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AVANT PROPOS

Au cours des vingt dernieres années, les progrés conjoints de la biologie moléculaire,
de la biologie cellulaire et de la virologie ont permis la mise au point du transfert de gene,
ouvrant ainsi la voie a une nouvelle stratégie thérapeutique : la thérapie génique. Celle-ci
repose sur le transfert d’un gene thérapeutique dans une cellule ou un tissu cible et peut
avoir différents objectifs : compenser I’absence ou le dysfonctionnement d’un gene, coder
une protéine thérapeutique, ou inhiber un geéne par le biais du mécanisme d’ARN
interférence. La thérapie génique peut s’appliquer a des maladies génétiques, mais également

a des pathologies acquises.

D’un point de vue pratique, le géne thérapeutique peut étre transféré dans les
cellules sous forme d’ADN nu, associé a des molécules chimiques ou incorporé au sein de
vecteurs dérivés de virus. Des efforts constants sont fournis afin de développer et sécuriser
ce type de vecteurs. Dans un premier temps, le choix du géne thérapeutique (transgene), de
la cible (pour limiter ’expression du transgene au type cellulaire le plus approprié) et du
promoteur (pour assurer une expression durable et/ou tissu spécifique) sont des éléments
indispensables a prendre en compte. Il est ensuite tres important de s’affranchir d’éventuels
effets secondaires (cytotoxicité, réponse immunitaire) induits par le vecteur. Enfin, un
élément important pour une utilisation sécurisée de ces vecteurs en clinique consiste a
réguler l’expression du transgene. Ceci permet d’éteindre Iexpression du transgene en cas
d’effets secondaires indésirables, mais également permet de moduler I’expression du gene
thérapeutique en fonction des besoins du patient. Dans ce cadre, notre travail a porté sur la
mise au point de systemes de régulation de I’expression du géne thérapeutique inductibles

par la tétracycline (Tet-on).

La premiére partie de mon travail a consisté a incorporer le systeme “Tet-on” au

sein d’un vecteur lentiviral unique. En effet, jusqu’a présent I'utilisation de ce systéeme de
, . , .. . . s . 5

régulation nécessitait deux vecteurs distincts, ['un codant pour le transactivateur, ’autre

pour le transgéne. Dans notre étude, un méme vecteur comportant les deux cassettes a
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permis I’expression régulée de différents genes d’intérét. En particulier, ’expression régulée
de la tyrosine hydroxylase humaine a été validée dans un modéle de la maladie de
Parkinson développé chez le rat. L’incorporation du systeme “Tet-on” dans un vecteur
lentiviral unique nous a ainsi permis d’améliorer I’efficacité d’expression et de régulation du
gene thérapeutique, et d’apporter un élément de biosécurité supplémentaire pour

Iutilisation de ce type de vecteurs.

La deuxiéme partie de mon travail a consisté a adapter le systeme « Tet-on » au

promoteur d’ARN polymérase III afin de réguler I'expression des shARN. En effet, les
\ ’ . . JORRY 5 ’

systémes de régulation existants sont adaptés a des promoteurs d’ARN polymeérase II et ne
peuvent étre directement transposés a la technologie de ’ARN interférence. Dans ce cadre,
les cassettes d’expression du transactivateur et du shARN ont été intégrées dans un seul
vecteur lentiviral. L’expression régulée de la protéine endogene p53 a permis de valider
efficacité de ce systeme. Ces résultats constituent une étape supplémentaire vers une

utilisation sécurisée des shARN en thérapie génique.

Dans ce manuscrit, je présenterai et discuterai ’ensemble de ces travaux de thése,

\ .. . ’ . ;. . . \
apres avoir introduit la thérapie génique (en particulier dans le systéme nerveux central),
’ARN interférence, ainsi que les différents systémes de régulations de 1’expression d’un
transgeéne. Enfin, j’aborderai les considérations éthiques que souléve la thérapie génique

avant de conclure, d’un point de vue plus général, sur 'avenir de cette stratégie.

11
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I. La thérapie génique dans le systéme nerveux central

1.1. Le concept de thérapie génique et ses origines

La thérapie génique recouvre toute approche visant a prévenir ou a traiter une
maladie par transfert de matériel génétique. Initialement imaginé pour les maladies
génétiques, le transfert de géne est désormais envisagé pour de nombreuses pathologies
innées ou acquises. Le traitement consiste a exprimer un geéne, qui code une protéine
thérapeutique, ou une séquence nucléotidique. Deux stratégies sont envisagées pour
introduire un gene thérapeutique (transgeéne) dans les cellules de I'individu: la thérapie
génique ex vivo et la thérapie génique iz vivo. La premiére méthode (figure 1) consiste en la
greffe (préférentiellement 1’autogreffe) de cellules génétiquement modifiées en culture. Le
principe est de récupérer des cellules du malade a traiter, de les cultiver, et d’y transférer le
gene thérapeutique. Ces cellules sont ensuite réintroduites chez le malade. La seconde
approche (figure 1) est fondée sur l'introduction iz vivo du gene thérapeutique dans la
circulation sanguine, ou directement au sein du tissu cible, conférant ainsi directement aux
cellules du malade la propriété de synthétiser le facteur thérapeutique (Kirschtein and

Skirboll, 2001).

La thérapie génique a bénéficié de I’essor de la biologie moléculaire a la fin des
années soixante. En 1966, Edward Tatum et Joshua Lederberg avaient émis pour la
premiére fois la possibilité de la manipulation des genes chez 'homme (Tatum, 1966). La
premiére preuve expérimentale fut apportée par Paul Berg en 1972, qui tira profit du virus
recombinant dérivé du virus simien, SV40 pour transférer du matériel génétique exogene
dans des cellules de mammiferes (Jackson et al., 1972). La découverte de matériel génétique
d’origine virale au sein du génome de cellules transformées par des virus oncogénes,
papovavirus et rétrovirus a ouvert la voie au transfert de géne (Sambrook et al., 1968; Hill
and Hillova, 1972). Des lors, les progres conjoints de la biologie moléculaire, de la biologie

cellulaire et de la virologie ont rendu possible le transfert de gene thérapeutique dans les
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cellules somatiques chez ’homme pour restaurer une fonction cellulaire déficiente
(Friedmann and Roblin, 1972).

Le premier essai clinique de thérapie génique fut réalisé par Martin Cline en 1980
chez deux patientes atteintes de B-thalassémie grace a une approche ex vivo. Des cellules de
moelle osseuse génétiquement modifiées in vitro par un plasmide codant la B-globine
humaine ont été injectées dans la circulation sanguine. Cette tentative prématurée ne donna
pas de résultats probants (Wade, 1981). Les conditions éthiques insatisfaisantes dans
lesquelles cet essai a été réalisé ont conduit le RAC (Recombinant Advisory Committee) a
édicter en 1985 une charte soumettant les tentatives de transfert de gene chez ’homme a
une réglementation tres stricte et la mise en place d’une commission, le HGTS (Human
Gene Therapy Subcommittee) chargée d’en évaluer la sécurité et Iacceptabilité éthique.

Cette réglementation, initialement mise en place aux Etats-Unis, fut adoptée par la

communauté internationale.

Les premiers essais de thérapie génique réalisés en accord avec les regles édictées par
le RAC ont débuté en 1990 et concernent une maladie immunitaire grave, le déficit
immunitaire combiné sévere (DICS). Deux équipes, ’'une américaine et I’autre italienne ont
conduit en paralléle un essai de thérapie génique contre la forme de DICS causée par un
déficit en adénosine déaminase (ADA). La premiere équipe aux Etats-Unis a engagé un essai
sur deux petites filles de 4 et 9 ans (Blaese et al., 1995). Pendant deux ans, ces deux patientes
ont regu des autogreffes de lymphocytes T modifiés a ’aide d’un vecteur rétroviral codant
I’ADA humaine. L’état d’une des deux patientes s’est amélioré nettement apres cette
intervention. Cing et dix ans apres I'intervention, ses lymphocytes T produisaient encore
I’ADA (Blaese et al., 1995; Mullen et al., 1996; Muul et al., 2003). En revanche, ’autre
enfant a développé des anticorps dirigés contre les protéines contenues dans le sérum de
veau foetal utilisé lors de la culture des lymphocytes T, mais également des anticorps dirigés
contre I’enveloppe rétrovirale qui ont persistés pendant toute ’étude, aboutissant a un rejet
des cellules greffées (Muul et al., 2003). En parallele, I’équipe de Claudio Bordignon a
Milan, a réalisé un autre protocole de thérapie génique ex vivo. Les précurseurs médullaires
CD34+ des enfants atteints ’ADA-DICS ont été modifiés a ’aide de vecteurs rétroviraux
murins codant PADA humaine et réinjectés dans la moelle osseuse (Bordignon et al., 1995).

