé pour le transfert de
géenes [514.&THVW XQ SRO\PgUH GH IDLEOH SRLGV RRIOHKXXODL
lysines. La PLL posséde un pKa de 100X L O XL SHUP HW®pdsifiveienhtHauFdkiD U J p
physiologique (7,4 et ainsi interagir avec les charges négatives portées par les acides
QXFOpPLTXHV /D FRPSOH[DWLRQ GH Of$'1pHVWS BX D DX [UDN I
lysines, et dépend du degré de condensation de la PLL. En effet, seules leshalL plEds
moléculaire > N'D IRUPHQW GHV FRPSOH][HMetddW BrE&QiHeviceD YHF C
OYLPSRUWDQFH GX QRPEUH GYIYDPLQHYV SULPDLUHS.VXU OD |
La PLL présente une importante biocompatibilité et biodégradabilité, mais contrairement
a la PEI elle ne posséde pas de propri&é&H | | HW (&pddgeSpp@tons). Par conséquent
elle présente une faible D S D Fecheppe@®&nt endosomal, ce qui diminue considérablement
son efficacité de transfection. Néanmoins, il est possible de générer ur éffeinge a
protons » grace a@ R\DX LPLGD]ROH GH OfYKLVWIideux@tHMdhsigRYW R QD E C
RQW GpPRQWUpP SRXU OD SUHPLqUH a®yment® XighifiodfiveménE D F L W p
lorsque O f@RePe 0O P VLG XV G TKLVWUCGLreskuyIysines) Bn 8omparaison a la
PLL classique [516]. En présence de bafilomycine ux inhibiteur de la pompe a protons
HQGRVRPDOH OSYHIILFDFLWp GH WUD Q WidtdyMEIARDR) ¢éstHY SR O
fortement bloquée [516]&HFL VRXOLJQH OLPSRUWDQFH GH OD SURW
des histidinessuOD OLEpUDWLRQ GH Of$'1 GDQVsuD@MmMeikatidx HW SL
GH OYHIILFDFLWp GolypexedabdsdHdeValPRIQLGPIVQXWLRQ GH OfHII
de transfert de génes en présence de bafilomycineété également décrite pour la PEI
[517]. En milieu acide, la PLL-histidylée pourrait avoir un effet perméabilisant ou fusiogéene
HQ SOXV GH OfHIIHM].pSRQJH j SURWRQV
LesPLLGH KDXWV SRLGV PROpFXODLUHY ELHQ TXHHOOHYV
les acides nucléiques, leur utilisation induit de forts taux de toxicité [518]. Diverses stratégies
ont été mises au point pour tenter de diminuer cette cytotox\WitEOOHYV TXH G&%GLQFRUS
motifs PEG [518], des groupements imidazoles [519] dans la chaine de [AHRML,O T XWLOLVD'
des dérivés dendritiques de la PLL [520Q SUpVHQFH GYDFLGHV QXFOPpPLTXH
poids moléculaire ont tendance IRUPHU GHV SRO\SOH[HV TXL V{DJUQqgJ
fonction de la force ionique du milieu [521]. Des copolymeres a bloc de PLL ont ainsi été
formulés en présence du PEG (PEG;@HH,-2 SRXU pYLWHU OD IRUPDWL
insolubles [522].
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De multitudes dérivés de la PLL ont été développés. La PLL branchée est un vecteur
synthétique attractif pour le transfert de génes, synthétisé et produit a grande échelle. Sa
FDUDFWpULVWLTXH HVVHQWLHOOH HVWHTEKXL OS RXWU WIRAW J(
toxicité cellulaire des polyplexes a base de la PLL [5RBVitro, la PLL branchée présente
des capacités de transfection similaires a celles de la PEI [523]. Des dérivé®lde la
branchée incorporant des résidus arginine (P-lysraesnd P-lys-argpg ont été synthétisés
[524]. &HV GpULYpV VRQW FDSDEOHV GILQWHU B OdéNaller HF OT$
nanomeétrique. Sur modeles cellulaires, il a été démontré que la polylysine simple présentait
XQH IDLEOH FDSDFLWp GH FRQGHQVDWIGRH WA QLV | H MW XRE
revanche, les dérivés riches en arginine (P-lysigand P-lys-argpg entrainent une
DPpOLRUDWLRQ VLIJQLILFDWLYH GHVONHRIQFIERYP GEHH OMDU WD
arginine dans les polymeéres et du type cellulaire utilisé [524]. Le dérivé P-lys-arg
présentait une meilleure efficacité de transfection sur les différentes lignées cellulaires
utilisées, avec une toxicité particulierement plus faible sur les cellules COS-7 (Cercopithecus
aethiops, origin-defective SV-40) [524.pFHPPHQW GHVY QDQRSDUW&FXOHV
inhalables ont été mises au point [525]. Certaines nanospheres ont été fonctionnalisées a leur
surface par de la PLL de pKa ~ 10,8 afin de faciliter leur pénétrafifmministration
intratrachéale de ces nanosphéres a démontré que les nanoparticules contenant la PLL peuvent
DXJPHQWHU OYDEVRUSWLRQ GH OfLQVXOLEHRID MDY HUYV O
IDLW GTHX[ GHV RXWLOV SRWHQWLHOV SRXU OD GpOLYUDRQ

4.2.2.3 Lipides cationiques du laboratoire

Depuis plusieurs années, notre équipe « Transfert de gerd®repie génique » de
OfXQLWp ,16(50 WUDYDLOOH HQ pWURRHosphoieRROODER L
vectorisation? GH OY805 &156 VKW OHVEpYHORSSHPHQW HW O
vecteurs synthétiques pour le transfert de genes et de biomoléafld&sQWpUrW WKpUDSH|
Les connaissances structurales et fonctionnelles des phospholipides membranaires naturels
ODLVVDLHQW VXSSRVHU TXH OHV SKRVSKROLSMWGHV Gl
G T H [ F HedebrQpou le transfert de genes. Ainsi, au fil desldr@, VILQVSLUDQW GH)\
PHPEUDQDLUHYV SOXVLHXUV JpQpUDWLRQV L&EPH RYUNMFINHAXRIY
modifications structurales ont été successivement apportées et les efficacités de transfection
des lipides synthétiques ont été évaluées aussirbigino T Xfvivo [526,527].

On distingue ainsi plusieurs familles de vecteurs synthétiques développées au sein de

notre laboratoire. En premier lieu, on retrouve les phosphonolipides monocationiques
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caractérisés par une téte polaire ammonium reliée par un bras espaceur phosphonate a un
domaine hydrophobe (oléyle {§i3s), tétradécyle (&H2g), ou stéaryle (gHs7)) [528]. Par la

suite, des modulations de laWwH SRODLUH RQW p Wilsatign De€3 pMyakiviesFRP P H
(spermine) [529], des ammoniums quaternaires [526,530] ou encore des motifs imidazolium
[531,532]. Dans cette catégorie de lipides synthétiques, on retrouve le GLB73 (Figune 21).

vitro, sur plusieurs modéles cellulaires hématopoiétiques, le GLB73 présentait des efficacités

de transfection significatives [533,534]D L Q Wilvivd Xdfes injection systémique chez la

souris [535,536]. Ces résultats suggerentlglengueur de la chaine aliphatique joue un réle
important, car les efficacités de transfection diminuent lordguiengueur de la chaine
aliphatique augmente (C14, C16 et C18) [533]. Ainsi, l'oddrkefficacité de transfection en

fonction de la longueur de la chaine aliphatiquedistyristyle (di-C14: 0), dioléyle (di-C18:

1), dipalmitoyle (di-C16: 0) et distéryle (di-C18: 0) [533]. En effet, Il est connu que
laugmentation de la longueur des chaines aliphatiques de tels composés amphipathiques
augmente en méme temiastempérature de transition de phaséa rigidité de la bicouche

des vésicules résultantes [537]. Ainsi, la rigidité de la bicouche interfere avec la fusion des
membranes, qui est une étape importa@® XU OD GpOL Y[B3B]Q EFaHrig@dife$ ' 1
PHPEUDQDLUH SHXW rWUH UpGXLWH SI&lLEhaEsVJoiaRIBXEW LR Q (
C18:1>C18:0) [533].

Figure 21: Structure chimique du GLB73533)).

La seconde famille de vecteurs synthétiques qui fut développée est caractérisée par des
tétes polaires du type arsonium ou phosphonium, ainsi que par un bras espaceur de longueur
variable [539]. En effet, des études ont montré que le remplacement du cation ammonium par
des fonctions phosphonium et/ou arsonium de certains agents anti-tumoraux, induit une
diminution importante de la toxicité des composés sans affecter leur efficacité thérapeutique
[540]. Cette propriété fut confirmée, au travers des nouveaux lipides cationiques synthétisés
[539], qui présentaient, une efficacité de transfert de genes plus importante [530,541].

$ILQ GH IDYRULVHU OD OLEpUDWI Re3 t&dd catihpdiglesGHV H
hétérocycliques telles que les fonctions imidazolium, thiazolium et pyridinium ainsi que
OfLQWURGXFWLRQ GT1XQ QRfir#nt epaldivedtDukilidéct] CaK RouveduR U\O p
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composeés, particulierement le KLNSHUPLUHQW XQH QHWWH DPpOLRUDYV
transfection sur lignées cellulaires (60-65% de cellules transfectées) [542]. Il est important de
QRWHU TXTXQ WUDQVIHUW HIILFDFH GX JqQHs )3 B WELIH@WN
mucoviscidosiques a été obtenu avec ces composés [543]. Cependant, des niveaux différents
de toxicité ont été observés, et semblent étre en lien avec la nature de la téte polaire. En effet,

L Ceswdiéré que les lipides possédant un arsonium sont moins toxiques que ceux possédant
une fonction phosphonium, eux-mémes moins toxiques que les composeés incorporant un
ammonium. Dans cette nouvelle famille de composés appelés lipophosphoramidates, le
KLN47 possédant deux chaines oléiques (C18:1) (Figure 22) montra des niveaux de
transfection trés significatifs avec une toxicité réduite [544]. Il constitue a ce jour le composé

de référence du laboratoire.

Figure 22: Structure chimique du lipophosphoramidate KLN{&44)).

Depuis les travaux se sont focalisés sur la nature des chaines grasses des
lipophosphoramidates, et de nombreux analogues du KLN47 ont été synthEfis¢& MHFW L |
des variations du domaine hydrophobe, consigegY DOXHU OYLPSDFW GHV FKDvQ
SURSULpWpV SK\WWLFRFKLPLTXHV GHV FRRBQH[WR[LFWW B LCHI
qui peuvent étre bénéfiqueSRXU O9YHIILFDFLWp GHV OLSLGrHi¢ pFKDS
LQWUDFHO O X odatelrH pertant’ Heg chaines aliphatiques essentiellement a 18
carbones, possédant de 0 a 3 insaturations ont ainsi été développés. Parmi ces nouveaux
composés, le BSV4 (Brest Synthetic Vector) possédant deux chaines linoléiqueg) (C18
(Figure 23), montra une efficacité de transfection significative au niveau du tissu pulmonaire
murin aprés une injection systémique, par rapport au KLN47 [545]. Cepeidaiitp le
BSV4 est tres toxique% LH Q T X T p iuBo@ane ¢uR £0Q Womologue le KLN47, le BSV4
apportait davantage de fluiditée { DGPLQLVWUDWLRQ UpSpWpH SDU YRLH
formés a base du BSV4 complexé avec un plasmide CpG-free, conduit a une transfection

pulmonaire efficace sans effets secondaires graves [546].

Figure 23: Structure chimique du lipophosphoramidate BSV4 {51
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En effet, les chaines linoléiques apportent une certaine fluidité supplémentaire aux lipides
cationiques, facilitantDLQVL OD W U DligaseLlsvrieRuite &)X @ne organisation

supramoléculaire hexagonale, plus favorable pour la sortie des endosomes [545] (Figure 24).

Figure 24: Organisation supramoléculaire des lipoplexesgaaisation lamellaire (L)
organisation hexagonale normald®), et hexagonale inversgi®,). En phase lamellaire

(L°) O1%$'1 HVW L QWeH hidolches lipidletERphase hexagonal@® ) QN

est localisé entre les micelles lipidiques en fordee batonnets disposés sur un réseau
hexagonal. ' D SKDVH KH[DJRQDOH LQYHUVH VH FRPSRVH GT1%'
lipidiqgue disposés sur un réseau hexagonal. S@résentés en rouge (tétes cationiques), en
JULV FKDVQHYV JUDVVHV B354 EOHX OT$'1

Il existe plusieurs organisations structurales des lipoplexes, selon la nature des lipides
utilisés, principalement@fanisation lamellaire (L), @Myanisation hexagonale normale
(H%), et OYTRUJDQhexdyonal® Qnverse f) (Figure 24). /YRUJDQLVDWLR
supramoléculaire des complexes inffllR UWHPHQW VXU OfYHIILFDFLWp GH W
VXU OJLQWHUDFWLRQ GHV OLSRSOH[HV SIKDHWH\W HKWH[PHRR DI
inverses sont plus fusogénes que les phases lamellaires. Une fois dans les cellules, elles
semblent indue une fusion avec les membranes des endosomes, et par conséquent une
PHLOOHXUH OLEpUDWLRQ GH[529%9. ] SUR[LPLWpPp GX QR\D

LalRUPH GH O TS ikflusngd drtiWH V XU O fsuprdrbo@dutaibeilidsR Q
lipoplexes. Il aG § D L @@ "dexbnié que les amphiphiles en forme de cone (présentant un
YROXPH SOXV LPSRUWDQW GHV FKDVQHV K\GURSKREHYV
hexagonale inverse [550]. Ainsi, nos travaux ont été poursuivis en utilisant des chaines
lipidiqgues comportant des ramifications. Dans cette série de nouveaux composeés, le BSV18
possédant deux chaines phytanyles (Figure ) HVW PRQWUp SDUWLFXOLqUHP