Cependant, lefficacité de ce traitement se révéla transitoire, en raison de la faible
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proportion de cellules transduites greffées (Bordignon et al., 1995). L’augmentation du
nombre de cellules exprimant le transgéne greffées, a permis de restaurer les fonctions
immunitaires des enfants traités (Aiuti et al., 2002). Ces résultats constitutent une étape
importante dans le traitement des patients atteints d’ADA-SCID. Dans le méme temps,
L’équipe d’Alain Fischer en France (Cavazzana-Calvo et al., 2000) et celle de Thrasher au
Royaume-Uni (Howe and Thrasher, 2003) ont mené avec succes un essai clinique pour une
autre forme de DICS, le DICS lié au chromosome X (DICS-X1). Les enfants souffrant de
cette maladie présentaient des mutations du gene codant la sous unité yc, commune a
plusieurs récepteurs de cytokines, conduisant a un défaut complet de développement des
lymphocytes T et des cellules « natural killer ». En I’absence de greffe de moelle osseuse
allogénique, la maladie est létale au cours de la premiére année de vie, ce qui nécessite le
confinement des patients dans un environnement stérile (Cavazzana-Calvo et al., 2005). Dix
patients pour la premiére étude et quatre pour la deuxieme ont été traités par transfert ex
vivo du gene yc dans leurs précurseurs médullaires CD34+ a I’aide d’un vecteur rétroviral
murin. Une correction stable du déficit immunitaire a été obtenue chez sept et quatre des
patients avec un recul de plus de cinqg ans pour les essais les plus anciens (Cavazzana-Calvo
et al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2002). Toutefois, la survenue dans I’essai d’Alain
Fischer, pres de trois ans apres le traitement d’une prolifération clonale de lymphocytes T
chez trois des enfants traités pour DICS-X1 a soulevé la question des risques inhérents a
cette approche (Hacein-Bey-Abina et al., 2003a). Chez deux patients, c’est un événement de
mutageneése insertionnelle survenu au sein du locus du méme proto-oncogene, LMO-2, qui
est responsable de la prolifération anarchique des lymphocyte T. L’insertion du provirus
dans le premier intron dans I'un des cas, et a proximité du promoteur dans lautre, a
provoqué un effet enhancer du LTR (Long Terminal Repeat) viral sur la transcription du
gene LMO-2 (Hacein-Bey-Abina et al., 2003b). Chez le troisiéme enfant, le g¢gne LMO-2 ne
semble pas étre impliqué dans la prolifération clonale (Kaiser, 2005). Cependant, plusieurs
sites d’intégrations semblent étre impliqués dans cette lymphoprolifération (Hacein-Bey-
Abina et al., 2006). Des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre la
génotoxicité du rétrovirus dans les cellules hématopoiétiques. Toutefois, les travaux de
’équipe d’Alain Fischer et d’Adrian Thrasher ont démontrés Pefficacité thérapeutique du
transfert de géne et ont mis en évidence les problémes soulevés par cette approche. Ceci

nécessite de revoir le rapport bénéfice/risque pour chaque pathologie, mais également de

15



mettre en place des méthodes thérapeutiques plus efficaces qui passent par le

développement d’outils de transfert de gene plus performants et plus siirs.

1.2. Les outils de transfert de génes

Comme nous I’avons vu précédemment, la thérapie génique consiste a introduire un
gene d’intérét thérapeutique au sein d’une cellule ou d’un tissu cible. Ce geéne peut étre
transféré sous forme d’ADN nu, complexé a des molécules chimiques ou intégré au sein de

vecteurs dérivés de virus.

Plusieurs types de vecteurs sont aujoud’hui disponibles. Ces vecteurs sont regroupes
en deux catégories, les vecteurs non viraux (ou vecteurs synthétiques) et les vecteurs viraux.
Le choix de 'un ou I'autre de ces vecteurs est basé sur différents criteres : la taille et le type
du gene thérapeutique, la cellule dans laquelle ’expression du transgene est ciblée ainsi que
la dureée et le contrdle de ’expression du transgene. I est également nécessaire de réduire au

maximum toute toxicité (cytotoxicité ou réponse immunitaire) induite par le vecteur.

I.2.1. Les vecteurs non-viraux ou vecteurs synthétiques

Les vecteurs non-viraux sont constitués d’ADN nu, d’ADN complexé a des
polymeres cationiques comme la poly-lysine, ou a des lipides cationiques pour permettre le
passage de ’ADN a travers la membrane cellulaire (Park et al., 2006). Leur avantage par

. , ’ .y 5A A
rapport aux vecteurs viraux est d’assurer une plus grande sécurité, d’étre synthétisés plus
aisément a grande échelle et de pouvoir, en théorie, transférer des séquences d’ADN de plus

grande taille.

L’ADN nu peut étre transferé dans un tissu ou un organe par injection directe
(Wolff et al., 1990; Schwartz et al., 1996), par électrotransfert (ou électroporation) (Kreiss et
al., 1999; Gehl, 2003), projeté dans les tissus a 1’aide d’un pistolet a ADN (Jiao et al., 1993)

ou encore via la circulation sanguine (Zhang et al., 1999). Cette derniére approche, bien que
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seduisante, s’est révélée trés peu efficace en raison de la dégradation trés rapide de PADN
nu (Mahato, 1999) et d’une demi-vie plasmatique trés courte (Houk et al., 2001). Vu son
inocuité, le transfert ’ ADN nu exprimant le VEGF (vascular endothelial growth factor) a
d’ores et déja été utilisé chez 'homme dans le cadre des affections vasculaires pour
promouvoir la revascularisation (Rauh et al., 2001). L’injection directe d’ADN nu dans le
muscle n’a pas permis d’obtenir un niveau d’expression suffisant pour induire un effet
thérapeutique (Davis et al., 1993). C’est pourquoi, afin d’augmenter lefficacité de
transfection (7 vitro ou in vivo), 'administration d’ADN nu est généralement associée a
des meéthodes chimiques (complexes cationiques), ou bien a des méthodes physiques
(microinjection, électrotransfert...) (Trollet et al., 2006). Des progres tangibles ont été
obtenus apres élecrotransfert d’ADN dans le muscle squelettique ou une expression a long

terme (plus d’un an) du transgéne a été obtenue (Bigey et al., 2002; Deleuze et al., 2002).

L’association de ’ADN avec des polymeéres cationiques comme la poly(L-lysine)
(Ward et al., 2001), le polyéthylénimine (PEI) (Lungwitz et al., 2005), ou des polymeres
lipidiques cationiques, forme des complexes chargés positivement, qui permettent de
condenser ’ADN et de favoriser son passage a travers la membrane cellulaire (Hirko et al.,
2003). L’utilisation de ce type de vecteurs s’est révélée particulierement efficace in vivo et
notamment dans le systéme nerveux central (SNC) (Abdallah et al., 1996; Li et al., 2004).
Toutefois, I'injection intracérébrale ’ADN a I’aide de liposomes a une efficacité limitée
quant 2 la stabilité de ’ADN et a ’expression du transgéne (Kofler et al., 1998). Ce
rendement a pu étre amélioré par l'injection continue a ’aide d’une pompe osmotique
(Imaoka et al., 1998; Hadaczek et al., 2006). Cependant, les risques d’infections limitent
Iutilisation clinique de cette approche. Pour franchir cette limite, le géne d’intérét peut étre
apporté dans le CNS par I'utilisation de liposomes protégés par du polyéthyléne glycol et
couplés avec des anticorps, comme l’anticorps OX26 qui reconnait le récepteur a la
transferrine de rat (Pardridge, 2002). L’injection systémique de ces complexes liposomes-
anticorps, permet le passage de la barriere hématoencéphalique, via la reconnaissance du
récepteur transferrine, et le ciblage des cellules neurales. En dépit du fait que cette
méthodologie permet une expression du transgéne dans les cellules de 1’ensemble du
systeme nerveux central, elle n’offre pas la possibilité d’une expression durable, localisée et

cellule spécifique du transgene.
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Bien que l’efficacité de ces techniques s’améliorent quotidiennement, leur application au
systéme nerveux central reste encore limitée et nécessite un développement accru avant de

supplanter ’emploi des vecteurs viraux.

I.2.2. Les vecteurs viraux

Les vecteurs viraux, qui utilisent les propriétés des virus a transférer leur matériel
génétique dans les cellules, sont particuliérement intérressants. Dans le cadre de ce travail,
nos efforts se sont portés sur I'utilisation des vecteurs lentiviraux dérivés du HIV-1. Nous
porterons une attention particuliére aux vecteurs HIV-1, et une description plus succincte
sera faite des autres types de vecteurs. Pour la compréhension des paragraphes suivants, il
est important de distinguer les notions d’infection et de transduction. L’infection désigne
’accomplissement d’un cycle réplicatif complet. En revanche, la transduction désigne

’entrée d’un vecteur viral et ’expression du transgene dans une cellule.

La plus grande partie des approches de thérapie génique expérimentale et clinique est
basée sur l'utilisation des vecteurs de transfert de géne dérivés des virus. Les virus sont des
: : : - " e g ,-
agents infectieux qui ne peuvent se multiplier qu’a l'intérieur des cellules qu’ils ont
infectées. Ils utilisent la machinerie transcriptionnelle de la cellule a leur propre fin pour se
, 1 : - : : : . . :
répliquer et produire les protéines virales dont ils ont besoin. Les virions ainsi produits
sont libérés hors de la cellule et peuvent a leur tour infecter d’autres cellules. Un vecteur
viral de thérapie génique utilise les propriétés infectieuses du virus, c’est-a dire sa capacité a
introduire son matériel génétique dans une cellule, mais les séquences responsables de la
JIRE . ’ \ . . PR .
réplication sont remplacées par le transgene. Le virus devient alors non réplicatif.
Cependant, pour certaines applications, et notamment pour une thérapie génique du

cancer, certains vecteurs réplicatifs sont également développés (Galanis et al., 2001).
Quatre principaux types de vecteurs viraux sont utilisés a ’heure actuelle : les vecteurs
dérivés des Adénovirus, des virus associés aux adénovirus (AAV), des virus de 'Herpes, et

des rétrovirus, parmi lesquels les lentivirus (Tableau I).
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1.2.2.1. Les Herpes virus (HSV)

Les Herpes virus sont des virus enveloppés & ADN double brin linéaire de 152 kb
(figure 2a (Todar, 2006)). Les virus de la famille « Herpes Simplex Virus» (HSV) sont
naturellement neurotropes, mais ils ont la capacité d’infecter une large gamme de cellules.
L’entrée du virus dans organisme se fait généralement en périphérie par les muqueuses ou
la peau. Le virus est ensuite transporté de fagon antérograde et rétrograde le long des axones
et va s’établir durablement dans les neurones a I’état latent (Chiocca et al., 1990; Yamamura
et al., 2000). Le virus traverse de maniere sélective la synapse, mais peut occasionellement
provoquer la lyse de la cellule infectée (Norgren and Lehman, 1998). Sous I’effet de certains
stimuli, des épisodes de réactivation apparaissent, caractérisés par une nouvelle phase de

production et d’excrétion virale.

Afin d’exploiter leur grande capacité de clonage (de l'ordre de 150 kb) et leur
capacité a atteindre un corps neuronal apres inoculation périphérique, deux types de
vecteurs dérivés des HSV ont été développés: les amplicons (Saeki et al., 1998) et les

vecteurs défectifs pour la réplication (Lilley et al., 2001).

Les amplicons ne conservent du virus que les séquences cis-actives qui permettent la
réplication et ’encapsidation du vecteur contenant le transgéne (figure 2b (Frampton et al.,
2005)) . Ces vecteurs sont produits a I’aide de vecteurs helpers ou transcomplémentants qui
fournissent en trans tous les genes de structure et de régulation nécessaires (Frenkel et al.,
1994). Afin d’éviter la contamination de virus helper dans les stocks, les plasmides
amplicons sont amplifiéss a laide d'un génome HSV dépourvu de séquences
d’encapsidation, et intégré soit dans un chromosome artificiel bactérien (Saeki et al., 1998)
soit dans une série de cinq cosmides (Fraefel et al., 1996). De cette facon, les genes viraux
exprimés en trans sont dépourvus de signaux d’encapsidation ce qui réduit la fréquence
d’apparition de virus helper, due a ’absence d’homologie de séquence entre amplicons et
séquences transcomplémentantes. Plus récemment, l'utilisation d’un systéme cre-loxP a
permis d’améliorer considérablement les titres des stocks viraux d’amplicons en réduisant le
taux de contamination par le virus auxilliaire (Logvinoff and Epstein, 2001; Zaupa et al.,

2003).
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Les vecteurs HSV défectifs pour la réplication sont mutés ou délétés du maximum
de genes viraux (Palmer et al., 2000; Lilley et al., 2001). Leur production se fait a partir de
cellules qui possédent les genes capables de compléter en trans les fonctions manquantes.
Les derniéres versions de ce type de vecteurs sont délétées de nombreux genes précoces.
L’expression du transgéne est controlée par un promoteur contenant des éléments de
régulation de Pexpression de transcrits associés a la latence du virus (Lilley et al., 2001), ou
sous controle d’autres promoteurs (promoteur CMV « cytomégalovirus » ou promoteur
NSE « neuron-specific-enolase »). Dans ce cas, la cassette d’expression est placée a une

distance appropriée de la région transcrite au cours de la période de latence (Palmer et al.,

2000).

L’utilisation potentielle des vecteurs dérivés de HSV en clinique est actuellement
remise en cause, d’une part a cause de la cytotoxicité du virus auxiliaire dans le cas de
vecteurs HSV-amplicons ou bien de I’expression des genes viraux dans celui des vecteurs
recombinants (Bowers et al., 2003). D’autre part, I’incapacité de ces vecteurs a exprimer des
transgenes pendant la phase de latence limite leur utilisation. De plus, comme 70 & 95 % des
hommes sont porteur du virus HSV-1, ’administration d’un vecteur herpétique pourrait

réactiver le virus sauvage et provoquer une encéphalite chez les patients traités (Mammette,

2002).

1.2.2.2. Les Virus Associés aux Adénovirus (AAV)

Le virus AAV est un parvovirus de petite taille (20 & 25 nm), non enveloppé et a
ADN simple brin de 4,7 kb. Son génome code pour trois protéines de capside (Cap) et
quatre protéines de réplication (Rep), impliquées dans la réplication et la régulation en trans
de l’expression des génes. Ces régions sont encadrées par des séquences de 145 pb appelées
ITR (Inverted Terminal Repeat), nécessaires en cis pour la réplication et I’assemblage des
particules virales (figure 3 (Vasileva and Jessberger, 2005)). Ce virus nécessite pour sa
réplication I’aide de virus auxilliaires tels que I’adénovirus, I’herpes ou le virus de la vaccine

(Hoggan et al., 1966; Lai et al., 2002).
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En I’absence de virus auxiliaires, ’AAV sauvage s’integre préférentiellement dans un locus
spécifique du chromosome 19 humain, AAVS1 en position q13.3-qter (Kotin et al., 1990;
Kotin et al., 1992; Berns and Giraud, 1996; Linden et al., 1996).

La premiére preuve expérimentale d’utilisation des AAV comme vecteurs de
transfert de géne a été apportée en 1984 (Hermonat and Muzyczka, 1984). Les premiers
vecteurs utilisés ont gardé leur capacité de s’intégrer dans le chromosome 19 (Shelling and
Smith, 1994), mais leurs faibles capacités de clonage ont limité leur utilisation. La
suppression de la totalité de leurs séquences virales a Pexception des ITR a permis
d’augmenter leurs capacités de clonage (jusqu’a 4,6 kb), mais également de s’affranchir de
Ieffet inhibiteur exercé par la région rep sur I'expression des genes (Pereira et al., 1997). La
question de l'intégration du vecteur AAV est toujours débattue a I’heure actuelle. Dans
certains types cellulaires (cellules épithéliales et cellules musculaires), les vecteurs AAV
restent majoritairement sous forme épisomales (Kearns et al., 1996; Duan et al., 1999), ce
qui limite les risques de mutagenese insertionnelle et I'activation d’oncogenes (Tenenbaum
et al., 2003). Toutefois, ces vecteurs peuvent s’intégrer de fagon aléatoire dans le génome de
la cellule en prolifération (Rutledge and Russell, 1997) ou quiescente (Du et al., 1996; Wu et
al., 1998). L’intégration semble étre favorisée a proximité de séquences régulatrices de genes
(Miller et al., 2002; Nakai et al., 2003; Miller et al., 2005a), induisant des réarrangements
chromosomiques comme des délétions ou des translocations, avec comme conséquence le

risque de perturber ’expression des genes (Nakai et al., 2005).