75

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

toxique in vitro sur plusieurs lignées cellulaires. De plus, vivo aprés administration
LQWUDYHLQHXVH OH %69 VIHVW PRQMWX VBX@WP RIQIDEDH HP
essentiellement les pneumocytes de type | et Il, en comparaison avec le KLN47 et le BSV4
[6551]. /[HV pWXGHV VWUXFWXUDOHV RQW P ROQWHDQWT X B Q@ QWY HFK\Z
chaines oléiqgues (KLN47) et linoléiques (BSV4), la formation de structures de phase
hexagonale inverse, une organisation supramoléculaire bénéfique pour le trafic intracellulaire
(sortie des endosomes) des lipoplexes, notamment en déstabilisant la membrane des
endosomes [551Néanmoins, la formulation du BSV18 en solution liposomale est délicate en
UDLVRQ GH VRQ WHPSV GTK\GUDWDW LER Cffet] He® Bh&Thes HP H Q W
phytanyles présentent un encombrement plus important des chaines hydrophobes ce qui par
conséquent engendl€QH GLIILFXOWp GYK\GUDWDWLRQ HW QpFHVVL
TXH OHV OLSL G H&g&asdréivrhil@w agueidxX W R

Figure 25: Structure chimique du lipophosphoramidate BSV1& {9

Au cours de sa thése, Stéphanie Le CoB8dH O9f805 & 1586 synthétisé de
nouveaux lipophosphoramidates possédant deux chaines lipidiques différentes, appelés
lipophosphoramidates asymétriques [17GDQV OH EXW GfpYDOXHU OfLPSDI
deux chaines lipidiques différentes sur les propriétés physicochimiques et transfectantes des
vecteurs.,O V{DJLVVDLW pJDOHPHQW GYTRSWL RLvmMpargsbly SURF
avec les lipides symétrigues. Comme évoqué précédem@ehR UIJDQLVDWLRQ VXSUD
des structures formées dépend de l&XndtH GX YHFWHXU GRPDLQH K\GURSKI
3DU FRQVpTXHQW OfLQFRUSRUDWLRQ GH GHELWXQWQ VWD
formulation des composés (ex. chaine oléylhbWw OJDXWUH IDYRULVDQW
supramoléculaire non lamellaire (ex. chaine phytanyle) serait tres bénéfique. Dans cette
optique, une série de composés asymeétriques et symétriques ont ainsi été synthétisés, en
utilisant des chaines grasses saturées (C12 :0, C14:0, C18:0), des chaines lipidiqgues avec
insaturations (ex. chaines oléyles), des chaines ramifiées (chaines phytanyles), et/ou un motif
cholestérol (Figure 26)/fpY D O XDW\'d BeQces nouveaux composgsOD TXHOOH MY
participeé, a montré que lipophosphoramides symétriguasymétriques étaient efficaces sur
les quatre lignées testées, particulierement surFliegsOOXOHYV GH OfpSIMKpOLXP
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Cependant, les résultats obtenus ne nous pererefbais de conclure de facon générale quant

j OTHIILFDFLWp desllipMdésasyvidtdduee lp& Qapport aux symétriques [17]. En
revanche, ces résultats nous ont permis de sélectionner deux lipophosphoramidates
asymetriques prometteurs qui sont le BSV110 possédant une chaine oléyle et ume chain
phytanyle, et le composé BSV1IIIRUPp GTXQH FKDvVvQH ODXU\OH HW GfY.
(Figure 26) [17].(Q HIIHW FHV GHX[ OLSLGHV FDWLRQUIKBINHDV\P|
sur plusieurs types cellulaires et peu ou pas toxiques, leur formulation en solutions
liposomales est plus simpleWHPSV GYK\GUDWDWLRQ QXBSW35 SDU UD
SRVVpGDQW GHX[ FKDVQHV SK\WDQ\OHV17W/HKHEQVREBRGDW W
des chaines phytanyles semble étre une stratégie intéressante pour améliorer la formulation et
OfHIILFDFLWp GH WUDQVIHFWLRQ GHV QRXYHDX[ YHFWHXU\

Figure 26: Structure chimique des lipophosphoramidates symé#s et non-symétriques
([17]).
/91D XJPHQW iowhrdkd® ch@ges positives permanentes par lipide est une approche

permettant de réduire la quantité de vecteur nécessaire pour la condensation et la délivrance
GHV DFLGHV QXFOpLT X HpproGHeLipévegsaintdVors@dg s Adwiinixt@tidnDpar
YRLHY DpULHQQHV DpURVRO LQVWLOODWLRXXKY WXIgVQ(

concentrées. Pour cela, divers lipophosphoramidates portant des tétes dicationiques associant

77

N
—



Chapitre Il : Thérapie Génique

un ammonium ou un imidazolium avec un ammonium, un phosphonium ou un arsonium ont
été synthétisés puis évalu@s,531] Ces composés dicationiques présentaient des efficacités

de transfection significativeis vitro, particulierement le composé possédant un ammonium
FHQWUDO HW XQ SKRVSKSR QN Rluy éffiddte @Draping Xdxiqie ¢h
comparaison avec les autres composeés dicationiques et monocationiques [552]. Récemment,
au cours de sa thése Stéphanie Le C@rd O 1805 & 1 56synthétisé des phosphates
GYDU\OH GLHFywd RJJIST.XHY UpVXOWDWNM vigd pdhDeteKtDIAsL R Q
efficacités de transfection relativement faibles [1Bh effet, en comparaison avec les
composés monocationiques, les lipophosphates dicationiques développés condensaient
davantage les acides nucléiques conduisant a la formation de structures supramoléculaires trés
stables (CR 2 a 4), ce qui limite par la suite la libération des plasmides par les complexes

apres internalisation cellulaire.

Figure 27: Structure chimique des lipophosphates dicationid[lg]).

Durant ma thése nous nous sommes intéregdasbiodistribution des lipoplexes en
IRQFWLRQ GH OD YRLH G Y LBsGvedapts\syrtbéliqgvds Beuve(iQaveid desw O
profils de distribution tissulaire différents, et une clairance plus ou moins rapide en fonction
des caractéristiques physicdcLTXHV HW GX PRGH GY{DGPLQLVWUDWLF
GIpWXGLHU OD ELRGLVWULEXWLRQ OfygBYPEOPOWRIRQ XGHWVT
GRLYHQW VXUPRQWHU SRXU DWWHLQGUH OHXHVFRDED MR DHL
GIDGPLQLVWUDWLRQV SRXU HQ DFFURvVW Wejuerdgd [ddsF D FL W g
lipoplexes, par une sonde fluorescente nous est apparue comme une approche intéressante et
bien établie [55355]. Des lipophosphoramidates neutres possédant un fluorophore localisé
au niveau de la téte polaire [554], ou contenant des sondes fluorescentes localisées au niveau
du domaine hydrophobe [555], ont ainsi été synthétisés. Lesiresiso sur difféerentes
lignées cellulaires montrerent que les lipophosphoramidates neutres fluorescents étaient aussi

efficaces et peu toxiques que les lipophosphoramidates non fluorescents. Les
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lipophosphoramidates neutres fluorescents transfectaient efficacement le tissu pulmonaire
murin apres administration intraveineuse sur souris saines, et étaient bien tolérés. Ces résultats
PRQWUHQW TXH OfDGGLWLRQ GH VRQGHV OLSOGNTBHW |10
lipophosphoramidates ne modifie vraisemblablement pas les propriétés physicochimiques

VWDELOLWpP HIILFDFLWp GH WUD Q QIlHEadtolReaux \ByREMEd W p « H
FRQVWLWXHQW GRQF GHV R X lathisdist@bitiprudés/ NpBp@xswiss R X U C
différentes techniques. (Voir chapitre V : Résultaieint 1)

5 Importance GH OD VpTXHQFH GIDFLGH QXFOpLTXH

La nature et la structur6&é H OD V p acddd QUElBiqeld DXWDQW GILIRBSRUWDC
structure du vecteur utilisé [447,556]. La plupart des essais précliniques et cliniques ont été
PHQpY DYHF GHV SODVPLGHV Re OfH[SFH ROWURIH CXT X\ B3Q YR,
viral, tel que le promoteur du CMV. Les promoteurs viraux permettent généralement une
HISUHVVLRQ pOHYpH GX WUDQVJqQKHPGHVOWRISW WVPUDBDWILW &
GHV SODVPLGHV D DPHQp j OTXWLO LVIptW éEReas Gfjiarewd) HV SU
8QH DSSURFKH D SHUP L VtifidrQun Sideur-haiddd qhi es§dcie e
éléments régulateurs du virus CMV et du promoteur cellulaire hCEFI (human cellular
elongation factor 1) [556]. Par ailleurs, il est admis que la présence des motifs CpG non
méthylés dans le plasmid8HXW LQGXLUH OYDFWLYDWLRQ GX V\VWqgPH
ainsi au développement 1 XQH UpDFWLR@QuiL@QUPDWHADWMRUSHHVVLRQ G
[396]. Ainsi, les recherches se sont concentr¢gesHVVD\HU GfpYLWHU OfHIIHW
présence des motifs CpG non-méthylés sur la transfeddipgie et son équipe ont montré
TXTIXQ SODVPLGH GpSRXUYX GHV PRWLIV &S* SHAPTDHW W DL W
mais conduisait également a une expression soutenue du transgéene au niveau des poumons de
souris [557]. '"fDXWUHYV VWQWWpDPHWOIRWHU OTLPSRUW QXFOpDL
incorporation de séquences nucléotidiqgues capables de favoriser leur trafic nucléaire [15].
Enfin, tout comme pour les vecteurs synthétiques, les procédé&SUWR GXFWLRQ GH Of

plasmidique a grande échelle, sont un point important qu'il convient mieux de maitriser.
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Chapitre 11l : Biodistribution
1 Généralités

/IRUV GTXQH DGPLQLVWUDW LIes@omplegxaspdBilzeniXchicute\pluz ¥u O R F D (
moins longtemps HQ IRQFWLRQ GH OD YIRLBIQGW B P WK MWQUDUML R g V
Cependant, de nombreuses barrie¥e$ R Sri & M Hélivrance de transgenes tout au long de
ce trajet, accéléranDLQVL OfpOLPLQDWER.Qes ptapriéidds BBuUOtHFflldsVet
SK\WLFRFKLPLTXHV GHV YHFWHXUV LQIOXKHQGWLWOVWUUBRWQKR
OTMpOLPLQDW L RRQE:HeY, |IesppmSigaldg barrieres sont liées a leur instabilité, leur
agrégation et leur capture par le MPS [)LQVL GDQV OH EXW GIDIILQHU C
formulation des nanoparticules, leurs profils en termes de biodistributidBéfghination
ainsi que les barrieres cellulaires auxquelles ils doivent faire face, doivent étre explorés. Selon
OH PRGH G1D G Rt @hbdfidatibbsVstriRtiQrale§ doivent donc étre apportées aux
vecteurs ainsi T d9x procédés de formulation pour surmonter les obstacles cellulaires
majeurs qui limitent leur efficacité.

Il existe différens modes G DGPLQLVWidtaWiherse, inh&tdtibh, la voie per
0S, «), qui permettent une diffusion plus ou moins rapide dans la circulation sanguine. Ainsi,
il est important de décrire brievement le systéme circulatoire et ses composants pour mieux
comprendre les barrieres cellulaireg o&ant au transfert de génes et de molécules

thérapeutiques en régle générale.

2 Systeme circulatoire

Le systeme circulatoire (circulation sangyina pour réle G{DVVXUHU OH WUDQ
diverses molécules (nutriments,,ChormonescHWF YHUV OHV FHOOXOHV H
débarrasserO TR U JD Q L ¥ Bédhe@sHex- BQ Ce dernier emprunte deux circulations
distinctes (Figure 28) :
o La grande circulation appelée également circulation générale ou systémique, qui irrigue
OYHQVHPHEg@@rikme.HOOH SDUW GX F°XU YHUV OH UeéhstideH GHV F
YHUV OKOXWSSRUWH j] WRXV OHV WLV \EXNutiGtentS tRes ID QL V|
autres substances essentielles, et elle les débarrasse du gaz carbonique et des autres déchets
métaboliques.
o La petite circulation dite pulmonairea pour réle de faire entrer le sang en contact étroit
avec les alvéolesOLHX Re VJHIIHFWXHQW OHV pFKDQJHV JD]JHX]
SRXPRQV SXLV UHYLHQW DX F°XU
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Poumons
Circulation ras
pulmonaire —
Circulation
systémique

Capillaires sanguins

Autres organes

Figure 28: CLUFXODWLRQ VDQJXLQH SXOPRQDLUHSétwér VI\VWpPF
Medical Art).

/ID FLUFXODWLRQ SHUPDQHQWH GX VDQJ GDXQ Y DOAROIMIQL
composéGTIDUWQUHV GH YHL (Figie 128 LesHarterdsS (véhiCulzhtUeHséng
R[\JpQp GX F°XU Y HEtMexOvEines RraniddéhHI& sang chargé dy @&s le
F ° X &krvent simplement de conduits pour le sang. Seuls les capillaires sont en contact étroit
avec les cellules. Leurs parois extrémement fines permettent les échanges entre le sang et le
liquide interstitiel dans lequel baignent les cellules. Ces échanges fournissent aux cellules les
QXWULPHQWY HW OfR[\JgQH QpFHVYVDhUHdeyr ©OteleX desSK\V LR
YDLVVHDX[ VDQJXLQV GYXQ KXPDLQ.ODOX$OWH HVW HVWLPpH

2.1 Structure des parois vasculaires

& R P P Husir§ la Figure 29, les parois des arteres et des veines sont composées de trois
couches concentriques, entourant un espace central ou circule letsiig,TXH OYRQ DSS
lumiere.

La tunique interne (intima) IRUPpH SDU O fuh @aHe WK ma@meqteux simple
qui tapisse la lumiére de tous les vaisseaux.