Les vecteurs AAV se sont révélés efficaces pour transduire des neurones (Kaplitt et
al., 1994). Ils ont été utilisés avec succes dans des modeéles animaux de maladie de Parkinson
(MP)(Bjorklund et al., 2000; Muramatsu et al., 2002; Wang et al., 2002; Li et al., 2006), de la
maladie de Huntington (MH)(McBride et al., 2003; Kells et al., 2004; Xia et al., 2004), ou de
lésions de la moelle (Lu et al., 2003; Ruitenberg et al., 2004). De plus, ces vecteurs ont
montré une absence de toxicité aprés une (Chamberlin et al., 1998) ou plusieurs injections
(Mastakov et al., 2002) dans le cerveau. Toutefois, une réponse humorale dirigée contre la
capside aprés une premiére injection de virus recombinants a été rapportée, dans ces
modeles (Manning et al., 1998; Sabatino et al., 2005) ou chez des animaux naturellement
préimmunisés (Gao et al., 2003; Zaiss and Muruve, 2005). La présence chez ’homme

d’anticorps circulants dirigés contre ’AAV sauvage peut compromettre I’injection répétée
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de vecteur AAV (Chirmule et al., 2000). En effet, le sérotype le plus répandu dans la
population est ’AAV-2 qui est également celui le plus utilisé comme vecteur de transfert de
gene (Chirmule et al., 1999; Moskalenko et al., 2000). Une solution serait d’utiliser 'un des
8 sérotypes différents (Grimm and Kay, 2003; Wu et al., 2006), des sérotypes non-humains
(Gao et al., 2003) ou des AAV chimériques combinant deux sérotypes (Bowles et al., 2003).
Dans ce sens, une étude a montrée que des anticorps neutralisants dirigés contre chaque
sérotype ne réagissaient pas ou peu de maniére croisée apres administration musculaire

(Riviere et al., 2006).

1.2.2.3. Les adénovirus

Les adénovirus ont été mis en évidence en 1953 par Rowe a partir de tissus
d’amygdales et de végétations prélevés sur des enfants (Rowe et al., 1953). Aujourd’hui, 51
/ i o4 M / i
sérotypes humains ont été mis en évidence (De Jong et al., 1999; Ebner et al., 2006). Les
adénovirus sont des virus 3 ADN double brin de 36 kb et d’environ 80 nm de diameétre. Ce
sont des virus dépourvus d’enveloppe mais entourés d’une capside icosaédrique (figure 4a,
(Russell, 2000)). Le génome se compose d’unités de transcriptions précoces (E1-E4),
intermédiaires (IX, IVa2) et tardives (MLTU, Major Late Transcription Unit), ainsi que des
717 /4 . . . 9 .
éléments non codants nécessaires en cis pour la propagation et ’assemblage du virus. La
séquence W et les séquences ITR qui servent d’origine de réplication, se trouvent aux

extrémités du génome (figure 4b).

Les vecteurs adénoviraux utilisés comme vecteurs de transfert de gene sont dérivés
des adénovirus de sérotype 2 ou 5 du groupe C. Le génome viral reste épisomal, ce qui
entraine une expression transitoire dans les cellules en division, mais une expression
prolongée du transgene est observée dans les cellules quiescentes. On distingue des vecteurs
de « premiére génération », délétés des régions E1 et éventuellement E3, des vecteurs de
« deuxiéme génération » qui comportent une mutation supplémentaire dans E2, et des
vecteurs de « troisiéme génération » délétés de E4 en plus de E1 et éventuellement E3. Les
derniers nés des vecteurs adénoviraux sont dits vecteurs “gutless” et sont délétés de la

totalité des génes viraux a ’exception des séquences I'TR et de la sequence d’encapsidation.
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Les vecteurs adénoviraux “gutless” sont produits dans des cellules 293 en présence d’un
virus auxiliaire capable d’apporter en trans les facteurs nécessaires a leur réplication et leur
encapsidation. Chez l’animal, les vecteurs adénoviraux présentent un large tropisme
cellulaire et se sont révélés efficaces dans le SNC (Le Gal La Salle et al., 1993; Horellou et
al., 1994; Mallet et al., 1994). De plus, ils ont la capacité d’étre transporté de fagon
rétrograde le long de I’axone (Ridoux et al., 1994; Ghadge et al, 1995). La forte
inflammation (Byrnes et al., 1995) induite par la premiére génération de vecteurs
adénoviraux a été réduite par l'utilisation des vecteurs « gutless » (Mitani et al., 1995). Ce
dernier type de vecteur permet une expression a long terme du transgene dans le cerveau
(Thomas et al., 2000). Chez ’homme, I'utilisation de ces vecteurs peut étre entravée par la
présence d’anticorps neutralisants produits suite a une primo-infection par un adénovirus
sauvage. Cette limite peut étre dépassée par l'utilisation de vecteurs adénoviraux non
humains (canins par exemple) (Klonjkowski et al., 1997). Une deuxiéme limitation a
Iutilisation de ces vecteurs est liée a la présence de virus auxiliaires contaminants (de ’ordre
de 0,01 a 1% des particules virales totales) (Logvinoff and Epstein, 2001; Sakhuja et al.,
2003). Ceci demeure un point faible qu’il faudra résoudre en vue d’une application clinique

de ces vecteurs.

1.2.2.4. Les lentivirus

1.2.2.4.1. structure

Les lentivirus (ou virus lents) appartiennent a la famille des rétrovirus qui se

3 ’ / ’ 5 \ .-y ..
caractérisent par un génome composé de deux molécules I’ARN a polarité positive. Lors
du cycle d’infection, cet ARN est rétrotranscrit en ADN, formant ainsi le génome proviral.
Celui-ci s’inteégre alors dans le génome de la cellule hote et utilise sa machinerie cellulaire
pour former de nouveaux virions qui sont libérés par bourgeonnement hors de la cellule.
D’un point de vue structural, les virions sont des particules sphériques enveloppées, d’un

diameétre de 80 a 120 nm, présentant un “core” (ou nucléocapside) interne, qui protege le

génome (figure 5, (Goldschmidt, 2004)).
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Comme tous les rétrovirus, les lentivirus contiennent les génes de structures gag, pro, pol et
env. Le gene gag code les protéines MA (matrice intramembranaire), CA (capside, qui
protége le core) et NC (nucléocapside formant le core qui protége le genome viral). Le géne
pro est imbriqué dans les génes gag ou pol et code la protéine PR (protéase responsable du
clivage des produits des genes gag et pol). Le gene pol code les deux enzymes nécessaires au
cycle de réplication du virus : la rétrotranscriptase (RT) qui permet de convertir le génome
ARN en ADN et possede en plus une activitt RNAseH nécessaire au cycle de
rétrotranscription, et I'intégrase (IN) nécessaire a 'intégration du génome proviral dans le
génome de la cellule hote. Enfin, le gene env est essentiel pour la liaison du virus et son
entrée dans la cellule hote. 11 code deux sous unités protéiques de Ienveloppe: SU
(glycoprotéine de surface externe, gp120) et TM (protéine transmembranaire, composant
interne de la glycoprotéine de ’enveloppe, gp41). La glycoprotéine de surface est nécessaire
pour la liaison aux récepteurs cellulaires, alors que la glycoprotéine transmembranaire est
responsable de la fusion avec la membrane cellulaire (Coffin, 1996) (exemple du VIH-1,

figure 6).

En plus des genes de structures, les lentivirus contiennent également des genes
. ’ . ’ . 1y . \ . NR )
accessoires et de régulation nécessaires a ’expression des génes viraux, a ’assemblage des

particules virales et aux pouvoirs pathogénes des virus.

Le génome des rétrovirus est formé de deux molécules d’ARN polyadénylées et
coiffées, de 7 a 12 kb de longueur. Chez tous les rétrovirus, les extrémités du génome viral
sont composés de séquences non codantes constitué par :

- La séquence R : séquence répétée a chaque extrémité du génome, indispensable a la
transcription inverse pour assurer un transfert correct des chaines en cours de synthése. Le
site d’initiation de la transcription se situe en 5’ de cette séquence. En 5°, cette séquence est
coiffée, alors que celle en 3’ est polyadénylée.

- La séquence U5: située en 5’ du génome entre R et le site de fixation de la
premiére amorce de la transcription inverse (PBS). Elle forme I’extrémité 3’ du génome
proviral. L’extrémité 3’ contient un des sites att nécessaires au génome proviral.

- La séquence L, dite région “leader” : située entre PBS et le codon d’initiation de la

traduction du gene gag. Elle contient le premier signal d’épissage commun aux messagers

24



viraux ainsi que les signaux spécifiques pour ’encapsidation du génome viral dans le virion
(la séquence V).

- La séquence PPT (Polypurine Tract): séquence riche en A/G, nécessaire a la
synthese du brin positif d’ADN durant la rétrotranscription. Chez les lentivirus, cette
séquence est aussi présente en position centrale dans le génome et est appelée central
polypurine tract ou cPPT.

- La séquence U3 : séquence unique en 3’ située entre le PPT et R. Elle contient les
signaux de régulation de I’expression virale mais aussi le signal de polyadénylation chez la

/ . / \ AT / ’ .
plupart des rétrovirus. Elle porte également a son extrémité 3°, une séquence att, nécessaire
\ 1y ’ .

a intégration.
La duplication des séquences U3 et U5 lors de la rétrotranscription forme, avec la séquence

R aux extrémités du génome proviral, le LTR (Long Terminal Repeat) (figure 6).

Les lentivirus sont constitués de 8 espéces de virus actuellement répertoriés (Biichen-

Osmond, 2006), mais le plus connu et le plus étudié est le virus de I'immunodéficience

humaine (VIH-1) (figure 5).

Le VIH est responsable d’une maladie chronique a évolution lente : le syndrome de
I'immunodéficience acquise ou SIDA. Le VIH se caractérise par la présence de plusieurs
genes accessoires : vif, vpr, vpu, nef, tat et rev. Seules les protéines Tat et Rev sont
indispensables au cycle viral.

- La protéine Tat augmente linitiation de la transcription des génes viraux a partir
du LTR viral et Iefficacité d’élongation des ARN transcrits.

- La protéine Rev est un transactivateur post-transcriptionnel qui permet I’export
nucléaire de ’ARN viral non épissé.

- La protéine Vpr (protéine Virale R) joue un rdle dans I'import nucléaire du
complexe de pré-intégration et diminue le taux de mutations au cours de la
rétrotranscription (Mansky et al., 2000; Chen et al., 2004). De plus, elle conduit a ’arrét du
cycle cellulaire en phase G2 (Goh et al., 1998) et augmente ’activité des promoteurs

transcriptionnels et ainsi la production virale (Wang et al., 1995; Agostini et al., 1996).
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- La protéine Nef (Facteur Neégatif), contrairement a son nom, agit comme un
facteur positif en augmentant la réplication virale et 'infectivité (Schiavoni et al., 2004;
Witte et al., 2004).

- La protéine Vif (Facteur d’Infectivité Virale) joue un réle important dans la
pathogenicité du virus. Vif interagit spécifiquement avec ’ARN viral (Dettenhofer et al.,
2000; Zhang et al., 2000; Khan et al., 2001) et les précurseurs protéiques Gag ou Gag-Pol
(Huvent et al., 1998) ce qui permet son encapsidation au sein dun complexe
nucléoprotéique. Enfin, Vif pourrait également jouer un role dans la stabilisation du core
du virus (Hoglund et al., 1994; Ohagen and Gabuzda, 2000).

- La protéine Vpu régule négativement 1’expression membranaire du récepteur CD4

(Chen et al., 1993). Elle favorise le relarguage des virions (Gottlinger et al., 1993).

1.2.2.4.2. Cycle réplicatif des lentivirus : cas du VIH-1

Dans le cadre de ce manuscrit, seul le cycle réplicatif du VIH-1, qui est a origine du
vecteur lentiviral que nous avons utilisé pour notre étude sera présenté. Toutefois, le cycle
de vie du VIH-1 est similaire a celui de tous les membres du genre des lentivirus.

Le VIH-1 infecte en priorité les lymphocytes CD4+, mais d’autres cellules du systéme
immunitaire peuvent €tre atteintes, notamment les monocytes/macrophages, les cellules

dendritiques, ainsi que les cellules des systéemes lymphatique, hématopoiétique et nerveux.

Le cycle réplicatif du VIH-1 se divise en deux phases principales :

a) Une phase dite pré-intégrative, qui débute par la reconnaissance de la cellule hote,
’entrée du virus et sa décapsidation, puis se poursuit par 1’étape de rétrotranscription,
d’import nucléaire du génome viral et se termine par I'intégration de ’ADN proviral. Ces
étapes sont principalement réalisées par les protéines virales présentes dans le virion.

b) Une phase post-intégrative, qui débute par 1’étape de transcription du provirus intégre,
puis la traduction des protéines virales, ’assemblage et la maturation du virion et enfin par
le bourgeonnement des particules virales. Au cours de cette phase, le virus détourne la

machinerie de transcription, d’épissage, de transport et de traduction de la cellule par
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'action de certaines protéines virales comme Tat et Rev pour effectuer sa propre

réplication.

a) La phase pré-intégrative (figure 7 (Didierjean, 2005))

a.1. Entrée du virus dans la cellule hote

L’entrée du virus et la libération de son matériel génétique dans la cellule cible

nécessitent trois étapes (Cooley and Lewin, 2003):

- L’entrée est initiée par la fixation du virus a la cellule cible via la reconnaissance spécifique
entre la glycoprotéine d’enveloppe gp120 et le récepteur cellulaire CD4 (Dalgleish et al.,
1984; Maddon et al., 1986). Cette interaction induit le changement conformationnel de la

protéine virale gp120 qui permet ainsi un attachement sélectif au co-récepteur de la cellule

cible.

- L’association du complexe gp120/CD4 au co-récepteur libere le peptide de fusion de la
protéine virale gp41. L’insertion de ce peptide dans la membrane plasmique de la cellule
hote facilite le rapprochement et la fusion des membranes cellulaire et virale. Deux types de
co-récepteurs sont impliqués dans ’entrée du virus: CXCR-4 et CCR5 (récepteurs aux

chimiokines) (Zaitseva et al., 1997).
- La fusion des deux membranes est suivie par ’entrée de la capside dans la cellule infectée.

Il est A noter que les vecteurs dérivés du VIH-1 sont généralement pseudotypés par une
enveloppe appartenant a un autre virus. L’entrée du vecteur dans la cellule héte sera par

conséquent conditionnée au type d’enveloppe utilisée.

a.2. Etape de décapsidation et de rétrotranscription
La fusion entre les membranes virales et cellulaires entraine l’entrée du virus

encapsidé a P'intérieur du cytoplasme. Le virus subit ensuite une étape de “décapsidation”

qui conduit a la libération du complexe viral nucléoprotéique: le complexe de
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rétrotranscription. La cyclophiline A, présente dans les particules virales et associée au

“core”, jouerait un role dans le processus de décapsidation (Aiken, 1997). Le complexe de

rétrotranscription est composé de ’ARN génomique viral, PARNt™, et de différentes
,e . .

proteines virales et cellulaires.

La synthese de ’ADN proviral double brin (ou provirus) a partir de PARN viral (servant

de matrice) et de PARNt:™* (utilisé comme amorce) est réalisée au cours de I’étape nommée

rétrotranscription, sous l’action de la RT virale.

a.3. Etape de rétrotranscription ou synthese du provirus (figure 8 (Goldschmidt,

2004)).