La tunique moyenne (media), composée de cellules musculaires lisses, de fibres
élastiques disséminées et des feuillets contiu§p ODVWLQH (OOH HVW GRWp
naturelle grace a ses-tOOXOHV PXVFXODLUHY OLVVHV SHUREBHWWDQV
en se contractant ou en se dilatant. Ses variations de diamétre ont des effets marqués sur le
débit et la pression sanguineD WXQLTXH PR\HQQH HVW GRQFeD SDUW

joue un role prépondérant dans la régulation de la circulation sanguine.
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La tunique externe (externa ou adventice) est composée essentiellement de fibres
collagenes entrelacées, qui protégent les vaisseaux et les ancrent aux structures environnantes.

Elle contient également quelques cellules de soutien.

Tunique interne

Tunigue interne

Tunique moyenne——_ )
Tunique moyenne

Tunique externe———_ .
Tunigue externe

Figure 29: Structure et composition des parois des arteres,vdaes et des capillaires
[558].

Ces trois types de vaisseaux different par leur longueur, par leur diametre ainsi que par
OfpSDLVVHXU HW ODs pdrdsS Envdifey, Ués @QapBlddre©ibpliqués dans les
échanges entre le sang et le liquide interstitiel, sont les plus petits vaisseaux saegtsns.
parois extrémement minces sont forlteGTXQ HQGRWKpOLXP FRQWLQX PLQ
lame basale (Figure 29). Leurs cellules sont séparées par des fentes qui fiesiléehainges
entre le sang et le liquide interstitiel. Les capillaires mesurent en moyenne 1 mm de long, et
leur diametrePR\HQ QTHVW TXH GH Ig taille-rdeessaireLpdur Mixsénpgasser
les globules rouges en file indienne. La plupart des tissus sont riches en capillaires.
Cependant, des exceptions existent, comme par exemple les tendons et les ligaments qui sont
peu vascularisés & T HUgWle cas du cartilage et des épithéliums qui sont dépourvus de

capillaires, mais irrigués par les vaisseaux des tissus conjonctifs environnants.

2.2 Lesang

Le sang est un liquide visqueux et Iégérement alcalin (pH entre 7,34 et 7,45) représentant
environ 8% du poids corporel. Le volum®YR IXLQ GIXQ D GX30aeHL shba.Q HV W
OfKRPPH HW GH j [/ FKH] OD |H Psis (BRAQ Weanviron) [589]. FKH] C
Le sang est un tissu conjonctif complexe compGsg p O p FAddiESeévVsuspension dans une

matrice extracellulaire liquide appelpksma(Figure 30).

82

N
—



Chapitre 11l : Biodistribution

Figure 30: Composition du sanfp60]. Les éléments figurés (globules rouges, leucoogtes

plaguettes) baignent dans un liquide jaunatre dsguappelé plasma.

Les éléments figuréssont les érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes (Figure 30)
lls représentent 45% du sang totAHV pU\WKURF\WHYV DVVXUHQW OH WUDC
gaz carbonique. Quant aux leucocytds, jouent un rble capital dank protection de
O 1 R U J tQlans Rbutte contre les maladies (particulierement infectieuses).

Le plasmaest un liquide visqueux de couleur jaunatre (FigureBRP SRV p | GTHDX
et a 10% de solutés tels que des nutriments, des gaz respiratoires, des ions, des hormones et
des protéines. Le plasma représente 55% du sang total. Les protéines plasmatiques, pour la
plupart produites par le foie, comprenne@{DOEXPLQH OHV JOREXOLQHV |
coagulation. fDOEXPLQH TXL FRQVWLWoXédhed QasmaliRi€s, est BHV S
LPSRUWDQW WDPSBRBQGLEX VEXQHOBOHHESWUWLFLSH DX PDLQWL
exerceXQH SUHVVLRQ RVPRWLTXH TXL SUpVHUYHWOOHT RILOKEQG
interstitiel. A la différence, le sérum est un liquide sanguin débarrassé de ses cellules et des
protéines de la coagulation.

Le sang assure de nombreuses fonctions. EneffeX@ SRLQW GH YXH GX WUDC
HW OfpOLPLQDWLRQ GHV GpFKHWYV PpWRRROR®BXY¥stDLQVL
impliqué. Le sang est également impliqué dans la régulation et le maintien de la température
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corporelle, du pHQRUPDO GDQV OHV WLVVXV HW pJDOHPB&GEW OH |
liquide dans la circulation sanguine. En effet, le chlorure ReGL XP HW GIDXWUHYV
combinaison avec des protéines sanguines (ex. albumine), empéchent le transfert du plasma
dans le liquide interstitiel: I XQ SRLQW GH Y XHGGEGHO® R UIHD ucibFddl R Q
VDQJ VRQW OTKpPRVWS®DiMettibhey OD SUpYHQWLRQ GH

3 VoiesGIDGPLQLVWUDWLRQ
3.1 Voie systémique

/IRUVTXH OTRQ FKHUF EtHapd®, I¢l iiddidémépt @qtl EDeOadministré par
voie parentérale. Le choix de la voB {1DGPLQLVWUDWLRQ GpSHQG GX Pp!
(existence de formulationsRPSDWLEOHY DYHF FHV PRGHV GYDGPLQLVW
OfpWDW GH OfLQGAN LGEPO G 1P i@). & iRvadDitddeineuse est le mode
GIYDGPLQLVW iR eROQpIGKWI @AY p DXVVL Eénp@chiQue-BlleQLTXH
offre une biodisponibilité rapide et élevée du principe actif, c'eGtial H TpefndtdaD H
diffusion dansOfHQVHPE OH G ycdnfir led ui@duxspiinaires et leurs métastases
ORUVT XY HQ @rHprédhnidue Vel @dt/utilisée commelvel GTpYDOXDWLRQ GH ¢
formulations. Cependant, bHQ T X {H @@themémr VWP SOH G X8 véeL VDWLR
intraveineuseQ fTHV W S Bdap@®loSquidf R EM H F W L luhe\d@iviagric® de\gendsH U
j GHVWLQDWLRQ GH OfefSaiKdOlINPR GXKWRRQDARJNDVFXODLU
franchissable’'H SOXV OD YRLH LQWUDYHLQHXVH HVEWpIL® PRGH
du métabolisme lié au premier passage hépatiGufection intraveineuse (V) présente de
nombreuses barrieres limitantes pour le transfert de genes. En effet, le devenir des complexes
administrés dépend en grande partie de leurs interactions avec les éléments du sang (Figure
30). Une fois dans la circulation sanguir@eHVY ULVTXHV GTpOLPLQD&LRQ GH
sont multiples, limitantSDU FRQVpPpTXHQW Q@dinnistratidr Lsydbemiguwepde /
lipoplexes et/ou polyplexes provoque des effets secondaires transitbesiombreuses
études ont décrit une toxicité-dose dépendante apres injection systémique de différents
complexes (tels que le GL67, GL62 (N1-spermine cholesterylcarbamate), DMRIE, ou le
mélange DOTMA/DOPE) cationiques chez la souris. Cette toxicité a été mise en évidence par
des analyses sanguines qui ont révélé des changements hématologiques et sérologiques
FDUDFWpPpULVWLTXHY GH OHXFRSpQLH HW QWK URPERH \FMA R/IRX
hépatique [546,551,561,562]. Les différentes barrieres cellulaires liées a la délivrance par la

voie systémique seront développées un peu plus loin dans le manuscrit (page 86).
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3.2 Voie locale pulmonaire

Pour les approches thérapeutiques visant les maladies génétiques et acquises affectant les
poumons, le poumon est une cible idéale pour la délivrance de genes, en raison de sa grande
surface [563]. De plus, le tissu pulmonaire est accessible par une administration locale
intratrachéale et/ou par aérosol [564f] D G P L Q L Ma&lé) paids Rdjes aériennes est une
voie non-invasive. La délivrance de genes par voie pulmonaire présente plusieurs avantages,
telles que la diminution des éfWV VHFRQGDLUHYV V\deVgénRdsTatibh\WesO D EV
complexes par les protéines du sérum et le foi@ X W L O plsDigibleR Qua@ités de
vecteurs, en comparaison avec la voie systémique.

Il a été rapporté que 24 heures apres instillation intratrachéale des complexes
3(, N'D $'1S OfH[SUHVVLRQ GX JgQH UDSSRUWHeXlgspWDLW
animaux ayant recu les polyplexes (PEI25kDa/ADNp) par rapport aux souris traitées avec
O71%$'1l (®85]. 7R XW H agninvstraidh intratrachéale induit une expression inégale et
hétérogene du transgéne, en raison de la faible diffusion des polyplexes par rapport a la voie
systémique [566,567].3DU UDSSRUW | OTDGPLQLVWUDWL®RS LQWU
polyplexes par aérosol est non seulement la technique la plus adaptée mais également la plus
HITLFDFH (Q HIIHW OYDpURVROLVDWLRQ FER ANIHYSUKYMLE
du transgene [565,568,569]/fLPSRUWDQFH HW OfYHIIL FdgddnWm é@H OfDp
démontrée récemment dans un essai clinique mené par le consortium britannique de thérapie
génique de la mucoviscidose [321]. En effet, la délivrance par aérosol des complexes
GL67A/pGM169 (plasmide codant pour le CFTR humain) entraine une stabilisation des
fonctions respiratoires des patients mucoviscidosiques [321]. Par ailleurs, la délivrance par
YRLH GTDpURVROLYVDREIpRSMIde P38 irdRIP & HddHsduris une réduction
significative du nombre et de la taille des tumeurs pulmonaires, et prolongent le temps de
survie des animaux [570]. Cependant, plusieurs barrieres physiologideesg|tel le systéme
immunitaire inné du poumon, le mucus des voies respiratoires, les protéines tensioactives du
surfactant et les macrophages alvéolair§sRsS S RaV ld @&Wrance de genes dans les
poumons. (Q RXWUH OD EDUULQqU Hdso®tiowdd@Ole Dp@sdaged @ag/ UD Y H
transporteurs de genes, via les jonctions serrées intercellulaires, ainsi@peSd W GsSUD FW L QH
la surface, la structure du glycocalyx limitef§ftH Q G R BasAeaplaxes [571].

4 Barrieres intra et extracellulaires
| ®fficacité de transfection relativement faible desWeel XUV VIQWKpWLTXHYV V{H]

combinaison de barrieres extracellulaires et intracellulaires. Ainsi, améliorer notre
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compréhension deO § L P 8 €e%/ obstacles s fHIILFDFLWp GH WUDQVIHUW
développement de stratégies pour les surmonter avec succes, ne peut étre que bénéfique pour
la conception de systéemes efficacdddV EDUULqQUHV VfRSSRVDQW DX WUI
nombreuses. Ellet QFOXHQW OHV LQWHUDFWLRQV DQYW R UQ-DVO PP W1
GHV FRPSOH[HV OH WUDILF LQWUDFHOOXOIM WHU DAMWE R BB
travers la membrane nucléaif2e nombreux systemes de transfert de genes présentent une
efficacité significativan vitro. Cependant, certains des résultats des egsdtso ne sont pas
transposables directement@fvivo (Q HIIHW OfXWLOLVDWLRQ DYHF VX
viraux in vivo est beaucoup plus compliqguée et dépend de nombreux facteurs qui régissent
OHXU HIILFDFLWp GH WUDQVIHFWLRQ la dosOdY véctedr, @81 PRGF
interactions avec les constituants du sang (si M) TpOLPLQDWLRQ SDU OH V\VW
« HWaknsi il est import®) Wdeatffier les barriéres cellulaires auxquelles doivent faire face

les vecteurs de transfert de génes pour mieux ameliorer leur design.

4.1 Barriéres extracellulaires VHORQ OH PRGH GIDGPLQLVWUDWLRQ
4.1.1 Voie systémique
4.1.1.1 Interactions avec les éléments sanguins

LorsdIXQH DGPLQLVWUDWLRQ V\VWpPLTXH WVIN\YWHPIHM B H
transfert de genes est les constituants du sang. En effet, les interactions entre les complexes
injectés et les constituants sanguinel[ SURW pL Q H \éont pétdrmiXantes oour le
devenir des systemes de délivrance de génes et leur efficacité. La charge st
complexes peut représenter un inconvénient pour leur applicatieivo. En effet, une
particule chargée positivement est plus facilement reconnue par les cellules du systeme
immunitaire car les protéines sériques fixées a sa surface, conduisent a la déstabilisation et a
OfpOLPLQDWLRQ5@8M] BReA@alBNsHa/circulation sanguine, les particules
chargées positivement sont opsonisées par les protéines plasmatiques telles que les
immunoglobulines de type IgG etNy les protéines de la cascade de la coagulatif®i2],
conduisant a leur élimination rapide par les macrophages au niveau du foie (cellules, kupffer)
de la rate et des poumons [575]. Aingi,dissimulation de la charge de surface semble
essentielle pour une administration systémique. De plus, cette opsonisation peut également
activer le systeme du complément, lI'un des mécanismes de lI'immunité innée [576], qui a son
tour active les processus de phagocytose et déclenche une réponse inflammatoire contre les
complexes cationiques [577]. Les complexes de délivrance de genes peuvent également
interagr DYHF GIDXWUHV SURW p@Qfumine, VgsUilpdpotéves Idt]
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macroglobulines) entrainant une modification des caractéristiques physicochimiques des
complexes essentiellement, la taille et la charge de surface qui devient négative [578]. Ces
interactions peuvent induire une déstabilisation des complexes et une libération des acides
nucléiques, qui peuvent ensuite étre reconnus par les réceptliike (ex. TLR9 qui

reconnait les ADN bactériens [579]), exprimés par les cellules B et les cellules dendritiques,
entrainant la production de cytokines a l'origine de la toxicité des complexes [580]. Les acide
nucléiques libérés dans la circulation sanguine peuvent également étre dégradés par les
nucléases. En résumé, Le niveau de clairance des systemes de transfert de génes du systeme
circulatoire, dépend de leurs caractéristiques physicochimiques de surface. Pour étre
indétectables et furtifs vis-a-vis des macrophages, les complexes doivent étre aussi petits et
neutres que possible [581,582]. La mise au point de formulations furtives repose sur la
modification de la surface des vecteuB,|ILQ GH UpGXLUH <$hsadd RFdéVV XV C
reconnaissance par les phagocytes du MPS et des composants sanguins [582]. Dans ce sens, la
pégylation est le moyen le plus communément utilisé puwtODERUDWLRQ GH IRUI
furtives. En effet, les chaines de PEG forment un réseau hydrophile dense autour des
complexes augmentant ainsi leur stabilité et leur biodisponitatittorment une barriere

stérique entre les particules et les composants du milieu qui les entourbg%5B2
/fHIILFDFLWp GH OD SpJ\ODWLRQ GpSHQGNEDMFRRIHQW GH
PEG, la densité, la conformation et la longueur des chaines PEG [582]. La plupart des auteurs
préconisent un PM efficace dans la gamme de 1500 a 3500 Da pour réduire I'adsorption des
protéinesin vitro, mais pour évitet'internalisation par les macrophages, les chaines PEG
doivent étre trés longues (20000 Da) pour étre efficaces [585,586]. Cependant, la pégylation
QITHVW SD Wévibn@ VEr )€t REPEG interfere dans les interactions électrostatiques

entre les complexes cationiques et les cellules cibles conduisant a une diminution significative