La rétrotranscription est une étape clé du cycle réplicatif de HIV-1 qui s’effectue
selon un processus schématisé dans la figure 8. L’initiation de la rétrotranscription débute
par la fixation de PARNt:" par sa partie 3’-terminale sur la séquence PBS, située en aval de
la région U5 du LTR 5’. Orchestré par la RT, la synthese du brin () ’ADN démarre a
I’extrémité 3’ de PARNt et se poursuit jusqu’a I'extrémité 5° de PARN viral. Cette petite
séquence d’ADN néosynthétisée va ensuite s’apparier a la séquence R en 3’ et servir
d’amorce pour la rétrotranscription du brin (-). Simultanément, la RT (via son activité
RNase H) détruit la matrice ARN au fur et & mesure que progresse la rétrotranscription.
Seuls les hétéroduplex ARN/ADN correspondant aux séquences des PPT central et 3’
résistent a la dégradation par la RNase H et permettent I'intitiation de 1’étape suivante. La
synthese du second brin d’ADN (+) est amorcée en deux points d’initiation de la
rétrotranscription. Elle s’effectue a la fois a partir du PPT3’ mais également a partir du PPT
central (cPPT). Le fragment d’ADN initié au PPT3’ est synthétisé jusqu’au PBS3’. Ce
fragment d’ADN synthétisé subit alors un saut de brin et s’apparie avec le PBS5’. A ce
niveau se poursuit la synthéese ’ADN jusqu’au CTS central. Au méme moment, un
fragment I’ADN de brin (+) est synthétisé depuis le cPPT jusqu’au PBS 3’. Ces doubles
étapes d’élongation conduisent a la double synthese de la séquence comprise entre le cPPT
et le CTS, permettant la formation d’une structure ADN a trois brins sur 99 nucléotides
dénommée ADN «flap » central ou triplex central. Cette structure conditionne la

translocation nucléaire du génome viral (Zennou et al., 2000).
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Le produit final de la rétrotranscription est une molécule d’ADN double brin linéaire
contenant un « ADN flap » central et deux extrémités identiques, les LTR, contenant les

séquences U3, R et U5.

a.4. Import nucléaire du provirus (figure 9 (Sherman and Greene, 2002))

Le mateériel génétique des lentivirus est transporté dans le noyau sous forme d’un
complexe dénommé “Complexe de Pré-Intégration” (CPI) (Sherman and Greene, 2002). Ce
complexe est obtenu apres ’étape de rétrotranscription et comprend PADN proviral
néosynthétisé, des protéines virales comme I'intégrase, la MA, et Vpr (Miller et al., 1997) et
des protéines cellulaires comme la protéine HMG I (High Mobility Group) (Farnet and
Bushman, 1997) et BAF (Barrier to Autointegration Factor) (Lin and Engelman, 2003). De
plus, la présence de séquences de localisation nucléaires (NLS) au sein des protéines IN
(Bouyac-Bertoia et al., 2001), MA (Bukrinsky et al., 1993; Haffar et al., 2000) et Vpr
(Jenkins et al., 1998), ainsi que la séquence du « flap central » (Zennou et al., 2000) facilite
I'import nucléaire du CPL Toutefois, a ’heure actuelle, de nombreux doutes subsistent sur

le mécanisme exact de I'import nucléaire du CPI (Piller et al., 2003).

a.5. Intégration du provirus (figure 10 (Goldschmidt, 2004))

Dans le noyau, le provirus existe sous 3 formes : sous forme circulaire & un ou deux
LTR, qui ne s’intégre pas, dont le role n’est pas encore élucidé, ou sous forme linéaire qui
s’intégre dans le génome de la cellule hote. Cette réaction est catalysée par 'intégrase virale
qui reconnait spécifiquement des séquences de 5 a 10 nucléotides appelées att ou “Inverted
Repeat” (IR), situées aux extrémités des deux LTR du génome viral. A chaque extrémité 3’,
'intégrase clive un dinucléotide GT pour libérer un dinucléotide CA porteur d’un
groupement hydroxyle. Par la suite, cette enzyme clive ’ADN génomique cellulaire, puis
ligue chacune des extrémités 3’-OH de ’ADN viral aux extrémités 5’-phosphate de PADN
cellulaire. Enfin, les discontinuités obtenues au niveau des sites de ligation sont réparées par
’excision des nucléotides viraux et cellulaires non appariés. Cette derniere fait intervenir
des protéines cellulaires, telles que HMG I et BAF (Barrier to autointégration factor) (Chen

and Engelman, 1998). Dans la cellule, le nombre et les sites d’intégration du provirus sont
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multiples (Jung et al., 2002). Toutefois, il a été rapporté des sites préférentiels d’intégration

ou « hotspot » dans des loci actifs du génome cellulaire (Schroder et al., 2002).

b) Phase post-intégrative

Cette phase débute par les étapes de synthése des ARN viraux, suivie de la
production des protéines virales, de I’assemblage des particules nucléoprotéiques, puis se
termine par le bourgeonnement des particules a I’extérieur de la cellule et la maturation
protéolytique des virions. Le développement d’outils de transfert de gene a partir du VIH-1
consiste & ne conserver que la phase d’intégration du provirus dans le génome et a

supprimer la phase post-intégrative.

1.3. Obtention des vecteurs lentiviraux dérivés du HIV-1

I.3.1. Caractéristiques et production

Ce qui caractérise un vecteur par rapport au virus dont il dérive, est son incapacité a
se répliquer aprés son entrée dans la cellule cible. Un vecteur lentiviral n’exploite que les
phases précoces ou pré-intégratives du cycle viral. Ces différentes étapes sont indépendantes
de la synthese de protéines virales, de sorte que la majeure partie du génome viral peut étre
délétée et remplacée par une (des) séquence(s) d’intérét(s). Les séquences virales qui doivent
étre conservées sont celles qui agissent en cis (RRE pour P'export des génomes ARN, ¥
pour I’encapsidation, PBS pour 'amorce de la rétrotranscription, PPT et ¢cPPT pour la
synthése du brin positif, LTR et séquence att pour I'intégration du provirus). Toutefois,

. . . . ’ . 5 /
pour la production des particules virales, il est nécessaire d’apporter en trans les séquences
d’expression des protéines de structures (gag), des enzymes (pol) et de 1’enveloppe pour
permettre au génome du vecteur d’étre encapsidé et enveloppé correctement, ainsi que les

protéines accessoires Tat et Rev.
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Le principe de production de ces vecteurs repose sur la co-transfection transitoire de

trois plasmides dans des cellules HEK-293T (figure 11) :

> le plasmide de transcomplémentation dans lequel les séquences LTR5’, ¥ et LTR3’
ont été délétées afin d’empécher I’encapsidation del’ARN transcrit par ce plasmide
et sa rétrotranscription.

» le plasmide d’enveloppe dans lequel les genes codant les protéines d’enveloppe du
VIH-1 peuvent étre remplacées par les génes codant les protéines d’enveloppe
d’autres virus. C’est le pseudotypage.

> le plasmide d’expression du génome ARN vecteur, qui sera encapsidé dans la
particule virale est quant a lui composé de :

- La (les) cassette(s) d’expression(s) du (des) Transgene(s) d’intérét(s)
- Deux LTR, pour la rétrotranscription
- La séquence ¥ pour I’encapsidation de ’ARN vecteur dans les capsides

- La séquence RRE sur laquelle se fixe la protéine Rev

Apres la co-transfection transitoire de ces trois plasmides dans des cellules HEK-
293T, le surnageant est récolté et les particules virales sont concentrées par
ultracentrifugation (Naldini et al., 1996b) (figure 11). Les particules recombinantes peuvent
A - 5 .y . . s
étre titrées, d’une part en mesurant la quantité de particules physiques, et d’autre part en
mesurant la quantité de particules infectieuses. Pour quantifier les particules physiques, la

/e . . , s 7 s 7
protéine virale p24 de la capside est dosée par ELISA. Cette quantité, exprimée en ng de
p24 par pl, ne refléte pas la qualité des particules virales produites, c’est a dire leur capacité
\ : : . : : e
a transduire efficacement une cellule. Les particules infectieuses sont quantifiées en
transduisant des cellules avec des dilutions croissantes du stock du vecteur et en
dénombrant les cellules exprimant le transgene. L’efficacité de transduction est alors

exprimée en TU (Transducing Units) par ml.

Afin de garantir la biosécurité des vecteurs lentiviraux, l’utilisation de trois
plasmides permet de réduire les risques d’encapsider les ARN coder par les genes viraux,
mais également de s’affranchir des risques de recombinaison entre les diverses séquences

d’ADN codant pour le vecteur et celles codant pour les génes du virus. Dans ces
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conditions, la reconstitution biologique d’un rétrovirus compétent pour la réplication
(RCR) au cours de la production de particules de vecteurs viraux nécessite trois événements
successifs de recombinaison. En effet, le remplacement dans le plasmide
transcomplémentant des LTR par un promoteur CMV en 5’ et par un signal de
polyadénylation en 3°, réduit considérablement les risques de recombinaisons homologues
entre ce plasmide et le plasmide vecteur. De plus, I’absence de la séquence W dans le

plasmide transcomplémentant empéche I’encapsidation des ARNm codant les génes viraux.