GH OTLQWHUQDOLVDWLRQ GHV FRPSOH[WYR fiesfdehtv VD QW
faiblesin vitro etin vivo [587592] /H 3(* SHXW pJDOHPHQW GLPLQXHU OH
endosomal des complexes [593,594]. De plus, les études récentes ont montré que le PEG est
immunogéne [595] VRQ XWLOLVDWLRQ HQW ipOanP-FE® n@uisdhGaX FW L R
une clairance sanguine accélérée des complexes pégylés et par conséquent umendil@inut
OfHIILFDFLWp d596]Wce @) ¢omstiiwe LUR @bstacle pour les administrations
répétées. Pour surmonter ces inconveénients, l'utilisation de ligands de ciblage ou de motifs
PEG clivables peut étre envisagée [588,592]. Une étude récente indique que le polyglycérol
(PG) qui est non immunogéne, peut représenter une alternative prometteuse au PEG en

empéchant le phénomene de clairance sanguine accéléréeafimsnistrations répétéale
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particules SHUPHWWDQW DLQVL O DElpdpBXeDetvVioRplex@hivad TH I 1L F D
[597].

4.1.1.2 Biodistribution et Expression du transgene

Une fois dans la circulation sanguine, les complexé3'¥ WUDQVSRUWpPV YHUV O
HQVHPEOH GH YDLVVHDX[ VDQJXLQV HDRDWIIRQ BR WP ® TIDE RJUH
GIrWUH GLVWULEXpV GDheumiddiudes BMA&Udd WiotRdiribmignHMontrent
une accumulation des complexes cationiques principalement dans les poumons, le foie et la
rate [598]. Cette accumulation peut étre expliquée par le faitepsystemes synthétiques
requierent des concentrations élevées de lipoplexes ou polyplexes pour une efficacité
optimale. Ces particules de charge positive agregent facilement lorsque leur conpentratio
augmente, notamment par interactions avec les protéines sériques. Ces agrégats, qui sont
généralement inefficaces pour le transfert de génes peuvent étre toxiques, particulierement en
raison de la séquestration des particules dasditférents organes (poumonsl R L H5G3].
En effet, comme décrit précédemment, le réseau pulmongikkH] OfYKRPPH FRPPH F
OfDQLPDO HVW FRPSRVp GH FDSLOO®GHUHV WégRjssefitdeV GTXQ
la barriere air-sang diminue progressivement lors du passage de la région trachéobronchique
(ou la paroi est d'au moins de fufn), vers la région alvéolaire<(0,3 a 1 um d'épaissgur
[599]. Ainsi, seules les particules ayant un diamétre inférieur a 3 um traversent la
microcirculation pulmonaire pour étre ensu@LVWULEXpHV Y H [503].CCeREXWUHV \
présentant un diametre supérieur quant a elles restent définitivement bloquées au niveau
pulmonaire [503] HQJHQGUDQW SDU FRQVpPpTXHQW X@72JLVTXH
Cependant D O R uh\forT pofircentage (50-60 %) de complexes injectés est piégé dans le
IRLH OHV QLYHDX[ GYH[SUHVVLRQ GX WUPDABMEENOHY SC
généralement mesurés dans les poumons et la rateb[Bf0 Les cellules épithéliales
pulmonaires sont trés riches en protéines anioniques telles que les protéoglycanes a leur
surface externe [603,604]FH TXL SHUPHW DX[ FRPSOH[HV FDWLRQLTXF
transgene G R+ OD IR UWH céldSniedau\hivéa@ des poumons [608]. En outre,
une accumulation de vecteurs de transfert de génes dans les poumons peut étre expliquée par
l'interaction électrostatique des systemes cationiques avec les membranes érythrocytaires
chargées négativement [607]. Cependant, de nombreux facteurs tels que le type de plasmide
[495,546,557], le vecteur [527,545,551], et les techniques de marquages appliquées aux
acides nucléiques et/@u systeme de transfert de géene [6,608,609], ont un impact important
sur la biodistribution des complexes et S@IfH[SUHVVLRQ O« pliguBEsQVJIqQH
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PRGLILFDWLRQV GHV SURSULpWpPV GH VXB(B& HOGPLNVNWHRPAS
OYDFFXPXODWLRQ GHV SDU ¥Ws(féies podrivons € ¢aie). @kl éffeR Ua@EQ HV | L
constaté que les lipoplexes contenant 10% de PEG dans leur composition, entraine une
rétention réduite des lipoplexes dans les tissus pulmonaires et cardiaques des souris nudes en
comparaison avec les non-pégylés [610]. Cependant, aucune différence significative en terme

de délivrance de génes dans les tumeurs xénége@f 1D pWp BBVYHUYpH

4113 /YLQIODPPDWLRQ

/1D FWLABMemERPPXQLWDLUH LQQp VXLWH j OfLQMHFWLRQ
a été rapportée dans de nombreuses études [551,611,612]. En effet, les acides nucléiques
libérés dans la circulation sanguine peuvent étre reconnus par les récepteurs Toll-like ; TLR3
TXL UHFRQQDLW OB$3,1TLR R XtETOR 8 |{W teQonnaissent les ARN simple
brin [614], et le TLR9 qui reconnait les motifs CpG portés par les plasmides [579]. Ceci
conduit a la production de cytokines proinflammatoires (IFN, / 71k [579,615]
accompagnésauvent de toxicités hépatiques et pulmonaires transitoires [562,616,617]. De
plus, dans les voies respiratoires des patients mucoviscidosiques la situation est aggravée par
OTLQIODPPDW LiRsStallée Ksuite QuxTiKfettions bactériennes [618,619]. Plusieurs
stratégies ont été développées pour éliminer ou réduire la réponse inflammatoire liée a
OTDGPLQLVW igeWeR [poplexes)V ees quO I DGPLQLVWUDWLRQ VpTX
liposomes FDWLRQLTXH Vg ¥dut dersikiétablement la production de cytokines
proinflammatoires chez la souris [620], et la mise au point de plasmides entieremergeCpG
[495,557].

4.1.2 Voie pulmonaire

Comme modeGYDGPLQLVWUDWLRQ O R(eD @dbsolsatioN)RandtiteEX O PR Q
un moyen de délivrance de génes idéal pour le traitement de diverses pathologies, comme la
mucoviscidose O { D V WhikoRdho-p@domopathie chronique obstructive (BPCO). Elle est
pJDOHPHQW LGpDOH SRXU OH WUDLW HR&irndtios éksestive | HF W L R
HW GTDXWUHV PDQL I H@apDndant, ReQsuccesHi¢ faldeivnanBel de Hy&hes par
voies aériennes dépend fortement : (i) du dépdt des complexes dans les voies respiratoires, (ii)
de la perméation a travers le mucus, (iii) @aferaction des complexes avec les cellules
cibles, (iv) deO L Q 1 O D P éeDanhirBnQe Hied/particules par les macrophages alvéolaires
(Figure 31). La capacité des complexes a traverser le biofilm bactérien est égalefman® H
grande importance par rapport @ T H I I L F DifahsWgiiorG Kinsi, la compréhension du
comportement des complexes aérogph6 HW GH OHXUV LQWHUDFWLRQV |
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pulmonaire est cruciale pour le développement de formulations aérosolisables efficaces pour
la thérapie génique, notamment de la mucoviscidose. En ce sens, la mucoviscidose constitue

un modéle intéressant qui permet la mise au point de nouvelles approches thérapeutiques.

Figure31 /HV EDUULqQUHV DQDWRPLTXHV HW ELRORJLTXHV VT
les poumons de patients mucoviscidosiques. Unedaiss les poumons (A), les complexes

doivent pénétrer a travers la couche du mucus g8)apper aux macrophages alvéolaires

(C), interagir avec les cellules cibles (biofilnrdieé par les bactéries, cellules épithéliales
pulmonaires) (D). La dégradation enzymatique estléigent cruciale pour le devenir des
DFLGHV QXFOpLTXHWIHRGLILpH GTDSUqV

4.1.2.1 Dépobt des complexes

| ®fficacité des complexes aérosolisés dépend de la dose de particules déposées et de leur
distribution dans les poumons. En effet, de nombreux facteurs tels que la taille des particules,
OH PRGH HW OH GLVSRVLWLI GTDGPLQILXOVIaEtidhiGe HW Of
dépbt pulmonaire des molécules administrées et par conséquent, leur efficacité thérapeutique
[621]. La taille des particules est un des parametres les plus importants et déterminants pour
la délivrance de genes dans les poumons. En régle générale, les particules ayant un diametre
DpURG\QDPLTXH PR\HQ VXSpULHXU j — B DQRQWM FROURA DD W G
les voies respiratoires supérieures en raison de la force centrifuge. Les particules ayant un
diamétre aérodynamique inférieur a 5um peuvent étre distribuées dans les petites voies
aériennes et les bronchioles, et cette pénétration est corrélée avec uneetficanige
thérapeutique [619]. A la différence, les particules présentant un diamétre allant de 1 & 2 um
sont probablement les plus efficaces pour un dép6t dans les voies aériennes profondes riches
en capillaires alvéolaires [619,622lHV SDUWLFXOHV G{XQ GLDPgQWUH FRP
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sont la plupart du temps expirées, tandis que les plus fines (< 100 nm) peuvent
paradoxalement se déposer dans les voies respiratoires en profitant des mouvements
browniens aléatoires [622]. Cependant, dans le cas des pathologies pulmonaires comme la
mucoviscidose, des centaines de particularités existent. Elles sont principalemest lieées
OTREVWUXFWLR Qar Gurl Vhudtid) RyQdrHséux, au rétrécissement des voies
respiratoiresOTLQIODPPDWLRQ FKURQLTXH dpportanidtes [6QRAHMEV LR Q V
corrélation significative entre les parametres de la fonction pulmonaire indiquant une
obstruction des voies respiratoires et le dépbt ainsi qdestiabution des complexes apres
aérosolisation a été mise en évidence chez les patients CF [624]. En effet, chéeres pa
mucoviscidosiques, contrairement aux sujets sains, les dépéts bronchiques sont augmentés au
détriment des dépdts alvéolaires [621,623,624]. De plus, les profils de déposition des
particules sont tres hétérogénes dans les poumons CF par rapport aux poumons sains. Ainsi, il
HVW GLIILFLOH étabfir tippofi lde&) disttibWioicdes complexes dans les poumons

de patients CF.

4.1.2.2 Mucus

/ID VXUIDFH GHV YRLHV DpULHQQHV HVW UNNRXBYHUWH (
55um), secrétée par les cellules caliciformes et les glandes sous-muqueuses. 90 a 95 % de la
PDVVH GX PXFXV HVW.eR&st ¢dvVdompogerH PPHILOHY GT$'1 GH O
GIpOHFWURO\WH Vcell@ds eb teRddbpd. €zhuMires5[6R25,626]. Cette couche de
mucus représente une barriére physique qui peut fortement affecter le ciblage et la
biodisponibilité des complexes [627,628]. La composition, la quantité ainsi que les propriétés
rhéologiques du mucus sont les principaux déterminénté O D E V R UaSdigttitlRipnHW G H
des particules dans les poumons. Les mucines constituant le mucus, lui conferent ses
propriétés rhéologiques, principalement sa viscoélasticité qui est essentiellement attribuée aux
mucines MUCBH5AC et MUC5B [629]Les mucines sont des glycoprotéines de masse
moléculaire élege avec alternance de régions glycosykéasches en cystéine, qui jouent un
U{OH PDMHXU GDQV O Y pHI¥Udnw thargeep Kdg&iFdnternt [2h thidon de
I'abondance des groupes carboxyles aux extrémités des réseaux d'enchevétrement, et forment
des glycanes par des liaisons disulfures interdes enchevétrements physigetgar des
interactions non covalentes [630f KpWpURJIJpQpLWp GH OHXUV FKDVQHV G
PYHQWDLO GH UpFHSWHXUV SHUPHWWBERRWPDLHEBDRQ GIPISY
ainsi les bactéries et les complexes cationigGgfD WWHLQGUH OD VXUIDFH GHYV

[631]. En effet, une fois que les particules inhalées ont atteint les voies respiratoires, celles-ci
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peuvent étre piégées par la couche de mucus et éliminées par les mécanisiaiesnde c
mucociliaire [632]. Chez HY SDWLHQWYVY PXFRYLVFLGRVLTXHV OD V
hypervisqueux compligue davantage la délivrance de génes, limitant par conséquent la
guantité de particules atteignant les cellules cibles [594,633,634]. La concentration de
mucines dans les expectorations provenant d'un sujet normal est d'envgtn[@85]. La
concentration de mucines, essentiellement MUC5AC et MUCS5B diminue dans les
expectorations des patients mucoviscidosiques [636]. Cependant, chez les patients CF ou le
mucus est beaucoup plus important, il peawoir une concentration plus élevée de mucines
jusqu'a 47 g/L [637]Les crachats de patients CF sont caractérisés par une quénfitd D X
réduite, des mucines intactes (< 20g/L), ainsi que par des débris cellulaires et bactériens
QRWDPPHQW GH Of%$'1 HW GH OYTDFWL QR HXRIXY B QWO DPIWPH
trafic vers les membranes cellulaires [594,618,632,638]. En effet, les biopolyméres présents
dans les expectorations des patients mucoviscidosiques, forment un réseau de fibres
empaquetées avec des mailles ded 0000 nm, ce qui peut permettre une diffusion facile de
la plupart des complexes nanométriques [639,640]vue de ces résultats, et afin de réussir
atraverser le mucus des patients CF, les particules aérosolisables doivebd§itee petites
(taille « nanométrique » est mieux que la taille « micro »), et avoir une surface hydrophile et
neutre pour limiter les interactions avec le mucus [641,642].

Le mucus est éliminé des voies respiratoires profondes par le mouvement des cils
(clairance mucociliaire). Ce processus entraine un auto-renouvellement de la couche du
mucus toutes les 20 minutes environ chez un sujet sain [643,644]. Bien que le mucus est
éliminé par le mouvement des cils, certaines maladies pulmonaires, tels que la mucoyiscidose
sont caractérisées par un changement drastique du taux de clairance mucociliaire [645,646].

En effet, chez les patients mucoviscidosiques le mucus est tellement hypervisgeux que les cils
ne parviennentSDV | O TA62&PLIXOH GHV DSSURFKHV WKpUDSHXWL"
K\SHUYLVTXHX[ FKH] OH\hydgaten, Ha Wala &ygmidntéNlia @Ifirance
PXFRFLOLDLUH /fK\GUDWDWLR Qso@ YarPhydeatadonSdireécw’ (pav UH U p
administration d'agents osmotiques comme la solution hypertonique ou le mannitol

% U R Q F K guvarittalle la mise en placaufi gradient osmotique), soit en utilisant les
modulateurs du CFTR pour corriger le dysfonctionnement de transport ionique, et
pharmacologiquement en ciblai@ {DXWUHYV FDQDX[ LRQLTXHV dXU OHV
voies respiratoires [94]. (Voir chapitre mucoviscidospoint 7 Traitements de la

mucoviscidose et prise en charge page 21
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4.1.2.3 Barrieres cellulaires
4.1.2.3.1 Biofilm bactérien

/TLQIODPPDWLRQ FKURQLTXH Hoppohuistek, @rittipaemenQpéar E D F W |
Pseudomonas aeruginoesat O 1 XQH GHV FDXVHV PDMHXUHYVY GH PRUELG
patients CF [647,648]. La persistance des infections pulmonaifesw@omonas aeruginosa
typiques de lanucoviscidoseet la résistance aux antibiotiques est due a la formatifix @
biofilm de bactéries résistantes, dont la croissance est facilitée par le mucus épais et
déshydraté dankes poumonsCF (Figure 32) [644650]. Les biofilms bactériens sont des
amas structurés de cellules bactériennes enbée X Q et polMEligue composée de
SRO\WDFFKDULGHYV Gét aBddiR$\opubh@Qsdriace@HE. 1

Figure 32 :EWDSHV GH OD IRUPDWLRQG@BHOLELRILOP EDFWpULHC

La formation du biofilm par des bactéries est reconnue comme un probleme majeur dans
les infections chroniques. En effet, la pénétration des antibiotiques a travers la couche du
biofilm est réduite. De plus, les particules administrées (antimicrobiens ou complexes de
délivrance de genes) peuvent étre piégées au sein du biofiilm due a des interactions
électrostatiques avec les composants de la matrice diLibioP DOJLQDWHV SRO\VDF
diminuant par conséquea la biodisponibilité des antibiotiques a proximité des colonies
bactériennes et des complexes de transfection & proximité des cellules cibles [650,652]. A titre
G TH[H RBe2 ks patients mucoviscidosiqQue&sIHIILFDFLWp GH OD WREUDP\I

fortement affaiblie, en raison probablement des interactions électrostatiques de la tobramycine
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avec les constituants du biofilm bactérien [653,654]. Ainsi, dans le but de supprimer les
interactions non spécifiques des particules inhalées avec le biofilm entourant les bactéries, il

est important de développer des molécules ayant des propriétés de surface adéquates (la
charge, degréesGH OLSRSKLOLFLWp 3(* WDLOOH «PaBS&IEWs, DPpOLR
OYDFFURLVVHPHQW GHV FRQQDLVVDQFHV VXUBWORHVpISQUHQ F
UpFHSWHXUV « S Ri¥ paurd dahceytibhHie\WbalarMeXthérapeutiques efficaces

[655].

4.1.2.3.2 Cellules épithéliales des voies aériennes (jonctions serrées)

Les systémes de transfert de genes doivent par ailleurs traverser la membrane des cellules
épithéliales des voies respiratoires et accéder au cytoplasme puis au noyau pour que le gene
Grtérét puissey étre transcrit. 3R XU D P p O L R Utibb d€s JpbridalEsPaxi @ildeau des
cellules cibles, différentes approches peuvent étre développées, en utilisant des transporteurs
ayant des propriétés de surface adéquatdg FKD U JH péthizttaDtQlel favoriser les
interactions des particules avec les membranes des cellules cibles. Pour cela, des motifs
fonctionnels peuvent étre greffés a la surface des particules de transfert de genes afin de
développer des constructions de ciblage actif [6%&. HITHW OfJDMRXW j OD VXUII
reconnaissant par exemple un récepteur surexprimé par les cellules épithéliales des voies
respiratoires des patients mucoviscidosiques ou par les bactéries pourraient augmenter
davantagda sélectivité des complexes en activant les mécanismes de transport médié par le
récepteur-= WLWUH GTH[HPSOH XQH VXUR&H tervand €@ darndla UpF H ¢
reconnaissance bactérienne, a la surface apicale des cellules de I'épithélium puldesnaire
patients mucoviscidosiques a été rapportée [657]. Autre point, les voies respiratoires
humaines sont bordées de cellules épithéliales liées entre elles par des jonctions serrées
apicales. Les jonctions serrées scellent la barriére épithéliale et déterminent le transport
paracellulaire de différents composés. De nombreuses données suggerent que des stratégies
visant a ouvrir les jonctions serrées des cellules épithéliales polarisées peuvent améliorer la
livraison de génes dans les cellules pour le traitement des maladies. En effet, il a été, rappor
TXIXQH L Q WaKsitdireX @&8VjariRt@ns serrées avec une solution saline hypotatique
des agents chélateu/ HO V T X HE®@WEe7&lycol Tetraacetic Acid)nt été utilisées
pour améliorer la délivrance des lipoplexes [658].H | | L F 2% LedtgursGpeut également
étre améliorée par une pré-administration de molécules telle que la LPD permettant
OTRXYHUW Xtibhs <eirfeés, NaBilfahRt ainsO D Fab qwécteur a la membrane

basolatérale des cellules épithéliales [376]. Il a été démontré que l'infectibaguatomonas
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aeruginosaprovoque la rupture des jonctions serrées entre les cellules épithéliales et par
conséquent détruiia barriere épithéliale [659]. En conséquence, les complexes PEI/ADN
administrés par voie intratrachéale chez les animaux infectés acaeaéné basolatéral des
celluleset a I'ensemble deO p S L Wdop@amtXi€u a une augmentation significative de
I'efficacité de transfection [659]. Une étude récente, a démontré que les glucocorticoides
améliorent le fonctionnement de la barriere épithéliale pulmonaire en augmentant la
sélectivité paracellulaire des ior@l" [660]. Ce mode d'action des glucocorticoides sur
I'épithélium pulmonaire pourrait étre bénéfique pour les patients qui soudieetiverses

pathologies.

4.1.2.3.3 Phagocytose (clairance par les macrophages alvéolaires)

Pour la plupart des pathologies pulmonaires, les macrophages alvéolaires représentent un
obstacle majeur pour la délivrance de génes. Cette regle généndl§ DeS S O LnbdanHpdsH S H
aux patients mucoviscidosiques, pour lesquels de nombreuses études suggerent une
phagocytose dysfonctionnelle, probablement due a un défaut inhérent dans les neutrophiles et
macrophages des voies respiratoires [661]. Des études récentes ont montré que les
macrophages présents dans les expectorations des patients atteints de la mucoviscidose
expriment des niveaux réduits des récepteurs MARCO (Macrophage Receptor with
COllagenous structuredt des récepteurs de mannose (CD206) responsables des liaisons aux
bactéries [662]./H SURFHVVXV GTHIIHURF\WRVH TXL FRHVUHVSRQ
mortes par les macrophages alvéolaires [663], semble également altéré dans la mucoviscidose,
en raison du clivage pa® T p O D V Weltrgphilas idsfécepteurs de la phosphatidylsérine
('un des signaux des plus importants de cellules apoptotiques) [664,665]. Ces observations a
propos du dysfonctionnement des mécanismes de phagocytose dans la mucoviscidose
pourraient fournir un nouvel outil pour une conception améliorée des formulations inhalables,

ouvrant la voie a des options thérapeutiques plus efficaces.

4.2 Barriéres intracellulaires

ITLQWHUQDOLVDWLRQ iRttkczidife Dded) ebmplédes Gsbint \abbisidiétés
comme une étape clé dans le procéés6 H WUDQVIHFWLRQ QRQ YLUDOH FD
du transfert de genes. Ainsi, le réle du vecteuresGdg FRPSDFWHU HW GH SURWp
de faciliter les étapes clé de délivrance de génes qui sont essentiellemédtf(RQWHUQDOLYV
cellulaire, (3 OFKDSSHPHQW HQGRVRPDO OfHQWUpPH GDQV C
transgene (Figure 33). En effet, les acides nucléiques peuvent étre dégidlédV QH VRQW

totalement complexés par le vecteur (lipide ou polymeére cationiques). Les complexes
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(lipoplexes ouSRO\SOH[HV IRUPpV SHXYHQW rWUH @PFHPIGHW D
cellules cibles, et peuvent ne pas étre internalisés. Aprés internalisation cellulairestiene pa

des acides nucléiques peut étreJdéD G pH | Odek éndbpdunesitxrdifs et des lysosomes

(Figure 33) 8QH IRLV OLEpUp GDQV O Hinsi\AveRi8gpatée/paHeOONaseE S H X W
F\WWRSODVPLTXHV 'H SOXV Of1$'1pantlhD Qag @treTcsmpectéidntyy OH
transcrit ou ne pas étre transcrit du t@&ItOfDFLGH QXFOpPLTXH GILQWpUrw H

synthétisé peut ne pas produire une protéine fonctionnelle.

Figure 33: Barrieres intracellulaires de la thérapie génigue RGLIL p H [6Bd])DLed) qV
lipoplexes ou polyplexes doivent étre suffisammetables pour protéger la séquencgd FsL G H
nucléiques mais aussi instables pour libérer cgtpience SR XU T X §re @ @dyaul des

cellules cibles (1). Aprés administration les coexgks doivent étre internalisés de maniere
HIILFDFH $SUqV HQGRF\WRVH OHV SDQUGRMWKOHWY G R LHY
atteindre le noyau (4). Une fois dans le noyautrénsgéne doit étre disponible pour la
machinerie transcriptionnell I LQ GH SHUPHWWUH HQVXLW%S. OQfH[SUHYV

Lysosome, R : Recyclage endosomal, T : TranscyMsé/ésicule)
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421 /ITHQGRF\WRVH GHV FRPSOH[HV

La membrane plasmique est la barriere entre la cellule et son environnenj@nt, un
réle majeur dans la protection des cellules et les interactions avec les différents composants
du milieu environnant. La membrane plasmique régule le transport de diverses molécules
entre l'intérieur et I'extérieur de la cellule. Alors que les petites molécules peuvent étre
transportées par des pompes ou des canaux, les macromolécules quant a elles nécessitent des
PpFDQLVPHV GYHQGRF\WRVH HW RX GTH[REMNMER-H-HireSRXU (
correspondant a des mouvements membranaires [667]. Les agents thérapeutiques y compris
les complexes de transfert de geneRRQW VRXYHQW EHVRLQ GTrWuyosurLQWHU C
atteindre le noyau W SURGXLUH OfHIIHW. G&ipdstDupd] atdpe €riiddue.D W W H (
/HQ G R Rded/ Bovhplexes peut se faire par plusieurs mécanisaresffet, il existe
différentes voiesGTHQGRF\WRVH TXL (FR®/B42iBB)Q pHagdoyibseReH & W
pinocytose qui elle méme regroupe PILHX UV YRLHV QGlf r@ékopindydsel VD W LF
OfHQGRF\WRVH FODWKHULQH GpSHQGDQW H RQ HHRRW KMR .
cavéoline indépendante [668]). Seules les plus importantes seront décrites ici.

Figure 34: Classification des voies d'endocytose. L'endocyteseé définie comme un
processus par lequel les cellules internalisen¢rdies molécules du milieu environnant. |l

existe plusieurs processus qui impliquent difféseaffecteurs ' D S [668Y).