1.3.2. Pseudotypage des vecteurs lentiviraux

La présence des glycoprotéines d’enveloppe a la surface des virus détermine leur
affinité pour un type cellulaire, un tissu ou une espéce donnée. C’est ce qu’on appelle le
tropisme. Le changement d’enveloppe pour la production de vecteurs lentiviraux modifie
leurs caractéristiques. Des particules virales qui portent 'enveloppe d’un autre virus
(hétérologue), ou une enveloppe dont la séquence est manipulée (chimérique), sont appelées
des pseudotypes. La glycoprotéine d’enveloppe la plus utilisée pour les vecteurs lentiviraux,
et en particulier pour ceux qui dérivent du HIV-1, est la glycoprotéine G du virus de la
stomatite vésiculaire (VSV-G). Celle-ci permet d’obtenir des vecteurs capables de transduire
un large panel de cellules de mammiféere, mais également de poissons, d’amphibiens ou
d’insectes (Burns et al., 1993). VSV-G est I'unique protéine membranaire intrinséque des
vesiculovirus dont fait partie le VSV. Elle remplit a ce titre de nombreuses fonctions au
cours du cycle viral. Celui-ci débute par I’adhésion du vecteur a la membrane par la
reconnaissance de la glycoprotéine G et d’un récepteur cellulaire, ce qui induit ’endocytose
de la particule virale. L’abaissement du pH dans le compartiment endosomal active la
glycoprotéine G, ce qui déclenche le processus de fusion membranaire entre les membranes
virales et endosomales, libérant ainsi le génome viral dans le cytoplasme (Rolls et al., 1994).
Le récepteur du VSV n’est pas connu actuellement avec certitude. Pendant longtemps, le
seul récepteur proposé était la phosphatidylsérine (Schlegel et al., 1983). Toutefois, une
étude récente vient de montrer que la phosphatidylsérine n’est pas le récepteur de surface

cellulaire du VSV, mais que ce lipide pouvait étre impliqué dans les phases précoces
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d’entrée du virus (Coil and Miller, 2004). De méme, la clathrine serait également impliquée

dans le processus d’endocytose des particules virales (Sun et al., 2005).

La reconnaissance, I'intégration dans la cellule hote et la décapsidation des vecteurs
lentiviraux pseudotypés avec VSV-G suivent probablement le schéma pré-intégratif des
virus VSV. En revanche, la rétrotranscription, 'import nucléaire et 'intégration de PADN
proviral suivent probablement le schéma pré-intégratif du VIH-1. Quoi qu’il en soit, le
pseudotypage des vecteurs lentiviraux avec VSV-G a permis non seulement d’élargir le
tropisme des vecteurs, mais également de conférer une stabilité aux particules virales
permettant ainsi leur concentration par ultracentrifugation (Burns et al., 1993; Yee et al,,

1994; Akkina et al., 1996; Bartz and Vodicka, 1997).

1.3.3. Améliorations des vecteurs lentiviraux

Les performances des vecteurs dérivés du HIV-1 ont été améliorées, soit dans le sens

d’une plus grande efficacité, soit dans le sens d’une meilleure sécurité.

1.3.3.1. Amélioration de I’efficacité des vecteurs

L’amélioration de leur efficacité s’est portée au niveau des titres de production, de
Iefficacité de transduction et de efficacité de ’expression du transgene.

Des lignées cellulaires dites «lignées d’empaquetages » exprimant de fagon stable
VSV-G ont été développées (Kafri et al., 1999; Klages et al., 2000). Ces lignées permettent
de s’affranchir de la variabilité des productions des stocks de vecteurs, et ouvrent également
la voie A une production a grande échelle de ces vecteurs. Toutefois, la cytotoxicité
observée suite a 'expression constitutive de VSV-G représente une limite a cette technique.
Cette limite peut étre levée en controlant Pexpression de VSV-G via un promoteur
inductible par la doxycycline (Kafri et al., 1999; Farson et al., 2001; Xu et al., 2001a) ou par
’ecdysone (Pacchia et al., 2001). Ces lignées permettent un rendement significatif de

particules infectantes.
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Le deuxieme axe d’amélioration de Defficacité des vecteurs porte sur leur potentiel
transductionnel. L’utilisation de VSV-G a permis d’accroitre le tropisme des particules
recombinantes et donc efficacité de transduction (Naldini et al., 1996b). D’autre part,
'introduction de la séquence ADN flap centrale a permis de favoriser I'import nucléaire
des vecteurs et d’augmenter leur efficacité de transduction (Follenzi et al., 2000; Zennou et
al., 2001).

Enfin, les modifications qui visent a améliorer ’expression du transgene
interviennent a deux niveaux :

(1) Au niveau transcriptionnel, ’ajout d’une séquence MAR (Matrix Attachment
Region ou séquence d’attachement a la matrice) améliore la conformation du provirus dans
la chromatine, ce qui favorise la fixation des facteurs de transcriptions cellulaires et donc
’expression du transgene (Park and Kay, 2001; Lutzko et al., 2003). De plus, 'utilisation de
promoteurs forts ubiquitaires et/ou adaptés au tissu ciblé permet une transduction efficace
et 2 long terme du transgene (Boulos et al., 2006).

(2) Au niveau post-transcriptionnel, I’ajout de séquences telles que la séquence
WPRE (Woodchuck hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element) ou les régions
3’ ou 5’ non traduites (UTR) a permis de favoriser la stabilité des ARNm et 'expression du
transgene (Zufferey et al., 1999; Brun et al., 2003; Hlavaty et al., 2005). Toutefois, Klein et
collaborateurs ont montré que Defficacité de la séquence WPRE pouvait dépendre du
promoteur et du type cellulaire utilisé (Klein et al., 2006). De plus, une activité oncogene
du WPRE a été rapportée (Kingsman et al., 2005), mais a cette date aucune autre étude n’est

venue infirmer ou confirmer ce résultat.

1.3.3.2. Amélioration de la biosécurité

1.3.3.2.1. Des productions améliorées

Afin de renforcer la biosécurité des vecteurs lentiviraux, plusieurs modifications ont
o4 /
été apportées :

- l'utilisation de quatre plasmides (séparation de Rev dans un quatriéme plasmide),

permet de diminuer le risque de formation de RCR (Dull et al., 1998).
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- le remplacement du promoteur LTR 5° par un promoteur ubiquitaire CMV
permet de s’affranchir de Tat sans affecter le titre ou Defficacité de transduction des
particules virales (Dull et al., 1998).

- la substitution de systéme rev/RRE d’export nucléaire de ’ARN viral par le
systeme d’export issu d’autre virus réduit le risque de formation de RCR (Gasmi et al.,
1999).

- la délétion des quatre genes accessoires (vpr, vif, nef et vpu) dans le plasmide
transcomplémentant améliore la biosécurité des vecteurs lentiviraux sans affecter Pefficacité
de transduction des vecteurs (Zufferey et al., 1997; Kim et al., 1998).

- la délétion des séquences enhancer de la région U3 du LTR 3’ dans le plasmide
vecteur rend le LTR 5’ non fonctionnel pour toute recombinaison. Les vecteurs qui
possedent cette délétion sont dits vecteur SIN (pour self-inactivating) ou encore delta-U3

(Miyoshi et al., 1998; Zufferey et al., 1998; Iwakuma et al., 1999).