4.2.1.1 La phagocytose

/ID SKDJRF\WRVH HVW tek@liseiidhRlesd pavtisies G 0.um) par les
cellules.La phagocytose est principalement assurée par des cellules spécialisées telles que les
macrophages, les neutrophiles et les monocytes pour éliminer les agents pathogénes (ex.
EDFWpULHYV «is Hed/ clliteg aGoptetidues. D'autres types cellulaires tels que les
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cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) [669], les ostéoclastes [670], les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales pulmonaires [671], utilisent également ce mode
GITLQWHU EDb eftey 1B \pHagoQytose des lipoplexed polyplexes par les cellules
épithéliales des voies respiratoires et aff DXWUHV W\ S Hyaldmdd X idiseled HV
évidence[672,673]. /f\nYDIJLQDWLRQ GHV PHPEUDQHV FHOOXQQDLUHV
permet la phagocytose des particules. La vésicule formée se détache de la membrane et forme
un phagosome précoce, qui évolue en phagosome tardif puis en phagolysosome apres fusion

avec les lysosomes, ou la particule phagocytée sera dégradée (Fjgure 35

Phagocytose | Macropinocytose | Dynamine - Dépendante, Dynamine dépendante/indépendante

Particule
. Rho A, Flotilline, Arf6,
Clatherine - Cavéoline - Cdc42 dépendante
Fluide Dépendante Dépendante
Phagosome
précoce
Phagosome Endosome

Endosome précoce

tardif de recyclage

AN

Endosome tardif

Appareil de
Golgi

Réticulum
endoplasmique

Figure 35: Vue d'ensemble des processus d'endocytose. $&piedion schématique des

multiples voies d'endocytose. Les protéines Rab P@&SEs) coordonnent la circulation
intracellulaire des vésicude et leur utilisation comme marqueurs des compariise
d'endocytose peut aider a identifier le devenidad@articule internaliséePRGLILpH GID S U (
[668]).
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4.2.1.2 La pinocytose

La pinocytoseSHUPHW O YL QW idantiQuiz® devietmeLtAlQ eGdées solutés. La
pinocytose comprend un certain nombre de voigd @ W H U QAgOré 34D, dohtRs€ules les
principales seront décrites-apres.
4.2.1.2.1 La macropinocytose

La macropinocytose, en comparaison avec la phagocytss¢,UPHW OfHQGRF\WF
particules plus petites, dans des vésicules appehEesopinosomes Ce mécanisme est
essentiellement utilisé par les cellules dendritiques et les macrophages. La macropiaocytose
été étudiée comme une voie pour délivrer des molécules bioactives aux cellules. Enaeffet, il
été suggéreé que les peptides de pénétration cellulaire riches en acides aminés positifs tels que
le peptide cationique TAT dérivé du VIH [674], ou des oligomeres d'arginine, sont
préférentiellement internalisés par ce mécanisme [675,676], et que les résidus basiques sont
nécessaires dans le processus de macropinocytose [674]. Il a également été rapporté que la
PDFURSLQRF\WRVH FRQWULEXH j OfLQW HoUQ CepemiBilYy LRQ G|
cette voie altérd'efficacité de la transfection des cellules d'hépatocarcinome humain [677].
Des nanoparticules lipidigues contenant des siRNAs utilisent également la macropinocytose
FRPPH YRLH QuiakenWitdopdtin Fittb@ans le foie de souris [678,679]. Cependant,
les auteurs ont constaté que les nanoparticules lipidiques des siRNAs pénétrent dans les
cellules par les deux voieGefidocytose ; voie des clathrines et par le mécanisme de
macropinocytose [679]. Cette étude mornaecomplexité du processu&efidocytose et la
nécessité de multiples techniques quantitatives et des études approfondies pour élucider les

voies impliquées.

4.2.1.2.2 | 1 H @@dRe clathrine tdépendante

La voie clatherinexdépendante est un processus complexe et bien décrit, qui permet
OTHQGRF\WRVH GfetmatROger/Eszides r&cbuvertes de clathrines (Figure 35).
&THVW oOriileyiéeLFR Q FH U Q D Q \atio® fldsQipMéesLealibn@ueg de transfert de
genes. Elle est commune a toutes les cellules eucaryotes. En bref, le processus comprend la
reconnaissance spécifique des particules par les récepteurs membranaires, entrainant la
formation de puits recouverts de clathrine dits « mantelés », dans lesquels les complexes sont
alors internalisés. La phosphorylation de la dynamine entraine le détachement de la vésicule
de la membrane plasmique. La dynamine est une GTPase, impliquée dans la formation de la
vésicule. ,O0 HVW LPSRUWDQW GH QRWHU TXH VRQDLFEBOHFDW

clatherine tdépendante [668]. La formation des vésicules est un mécanisme actif qui requiert
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GH O1$73 (Q HIIHW OD YpVLFXODWLRQ $BDAAR P SAJFOMRQH
O 1 R UdeJlla€diication progressive des vésicuiggle la perte du manteau de clathrines.

Aprés la scission de la membrane cellulaire, une gamme de protéines accessoires est
responsable du maintien du cytosquelette d'actine et aident a la migration des endosomes
[680], et les clatherines sont ensuite recyclées pour former de nouvelles vésicules. Les
vésicules lisses ainsi formées fusionnent pour former les endosomes précpeett des
endosomes précoces, les particules internalisées sont soit remaolg surface cellulaire

soit transférées dans les endosomes tardifs, puis vers les lysosomes pour dégradation [681
683]. Un gradient de pH se met en plgceD TLQWpULHXU GHV phaelsFiHx6@HY D O (
pour les endosomes a un pH de 4,5 pour les lysosomes [@8d]igration des vésicules est

sous contrble deprotéines rab (GTPases) spécifiques de chaque type de vésicule. Ainsi, les
protéines rab5 sont spécifigues des endosomes précoces alors que les protéines rab7 sont des
marqueurs des endosomes tardifs (Figure BB)ciblage des complexes utilisant la eoi
GTHQGRF\WRYV Hédebnite lKadtse ik par greffage de ligands spécifiques tels que

la transférrine et le facteur de croissance épidermique (EGF) [685]. En outre, il a été suggéré
gue les liposomes anioniques utilisebtf H Q G R F\ W R Vié$ rEge@dupsHieS CDW (Low

Density Lipoprotein), et des liposomes enrichis en apolipoprotéine E (apo E) ont été concus

pour cibler spécifiguement cette voie d'internalisation [686].

4.2.1.2.3 L 1 H @y@oRe cavéoletdépendante

Les cavéoles sont des domaines membranaires plasmatiques riches en cholestérol et en
sphingolipides, caractérisées par leur morphologie distincte (invaginations en forme de puits
60 - 80 nm) [687]. Les protéines de revétement appelées cavéolines sont des protéines
membranaires, tandis que les cavins sont des protéines cytoplasmiques qui forment des
complexes hétéroméres assodékes cavéoles et régulent leur dynamique et leurs fonctions
[668]. Les cavéoline -1 et -2 sont exprimées dans la plupart des types cellulaires, taladis que
caveoline-3 est principalement exprimée dans le muscle strié (cardiaque, squelettique). Les
caveoline-1 et -3 sont essentielles plauformation de la cavéole, et le manteau cavéslair
formé comprend quelques 144 + 39 hétéro-oligoméres de cawef@B®], qui entrainent
OTLQY D JeQeDrivéiniitdpe. La famille des protéines cavins comprend cavin-1 a - 4.
Cavin-1 est nécessaire pdarformation de la cavéole [689], tandis que cavin-2 joue un role
dans l'invagination de laavéole [690]. La protéine cavin-3 participe a la formation et au
trafic des veésicules cavéolaires [691], et cavin-4 est spécifique du muscle [692]. Cavin-1

localise avec la cavéoline-1, mais aucune interaction dir€cfeD dekvomtrée. Il a été
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suggéré que les motifs protéiques cavive$socient avec les membranes cellulaires par
liaison a la phosphatidylsérine [68Th régulation négative d€@fpression de cavin-1 résulte

en une perte des cavéoles, et en une diminution des quantités de cavéoline-1 qui deviennent
sensibles a la dégradation endolysosomale [689]. En d'autres termes, linhibition de
I'expression soit de la cavéoline-1 soit de cavin-1 résulte en I'absence des cdaésl&s

plupart des types de cellules [668]. La densité des cavéoles et l'expression dessprotéine
cavéolineet cavin varient considérablement entre les différents types cellulaires et tissus
[687]. En effet, les cavéoles sont abondantes dans les cellules endothéliales, les adipocytes, et
les cellules du muscle squelettique constituant jusqu'a 50% de la superficie de la surface
cellulaire. Dans d'autres types cellulaires, comme les lymphocytes, les tubules proximaux
rénaux [693] et de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses courammedgtuiMCF7
(Michigan Cancer Foundation - 7), et PC3 (Human prostate carlesr)cavéoles sont
indétectables. La densité des cavéoles peut varier au sein diéraecellule. En effet, la

plupart des surfaces apicalessdipithéliums ont une faible densi#nh cavéoles [694].
L'importance des cavéoles comme dispositif de protection de la membrane plasmique,
Cofiganisateurs et capteurs membranaires, FRPPH YRLH G{HQWUpH GHYV
thérapeutiques a émise en évidence par les liens entre le dysfonctionnement des cavéoles et

les maladies humaines, tels que les dystrophies musculaires et les [&8¥er

422 /pFKDSSéhdddanmal

La sortie des endosomes est une étape cruciale pour leldeveAW OfHIILFDFLWp Gt
synthétiques. En effet, une fois internalisés, les vecteurs non-viraux se retrouvent piégés dans
des endosomes dits précocesseule une petite fraction arrive dans le cytosol [695]. Pour
atteindre leur cible nucléaire, ils doivent obligatoiremefip&=F KDSSHU GH FHV HQGRVR
UDSLGHPHQW SRVVLEOH SRXU pYéswititso@ds peepacdDe@digil. RQ G
progressivemerda OfLQWpULHXU GHV FHOOXOHV HW DBISjUQYDFQH. PG
de pompes a protons ATPaseslépendantes, vont se transformer en endosomes tardifs.
Ceux-ci fusionnent avec des lysosomes (renfermant des hydrolases, dont des nucléases), dans
lesquels le pH est environ égal a 5. Les particules endocytées subissent alors une dégradation
par ces enzymes. AinsQ 1$'1 SRXU QH SDV rWUH GpJUDGp ORUV GH F
desHQGRVRPHV DYPIIW QX TIXONL R Q Q p De% irhBuverhkvits@é \«Rip-R P H V
flop» et f XWLOLVDWLRQ GH OLSLGHV IXVRJqQHV GDBQV OD IR

[696], ou de peptides fusogenes couplés aux lipides ou aux polymeres [697], ainsi que le
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SKPpQRPQQH GYp %R dd¢s poly@dérdés cationiques [6,12,477,480], sont les
mécanismes principalement impliqués.

Les polyméres FDWLRQLTXHV WHOV TXH OD 3(, XWLOLVHQW O]
SRXU VfH[WUDLUH GHV HQG R\(Rderd 36)DCGlphdnhomen & plcdguB R F\W |
grace au pouvoir tampon des amines secondaires protonables qui permettent de contrecarrer
Qdidification endosomale. A pH endosomal, la protonation des amines secondaires
neutralisent les protons générés dans les endosomes par un mécanise ATPase-dépendant. Ceci
entraine une entrée massive des ions BIW ,Q §lans les endosomes augmentant ainsi la
concentration ionikH |J] OTLQWPULHXU L@ HndutrdiaidiR WBsP Idragtons
VIDFFRPSDJQH GTXQ SKpRdemigiHa RasrlRldation el laTmembrane
endosomale et au relargage de leur contenu dans le cytosol. Comme évoqué précédemment, le
remplacement de ces amines protonables par des amines quaternaires non protonables
entraine une diminution significath GH O9YHIILFDFLWp GH WH4BBQVIHFWL
ITXWLOLVDWLR Ont@iHoyay iknide2dld &St p@ptonabiR a faible pH (< 6), permet de
générer un effet éponge a protons. En effet, comme mentionné ci-dessus, la PLL (190 résidus
O\WLQH FRQWHQDQW GHV UpVLGXV KLYWHBHQM OfHpPNEGX
transfection de la PLL normale [516]] Dir€s stratégies visalg gonflement des endosomes
par un effet de pompes a protoissD Utili€afjon de polymeres cationiques possédant des
bases faibles ont également été développées [698]. Depuis, de nombreux polyméres contenant

des motifs histidine ou imidazole ont été synthétisés [6,12].
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Lipoplexes : mécanismes de « flip-flop » 3RO\PqUHV HIIHW GH Ofp
Lipides
S Polyplexe
Cat|0n|ques ADN (gEI) Pompe‘a
Membrane protons
endosomale
ADN Endosome
Lipides
anioniques
Flip-flop des
lipides
anioniques
Déstabilisation Lyse osmotigue H,0
dela membrane
endosomale
/ILEPUDWLRQ GH O01$'1 ILEpUDWLRQ GX YHFWHXL

Figure 36: Représentation schématique des principaxpFDQLVPHYV GYfpFKDSS
endosomale des polyplexes et lipoplexdRGLILpH[5688)D SUqV

Concernant letipoplexes leur charge positive peut contribuer a la déstabilisation de la
membrane des endosomes et a la libération des acides nucléiques dans le cytoplasme par un
phénomene dit de « flip-flop » entre les lipoplexes cationiques et les lipides anioniques a la
face du feuillet cytoplasmique de la membrane endosomale (Figure 36) [699]. Le lipoplexe
déstabilise la membrane endosomale en provoquant le mécanisme « flip-flop » des lipides
anioniqguesGX F{Wp F\WRSODVPLTXH TXL VILQYHUVH@®RWHDYHF F
[700). /{DVVRFLDWLRQ GHV OLSLGHV FDWLRQLTXQW DDHF
neutralisation des charges. Ce mécanisme permettrait donc le relargage des acides nucléiques
depuis les endosomes dans le cytoplasme [70IDXWUHV VWUDWPpPJIJLHV YLVD
OfpFKDSSHPHQW HQGRVRPDO GHV OLSRSMMHE®VWRQAD 23 KI
lipide fusogene sensible au pH, dans les formulations des liposomes pour ses propriétés de
déstabilisation de la membrane des endosomes, a été largement étudiée [696]. Dans les
endosomes, a pH acide (pH5-6) la bicouche lipidiqgue de la DOPE se réorganise en structures
hexagonales inverses puis fusionne avec la membrane endosemaleduisant sa
déstabilisation et conduisent a la libération des acides nucléigfies WLOLVDWLRQ GHYV

phytanyles qui favorisent une organisation structurale hexagonale inverse a également été
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évaluée avec succes dans notre équipe [617]. Récemment, il a été démontré que les
lipopolyplexes contenant de la DOPE présentaient un trafic endosomal rapide et efficace
accanSDJQp GITXQH DFFXP XO D W, Raadiso¥e-Iesgdrulations ebnt2 gt 1

la DOPC (Dioleoyl phosphatidyl choline) restent piégées dans les compartiments endo-
lysosomales tardifs [701]. Tout comme pour les polymeres cationiques, des lipides
comportant des groupements histidines ou imidazoles ont également été synthétisés [12]. Des
SHSWLGHV IXVRJgQHV @fHetidle] Legpeble¥d PIDIOEHX IRMH VX Q pFKDSS
HQGRVRPDO RQW pWp GpYHORSSpV HW SGpOALHYW W@ AV GEH [J X
[702#04]. Des liposomes pH sensibles incorporant un noyau imidazole
[12,526,531,532,705], ou un motif PEG clivable a pH acide (pH5) [706], ont été synthétisés

Ces composés permette@digmentation de la fusogénicité des sys®ede transfert de

genes, et par conséquent leur efficacité de transfection.

4.2.3 Routage intracellulaire et Import nucléaire

/ drée dans le noyau représente une étape ultime dans le processus de transfection. Peu
GH GRQQpPHV H[LVWHQW V(HWoulchm@exd)j H\OD. W RBIHWQ fi$EAH OTHQ
Alors que HFL HVW VDQV QRXwitant® §yp tnabsteit d© génes non viral. Un
PpFDQLVPH GH URXWDJH LQWUDFHOOXOMDXYWBXGER\DFR P
proposé, qui serait tributaire du gradient ionique dans le cytosol. En effet, les polycations
VXLYUDLHQW XQ JUDGLHQW GIDIILQtuMK®D ERBVD GXR Y LD KBbBIF M
atteindre des zones riches en acides nucléiques [70Y]K \ S R W K g pfdbablddest que gs
complexes cationiques utilisent le cytosquelette pour diffuser dans le cytoplasme [708,709]
(Q HITHW OH F\WRVTXHOHWWH FRQVWIOMPHGWW LRWRHU®GPB
microtubules et de protéines motrices (myosine, dynéine et kinésine) permet le déplacement
GH QRPEUHX[ FRPSRVpV j WUDYHUV OH F\YXHRVWR® G p@ RDY LpW
(sérotype 5) et le virus HIV utilisaient la dynéine et les microtubules pour migrer vers le
noyau [710,711] $LQVL O X WL O L \pizsgrtaiQundideXddeYldddyhéideXddurrait
permettre un transport cytosolique rapieH O f$'1 GVeksQaMoydu YW12]Suh et al
ont également montré que les polyplexes (taille < 100 nm) de PEI 25 KDa étaient transportés
du cytoplasme vers le noyau le long des microtubules grace aux protéines motrices du
cytosquelette [713]. En fait, ce sont les vésicules endosomales contenant ces nanocomplexes
qui seraient transportés le long des microtubules, et une fois a proximité du noyau, les
QDQRFRPSOH][HaenVdep¢ek bé&siStes [713]fLPSRUWDQFH GX F\WRVT

également été démontrée apres transfection par électroporation, apportant cette fois - ci un
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effet bénéfique pour le transfert ddqQHYVY HQ IDFLOLWDQW OYLQYDJLQD
plasmique des cellulest OTLQWHU QD OLV D \V14R RécardrivenE R B 8tO tdqritr®
gue lorsque les cellules (CHO : Chinese Hamster Ovary) sont transfectées avec la formulation
DOTAP-DOPC,OD PDMRULWpP GH Of1$'4 8ang ks Uysbvods XivhianSpap J p
conséquent FHIILFDFLWp GH WUDQNOPI WI15R En pxralleley £8lles
transfectées avec les lipoplexes contenant du DC-@B&PE présentaient un échappement
endosomal efficace, probablement en raison de la DOPE et des molécules de cholestérol, qui
sont capables de déstabiliser la membrane endosomale [715]. Ces résultats suggerent que
I'ADNp est délivré au noyau de maniére synergique: le processus nécessite Z04[DiF WLY LW p
PHPEUDQDLUH IXVRJIJpQLTXH GH OJHQYHORBESH VGR\¥ERWXQ
capacité intrinseque de rupture endosomale [1L3) pWp PRQWUp TXH VHXO C
transcrits aprés une microinjection dans le cytoplasme [716,717]OALQYHUVH XQ
microinjection intranucléaireGHYV OL SR S O H [ HPas @ iieEeRoxevsioV Sultiavgg e
[717,718] &HFL VXJJqUH GRQF TXH ddnselibe Riis¥sci® dulvectedr)) VR XV
dans le noyau pour y étre transcrit. CEp€ DQW XQH DXWUH pWXGH D PRQWI
DFFpGHU j OD PDFKLQHULH W esbépsbreltanipiié R @ @H G181H LaD O R U\
translocation nucléaire des complexes non viraux est facilitée par la rupture de la membrane
nucléaire pendant la division cellulaire [719,720]. Bientant faible, la transfection des
cellules quiescentes est toutefois possible. En effet, en absence de mitose les particules
G 1$ ' Igénetrent dans le noyau a travers les pores nucléaires (NPC : Nuclear Pore Complex)
[721]. Selon le type cellulaire, seulement 1 a 10% des plasmides internalisés par les cellules
se retrouvent dans le noyau [722]. En effet, si les petites partiGufe$ 'd.sont capables de
traverser les pores nucléaires, celles] XQ H Wdbdue @R KB XeStent bloquées dans le
cytoplasme [723]./Y1DPpOLRUDWLRQ GX WUDQVSRUW QXtagepDLUH
LPSRUWD @QMWirhisa&ieh)XGUH @1 H IttanEfBcEdnW p

Parmi les stratégies mises au lpQ W SR XU DPpO hiRl&ditd) de3 fdciHeSR U W
nucléiques a travers le NPQYLQFRUSRUD W L R Q(Nudiedr MopdlizahoQ Bighel) 1 / 6
dans les formulations est la plus étudiée. Utilisésyivo GDQV OH FDGUH GTXQH
GTLPPXQRVEK ADNb<bidenant des séquences NLS donnent lieu a une meilleure
expression du transgéne chez les souris avec une augmentation des lymphocytes T
cytotoxiques (CTLs) [724]. la été modtp TXH OYLPSRUW QXFOpDNRMH GHV $'
est un processus séquence-spécifique, médié par des éléments eucaryotes dits DTS (DNA
Nuclear Targeting sequences) (Figure) 3725#27]. Ce type de séquences permet
OTLQWHUDFWLRQ DYHF O Ht¥ls ldnd- MFKBX LEY faBtelurs\dd DapaciptidnS W L R (
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étant fonctionnel dans le noyau ils possédent leurs séquences NLS, qui peuvent étre reconnues
par les importines, protéines assurant le transit des facteurs de transcription et des séquences
nucléiques associées vers le noy&L.QVL OfYXWLOLVDWLRQ GH SODVPLGH
SE GH OfHQKDQFHU 69 SHUPHW OTHQWUpSHOBNWY LIGHS (
FRQWU{OH GpSRXUYX GH OD VpTXHQFH GH & QHQKKDHIFWXH O
division cellulaire [725,728]. Cette séquence, dite séquence de ciblage nucléaire nommée
SV40 ADN DTS, a montré son efficacité dans toutes les lignées cellulaires testées, y compris
les cellules primaires dérivées de singe, de rat, de souris, de hamster, de poulet, et d'origine
humaine,D L Q Vih vitX[¥29 #33]. Autres séquences DTSs développées, la séquence 3NF,
consiste en une triple e LWLRQ GH OD VpTaveQefactebfdn® agdpidtigireW L R Q
NFkB [15,734]. La répétition des motifs 3NF placés en amont et en aval de la cassette
GYH[SUHVVLRQ GX WU D vablg@edt BfpoitPHQAVDH DARJIV H®& O fH[SU
transgene [15,734].

Pore

nucléa[LQA

tlr:;ncstigrs_de Importine Cvtopl

iption ytoplasme Noyau

Figure 37 : /fmport nucléaire GHVY SODVPLGHV PRGEL Lep Fct&ufisDde U qV
transcription ainsi que d'autres protéines nucksientrent normalement dans le noyau
grace aux interactions entre leurs séquences NL&setimportines. Cependant, si des
plasmides contenant certaines séquences qui agss@ame des échafauds pour des facteurs
de transcription et d'autres protéines de liaistARN tels que les DTS sont déposés dans le
cytoplasme au cours de la transfection. lls peufemer des complexes avec ces protéines,
reliant DLQVL OHMDN/Eerfaif3 INLS peuvent adopter une conformation qur le
permet d'interagir avec les importines pour le sraort du complexe protéine-ADN dans le

noyau par le biais du complexe du pore nucléaire.

/IYTHQVHPEOH GHV UpVXOWDWY PRQWUHQWVTWH MNpWMDSSH
limitante du transfert de genes non viral. IBDLVVHQW SHQVHU TXH G{DXV
LQGPpSHQGDQWY GHV LPSRUWLQHV SHUPHWWIH/XGH®ISQW!
DSSURIRQGLHYVY VRQW QpFHVVDLUHV SRXU PLHX[ BRR/SUHQ(
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complexes synthétiques de transfection selon le type du vecteur et du plasmide utilisés, le
PRGgOH FHOOXODLUH «HWF

424 [fH[SUHVVLRQ GX WUDQVJqQH

/I TH[SUHVVLRQ GX WUD Q \pdurQHrahstew dd Bépes DUl fQisMiBne H
OH QR\DX 0O91%$'1S GRLW rW Qeétte \Btapb Qe¢dssite Whe b Qyn$bak® qui se
fixe sur le promoteur du plasmide. Ainsi, le choix du promoteur est un critere important a
prendre en considération lors de la construction du transgene. En effet, la nature du plasmide a
un impact direct sur le niveau et ladpH GH OfH[SUHVVLRQ [R2&73URQVJqQH
nombreuses études suggerent que le promoteur du CMV permet une meilleure efficacité de
transfert de genes (essentiellemiantivo), que les autres promoteurs tels que le promoteur du
SV40, thymidine kinase (TK) [600lkHSHQGDQW O fH[S UdddsValdepgendaXceN UD Q V
de promoteurs viraux, (ex. CMV), est généralement élevée mais tres trangifold WLQFWLR Q
G TH[ S U skYaW duR Qu silencage épigénétique du promoteur en raison de la présence des
PRWLIV &S* GRQW OHV F\WRVLQHV VXEGHD IFHH@E7EKPHHV P p W K
/ITLQIODPPDWLRQ LQGXLW H s@tb de Buf kecéhRai¥dahve Bab e $ysteme
immunitaire (TLR9) [579,615], aurait également UWBPSDFW QpJDWLI M¥iXU OTfHJ!
transgéne [73&41]. Cela a amené W XGLHU O §iH{réiggeneVvdbRiue lors de
OTXWLOLVDWLRQ GH GLIIpUHQWY SURPRWEHXIGHWVFHIO@REPH(
réegulateurs. CesUHFKHUFKHYV RQW Slel prBraoteuG ybi@eél @3abtihhtHdds
éléments régulateurs du virus CMV et du promoteur cellulaire hCEFI comme candidat
intéressaW SRXU DPpOLRUHU O EpS4PH P ailk@s,GaHnise$du ®int de
plasmides dépourvus des dinucléotides CG a permis non seul&i¢nUp GXLUH OfLQIODH
mais a conduit aussi a une expression prolongée du transgene dans les poumons de souris
[6557]. "I DXWUHYV VWUDWPJIJLHYV YLVHQW j PXQEUTRHVSOBYPH®@HNV

de favoriser son import nucléaire.
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Revue bibliographique

Au cours de ma theseM 1 DL W U 2 dével@ppemevitet)la biodistribution des vecteurs
VIQWKpWLTXHYV DSUqV XQH DGPLQLVWU B VéalireQuny idep PL T X F
bibliographique sur le sujet, donnant lieu a revue publiée Batschnologye Journal En
effet, la délivrance de genes constitue une thérapie émergente pour le traitementsde diver
pathologies. Les modes d'administration et les vecteurs utilisés sont choisis selon que le but
du traitement soit la production d'une protéine active, soit le remplacement d'un géene
manguant ou inactif, O H[LVWH GLIIpUHQWHYV YSRILKF LGIIDAEHPR-HQ W WAL
VI\VWpPLTXH HW OD YRLH ORFDOH AihsQ kéntne WauR@t DpURV
médicament, le développement de systemes de délivrance de genes non-viraux nécessite
@daptation de leur formulation a la voie d'administration afin d'optimiser la déliveadee
surmonter les obstacles biologiques liés &oie d'administration choisie. Pour cela, il est
GRQF QpFHVVDLU drof® {aeWbio@idtribitionOtisdulaire, ainsi que les voies
G 1 p OL P ldesxoviplex@En effet, en fonction de la voie d'administration, le parcours

suivi par les molécules administrées est différent, indépendamment du tissu cible.
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Chapitre IV : Partie Expérimentale

Chapitre 1V : Partie Expérimentale
1 Formulation des lipides cationiques

- WUDYHUV OD FR OO D ERhOspiwre BtQedtb@sation- dd Pp. PAdiS H ©
JaffresGH OfXQLWp &156 Thédapie GdnigueX &t Sréhsfert de genes » du Pr.

Tristan MontierGH OfTXQLWp ,16(50 SOXVLHXUV IDPLW@HV GH
développées et utilisés dans les études expérimentales décrites ci-dessous.

Mes travaux de thése ont porté sur le développement et la biodistribution des vecteurs
synthétiques apres administration systémique chez la souris. Pour cela, des sondes
fluorescentes lipidiques neutres ont été synthétisées et formulées avec le lipophosphoramidate
KLN47 (Figure 38). Ces lipophosphoramidates fluorescents possédent un seul fluorophore
localisé au niveau de la téte polaire. Différentes sondes fluorescentes ont été utilisées,
principalement la cyanine, naphthalimide, NBD (7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl). Les
sondes fluorescentes ont été sélectionnées de sorte a concevoir des lipides présentant des
SURSULpWpPpV IOXRUHVFHQWHY TXL FRXYBEHWWMVAR @tDHM HT X 5

compatibles avec diverses applicationsvitro etin vivo).

KLN47
C41HgaASINOZP \/\/\/\/:‘\/\/\/\/\O/

Cyanine Fluorescent o
lipid P S e S N N N I e

C70H114IN4O4P

NBD Fluorescent —
lipid _
C44H78N506P

aptiaimi 3 ()
aphtalimide o
Fluorescent lipid — O f—N O
)
Cs4HggN3O6P = 0

Figure 38: Structures chimiques du lipophosphoramide KLN4@e lipides fluorescents
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Chapitre IV : Partie Expérimentale

Ces lipides fluorescents neutres ont été incorporés a un rapport molaire faible (5%) avec
le KLN47 afin de produire des solutions liposomales fluorescasmasodifiant le moins
possible les propriétés physicochimiques du lipide cationique. Ces nouveaux composés ont
pWp IRUPXOpV j GLIIpUHQWHYV FRQ Fil@nid/ UID6VeL2R @M pour PO SR
les essaif vivo. Plusieurs formulations contenant différents fluorochromes ont été obtenues
(Tableaull). Elles ont ensuite été caractérisées en termes de taille et de potentiel zéta
(Tableaull).

Tableaull : Caractéristiques physicochimiques des lipides figoents

Formulations Taille (nm) PolyIndex 3RWHQWLI
KLN47,2 1.5 mM, 1.3 mg/mL 220.9 - +60.2
FL1A: KLN47,2 1.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 189 - +44.0
FL2A: KLN47,2 1.5 mM + FL NBD 5 mol % 167.5 0.561 +53.1
FL2B: KLN47,2 1.5 mM + FL NBD 10 mol % 205.0 0.418 +43.0
FL3A: KLN47,2 1.5 mM + FL Naphtalimide 5 mol %  353.0 0.668 +50.5
FL3B: KLN47,2 1.5 mM + FL Naphthalimide 10 mol ¢  354.8 0.477 +56.2
KLN47,2 11.5 mM, 10 mg/mL 234.8 0.560 +58.4
FL1B: KLN47,2 11.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 141.4 0.714 +48.1
KLN47.2 23 mM, 20 mg/mL 286.8 0.792 +65.9
FL1C: KLN47.2 23 mM + FL Cyanine 5 mol % 164.5 0.474 +54.4

Avant toute utilisatiorin vivo, la capacité de condensation et de transfection sur lignées
cellulaires des nouveaux composés a été évaluée. Par la suite, grace aux techniques
dfLPDJHULH GHV pWXGHV GH ELRGLVWU IlpBAXpVR R Q pBIYURK HL C
VRXULY VDLQH DYHF OfXQH 28 MM, ClabifeX G &ffet RMQUé aviohs&
FKRLVL GI{XWLOLVHU OD IRUPXODWLRQ O Dnj&@enXim@aMlQFHQWI
par conséquence les éventuels effets toxiques, et marquée a la cyanine pour sa compatibilité
SR XU Oiff ¥vd.[b g Btabilisateur stérique DSPE-Pk§ga été utilisé en combinaison avec
certains lipides cationiques pour prévenir le¥ T XHY GIRSVRQLVDWWO&E&SQ HW G
complexes par les macrophages. En effet, lors des éssév® LO HVW LPSRUWDQW G
FRPSOH[HV VWDEOHY HW FRQFHQWUpPV DYHF[58QMH3FLUFXODW

La seconde partie de mon proeD SRUWp VXU OfYfpYDOXDWLRQ
lipophosphoramidates cationiques possédant soit deux chaines lipidiques identiques (appelés
les lipides cationiques symétriques), soit deux chaines lipidiques différentes (nommés lipides
cationiques ¥ \PpWULTXHV /IHV REMHFWLIV GH FH WUDBHNLO VR
méthodes de synthese et de formulation des lipophosphoramidates, puis dans un second
WHPSV GYpYDOXHU @nck RIS Déuw chaihes Oifddigbies pdifférentes sur la
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VWUXFWXUH OHV SURSULpWpV SK\VLERFAFKAWLRRHNQHMWR F XD
avec les lipides symétriques. Une série de sept lipophosphoramidates asymétriques a ainsi été
synthétisée. Cette derniére comprend des chaines lipidiques saturées (C12:0, C14:0, C18:0),
des chaines alkyles substitués (phytanyles), des chaines alkyles insaturées (oléyles) et un
groupement cholestérol. La comparaison des efficacités de transfection des lipides
symetriques, non-symétriques et de la lipofectamine 2000 a été réalisée sur modeles
cellulaires.

Dans le cadre de ma thésd] D X YWrbhidations ont également été évaluées dans le cadre
du transfert de génes. Cette série de lipides cationiques est caractérisée par un groupe
fonctionnel phosphate qui agit comme un agent de liaison pour relier les deux chaines
lipidiques cationiques aveta téte polaire. La liaison entre les groupements mono ou
dicationiques et le groupement phosphate seviaiun espaceur de type aryle. Différentes
tétes polaires ont également été utilisées, afin de produire des molécules amphiphiles
possédant soit une charge cationique, soit deux charges catiofhgomeshyl-imidazolium,
pyridinium, triméthylammonium) /THIILF D F L W fion&E c¥¥ dduegNesHolécules a
ensuite été évaluée sur des lignées cellulaires différentes.

Il existe difféerentes méthodes de préparation des liposomes selon la nature des lipides
XWLOLVpY HW OH W\SH GH SDUWLFXOHYV intigagteménf RQ Y HXW
IRUPXODWLRQ HQ HDX SDU ipKigGd) 2y Driulaidps Gaf NrjectionO P O
éthanolique [744] OIQMHFWLRQ j OfpWKHU HW OD PpWKRGH GfpY
méthode la plus utilisée \eW FHOOH GTK\GUDWDWLR QrinGpeXdg ldLOP OL
formulation en eau est le suivantine quantité de lipides est pesée puis dissoute dans un
VROYDQW RUJDQLTXH OH FKORURIRUPH /16 TROFDPRDIR LIDWI
rotatif jusTXY] OYREWHQWLRQ GTXQ ILOP OLSLGLTXH KR\WPRJqQH
K\GUDWp SDU DMRXW GYXQ YROXPH G {ROQXHQWADMDIHR Q HWUHP)
(mMM) $SUQV OD SpULRGH GYTK\GUDWDWLRQ T XDoMtivhieésty DULDE
YRUWH[pH HW VRQLTXpH MXVTXYj] OTREWHQW L ®Q OGN @GHH W F
OLSRVRPHV HW OH SRWHQWLHO ]JrWD VRQW GpWHIURUQPV SF

2 Plasmide

Le plasmide pGM144 de 3759 pb a la particula@g rWUH HQW Heg&(HigukeQW &S *
39). Il a été concu ainsidans le but: GYREWHQLU XQH H[SUHVVLR®Y SUROK
niveau des cellules épithéliales pulmonaires, et@)LQ GIpOLPLQHU RX GH UpGX
inflammatoire liée a la présence des dinucléottied495,557]. Le pGM144 sous le contrdle
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GX SURPRWHXU GX IDFWHXUhECFD.O RV DRALRQ | KOYR-DLKD QF H U
KXPDLQ DLQVL TX-fee@HRULPH GIS'GH U p@Ri©poEDe/gérrR Qe B .
OXFLIpUDVH &H SODVPLGH HVW DPSOHkthlpj f& GDQV OD VI

Figure 39: carte de restriction du plasmide pGM14857])

Aprés amplification, les plasmides sont extraits et purifiés avec Tedatsfection grade,
endotoxin-free plasmid DNA purification kiMacherey Nagelselon les recommandations du
fournisseur. Le principe repose sur une lyse alcaline des membranes bactériennes, suivie
G 1 X Qudfication du plasmide par chromatographi pFKDQJHXVH GY{DQLRQV
SODVPLGLTXH HVW DORUV FRQFHQWUp 3JFHDXW\S WIOFYL31INMA G H

FRORQQH /HV SODVPLGHV VRQW HQVXLWH UHSHMV/BBDQV
concentration en ADN est déterminée par un spectrophotométre a 260 nm. Quant a la pureté

de la solutionGDFLGHYV @sKé&stinpde parHeVrapporbeAzgo qui doit étre compris

HQWUH HW 8QH GLJHVWLRQ HQ]\PDWLTX#ur gXLYLH G
GIDJDURVH HVW HQVXLWH UpDOLSpde. SRXU FRQILUPHU OfLC

3 &RPSOH[DWLRQ GT$'1

Avant toute évaluation biologique, il est important de vérifier la capacité des composés
VIQWKpWLVpPpV j FRPSOH[HU O1%$'1 DILQUGH &GbW KBRXIUQEH TXH
FRPSOH[DWLRQ GH Of1$'1 HVW pafReWbnibi¢ de ldhakges HAsWeG p L Q|
SRUWpHV SDU OH OLSLGH FDWLRQLTXH UDRIBW pMAjdleIIXU QARIPO
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nucléique (ADN). Pour cela 1 pug de plasmide est mélangé avec différentes quantités de lipide
cationique de sorte a obtenir des CRs allant de 1 & 8. Les complexes sont préparés soit en
OptiIMEM (Gibco) pour les essaim vitro, soit en NaCl 0.9% pour les testsvivo. Aprés

incubation a température ambiante, 10 a 20 uL de chaque lipoplexe sont déposés sur gel
GIDJDURVH migited/ pehdant PO minutes environ a 100 V, 90 mA. Le gel est
SUpDODEOHPHQW FRORUp S Drog/QLy, etJde PoUtbH leG/EpaBsidr G L X P

la suite au moyerG 1 XQ WUDQVLO GFeheBDMbOEKX $$ BV PLIUDWLRQ VL
QYD $thavitigmement complexé, une bande sera visible sous UURLQYHUVH ORU\
O9%'1 HVW WRWDQ HRMHH @\ FKRIHS/O\H [$O XV FDSDEOH GH VTLQ\
nucléiques et aucune bande ne sera donc obser/§es'l VHXO HVW XWLOLVp FRF
DILQ GH GpPWHUPLQHU OH QLYHDX GH FRPSOH[DWLRQ GT$'1

4  Evaluation sur modéles cellulaires
4.1 Lignées cellulaires

/THIILF D FandfgctiGhHies lipides cationiques a été évaluée sur différentes lignées
cellulaires en fonction des applications envisagées. Dans le cadre de la thérapie génique de la
PXFRYLVFLGRVH GHX[ OLJQpHV GfpSLWKpethémoAFyghRY FKLT X
pour la mutation4508 (CFBE41lo- RQW pWp XWLOLVpHV 'téanxévéusesy OLJIQ
ont également été utilisées. El6SpULYHQW UHVSHFWLYHPHQW GHV FHC
SXOPRQDLUH KXPDLQ $ GIDGpPpQRFDUFLQRPH GKK FRO G
humain (SkMel28). Les cellules sont cultivées en EMEM (16HBE, CFBE, SkMel28) et en
DMEM (A549, HelLa) a 37°C sous atmospheére enrichie ep CO

4.2 Préparation des complexes

Les solutions de liposomes sont stockées a 4°C, et avant leur utilisation, elles sont
remies a température ambiante puis soniguéeD ILQ G 1K R P RarmQ@atibrn/ Hes O D
lipoplexes sont préparés en OptiMEMoGza). Pour cela, 0.25—J Gf$'1 SODVPLGLT
(pGM144) sont mélangées avec des quantités appropriees de lipides -cationiques
correspondant aux CRs allant de 1 a 8. Les complexes sont ensuite incubés 1 heure a

température ambiante avant dépot sur cellules.

4.3 Transfection cellulaire

/THI1ILF D Eanafecti@Hles lipides cationiques a été évaluée sur différentes lignées
FHOO XODLUH gysfent2 de Lgénd r&pportelwud). Brievement,Les cellules sont
ensemencées préalablement en plaques 96 puits a raison de 25.000 cellules par puits et

incubées pendant 1 nuit a 37°C. Chaque condition est testée en triplicat. Le lendemain, 30 pL
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Chapitre IV : Partie Expérimentale

de chaque complexe préalablement préparé sont déposés sur les cellules. La lipofectamine
2000 (nvitrogen, 11$'1 V letXe3 cellules non transfectées sont utilisés comme controles
SRXU GpWHUPLQHU OH WDX[ GH WU D QN QHRW MWRHQ U HHP\L VFEK\D YV ¢
MXVTXYj OD UpYpODWLRQ

44 5pYpODWLRQ GH @dhedesds& HVVLRQ GX

48 heures apres la nik HQ FRQWDFW GHV FHOOXOHV DYHF OHV
WUDQVIHFWLRQ HVW UpYpOpH SDU P HMudatis @$iceDfidd.[lBUHV V L |
révélation se fait en 3 trois étapesO\VH GHV FHOOXOHV GRVDJH GH OfI

dosage des protéines totales.

4.4.1 Lyse cellulaire

Le milieu de culture est retiré, puis 50 uL de PLB 0.BXgsive Lysis Buffer, Promepa
sont ajoutées aux cellules. Les plaques sont ensuite congelées a -20°C pour quelques heures
ou jours. Les cellules sont par la suite décongelées a température ambiante et les lysats

cellulaires sont prélevés pour réaliser les mesures de luminescence et le dosage protéique.

442 'RVDJH GH OYDFWLYLWp OXFLIpUDVH

LIDFWLY LW pstnXduteepddrs \ésicellules transfectées parlladidérase Assay
System(Promega en suivant les recommandations du fabricant. Le test est basé sur la
FDWDO\WVH GH OD UpDFWLRQ GYR[\GDWLRQ>XEFH | D DONHF Gl UOLX
en utilisant le complexé& 7 3 + 6" tomme co-substrat (Figure 40). Cette réaction génére de
la lumiére sous forme de photons proportionnelle a la quantité de protéines présentes (Figure
40). Cette émission de photons est donc quantifiable grace a un luminomeétre de plaques
(MLX® Microtiter Plate Luminometr, Dynex). Les résultats sont exprimés en Relative Light
Units (RLU).

Luciférine + ATP + O, Luciférase > Oxyluciférine + AMP + PP;+ CO,
Mg?*

+

Emission de lumiére

Figure 40. Représentation schématique de la réaction de ahimmlescence lors de la
TXDQWLILFDWLRQ GH OYDFWLYLWp GH OD OXFLIpUDVH
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