1.3.3.2.2. Les vecteurs non intégratifs

La mutagenese insertionnelle des vecteurs lentiviraux est un des risques de la
thérapie génique. Afin d’éviter ce risque, plusieurs équipes parmi lesquelles celles du LGN,
ont développé de nouveaux vecteurs non intégratifs. La stratégie consiste a empécher
'intégration du provirus dans le génome héte et de favoriser les génomes circulaires
7 . ’ e o\ . NETERE .
épisomaux. Pour cela, deux approches ont été utilisées. La premieére consiste a |'utilisation
de vecteurs qui portent des mutations dans la séquence a1z (Nightingale et al., 2006). La
deuxiéme consiste a utiliser des mutants d’intégrase incapable de catalyser la réaction
d’intégration (Philippe et al., 2006; Yanez-Munoz et al., 2006). Ces vecteurs se sont révélés
particuliérement efficaces pour une expression a long terme des transgenes in vitro et in

: . \ : , N
vivo. En effet, une expression du transgéne de plus de six mois est obtenue apres injection
du vecteur non intégratif dans la rétine (Philippe et al., 2006; Yanez-Munoz et al., 2006). Le
développement des vecteurs lentiviraux non-intégratifs constitue un pas important pour
'application clinique des vecteurs lentiviraux dans des cellules quiescentes ou lorsqu’une

expression transitoire dans des cellules en division est requise.
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1.3.3.2.3. Les vecteurs a intégrations ciblées

Une voie alternative pour s’affranchir du probléme de mutagenese insertionelle
consiste a développer des vecteurs a intégration ciblée. Deux stratégies sont actuellement
explorées. La premiere stratégie serait d’utiliser la recombinase unidirectionnelle de phage
phiC31 (Groth et al., 2000; Thyagarajan et al., 2001; Chalberg et al., 2005; Chalberg et al.,
2006). L’intégrase phiC31 est une enzyme du phage phiC31 du genre Strepromyces. Cette
enzyme catalyse la recombinaison au niveau de deux sites d’attachement, attB et attP. Le
site attP est localisé dans le génome du phage phiC31, alors que attB est retrouvé dans le
génome hote Streptomyces (figure 12) (Ginsburg and Calos, 2005). Cette intégrase s’est
révélée fonctionnelle dans les cellules humaines HEK-293 (Groth et al., 2000). L’intégrase
phiC31 a permis de catalyser avec une fréquence de 15% l’intégration d’un plasmide
porteur du site attB et exprimant un transgene dans le génome de cellules HEK-293
contenant une copie du site attP (Thyagarajan et al., 2001). Pour les 85 % restant,
I’intégration a lieu au niveau de pseudo-sites attP, présent naturellement dans le génome des
cellules humaines (Thyagarajan et al., 2001). Il est donc envisageable d’utiliser cette
intégrase pour le développement de vecteurs lentiviraux a intégration ciblée. La deuxiéme
stratégie consiste a modifier la spécificité de 'intégrase du HIV1 en fusionnant celle-ci avec
un domaine de reconnaissance a PADN spécifique, tel que le domaine de liaison a PADN
des protéines en doigt de zinc (Bushman and Miller, 1997; Tan et al., 2004). En effet, les
virions qui portent une intégrase fusionné avec la protéine en doigt de zinc zif268, sont
compétant pour la réplication et 'intégration (Bushman and Miller, 1997). Cette derniére
s’effectue préferentiellement a proximité du site de liaison de zif268 (Bushman and Miller,
1997). De méme, l'utilisation de I’intégrase fusionné avec la protéine en doigt de zinc E2C
permet P'intégration du provirus a proximité du site de liaison de E2C (Tan et al., 2004).
Bien que ces intégrases ne soient pas encore efficace, ces travaux constituent un pas
important dans le développement de vecteur a intégration ciblée, ce qui ouvre la voie a une

thérapie génique plus sir.
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1.4. Vecteurs lentiviraux et transfert de géne dans le systéme nerveux

central

Les vecteurs lentiviraux sont considérés comme des outils de choix pour le transfert
de géne dans le SNC. En effet, ils sont capables de transduire a la fois les cellules en division
et les cellules quiescentes (Naldini et al., 1996a; Blomer et al., 1997). De plus, avec une
capacité de clonage qui est de 8 kb, ils possedent une capacité de clonage supérieure a celle
de PAAV (4,5 kb) (Naldini et al., 1996b). Enfin, leur tropisme peut étre aisément modifié
grace 2 un pseudotypage a l'aide d’une large variété d’enveloppes (Watson et al., 2002;
Wong et al., 2004). L’injection directe in vivo des vecteurs lentiviraux a permis de
transduire une large variété de cellules du SNC parmi lesquelles les neurones (Naldini et al.,
1996a; Blomer et al., 1997), les astrocytes (Consiglio et al., 2004), les cellules souches
nerveuses adultes (Geraerts et al., 2006), les oligodendrocytes (Mclver et al., 2005), la
microglie (Balcaitis et al., 2005) et les cellules de gliome (Miletic et al., 2004). Pour toutes
ces raisons, les vecteurs dérivés du VIH-1 sont des vecteurs lentiviraux particuliérement

intéressant pour les applications dans le SNC (Jakobsson and Lundberg, 2006).

Les vecteurs lentiviraux utilisés sont généralement pseudotypés avec VSV-G (Emi et
al., 1991). L’injection de ce type de vecteur dans le cerveau de rongeurs et de primates
permet une expression stable et a long terme du transgene (Blomer et al., 1997; Kordower
et al., 1999). Une transduction essentiellement neuronale a été rapportée apres injection de
lentivirus VSV-G dans ’hippocampe de rats (Naldini et al., 1996b; Blomer et al., 1997;
Deglon et al., 2000; Baekelandt et al., 2002), dans le striatum et la substance noire de
primates (Kordower et al., 1999). Toutefois, le tropisme neuronal des vecteurs pseudotypé
par VSV est controversé. En effet, ’expression majoritairement neuronale dépendrait du
promoteur utilisé (Jakobsson et al., 2003; Jakobsson et al., 2004). Il semblerait que ces

promoteurs aient une faible activité dans les cellules gliales 7 vivo (Jakobsson et al., 2003).

Dans certains cas, ’expression restreinte a un certain type cellulaire peut s’avérer
nécessaire. Par exemple, ’expression dans le striatum de modeles animaux de maladie de
Parkinson (MP) de facteurs neurotrophiques tel que le GDNF (Glial cell line-Derived

Neurotrophic Factor) a conduit a un « sprouting » aberrant dans des structures non désirées
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(Georgievska et al., 2002). Cet effet secondaire peut étre limité en restreignant I’expression
du GDNEF aux astrocytes. Ceci peut étre effectué de deux fagons différentes : en utilisant un
promoteur spécifique des astrocytes tel que le promoteur GFAP (glial fibrillary acidic
protein) (Jakobsson et al., 2004), en modifiant les protéines de 1’enveloppe du vecteur
lentiviral. Un large panel d’enveloppes issues de différents virus a été utilisé pour générer
des pseudotypes de vecteurs lentiviraux. En plus du VSV, différentes souches de la rage
(Mazarakis et al., 2001), du virus mokola (Brizard M., soumis), du «Lymphocytic
Choriomeningitidis Virus » (LCMV) (Watson et al., 2002; Wong et al., 2004; Stein et al.,
2005), du virus de la riviere Ross (Kang et al., 2002) ont été utilisés. Ces enveloppes
modifient le tropisme des vecteurs. Par exemple, les vecteurs lentiviraux pseudotypés avec
’enveloppe du virus de la riviere Ross ciblent plus efficacement les cellules gliales que les
neurones (Kang et al., 2002), alors que ceux pseudotypés avec le LCMV ciblent
préférentiellement les cellules souches neurales (Stein et al., 2005) et les cellules de gliomes
(Miletic et al., 2004; Steffens et al., 2004). En outre, les vecteurs lentiviraux dérivés de
I’EIAV (Equine infectious anemia virus) pseudotypés avec ’enveloppe de la rage peuvent
étre transportés par un transport rétrograde, ce qui permet leur injection a la périphérie
(Mazarakis et al., 2001). Cependant, il semble que le pseudotypage des vecteurs lentiviraux
ne dérivant pas de ’EIAV par cette enveloppe ne leur confére pas cette propriété de

transport (Sarkis et al., données non publiées).

Le transfert de géne dans le SNC peut étre compromis par une réponse immunitaire
innée ou adaptative contre les composants du virion ou du produit du transgéne. L’un des
atouts des vecteurs lentiviraux réside dans leur faible potentiel immunogene. En effet,
contrairement aux AAV (Peden et al,, 2004), aux HSV (Wood et al., 1994) et aux
adénovirus (Wood et al., 1996; Kajiwara et al., 1997; Kajiwara et al., 2000), ’injection dans
le SNC de rat n’induit pas de réaction immunitaire dirigée contre le vecteur (Abordo-
Adesida et al., 2005) ni d’extinction de ’expression du transgene (Kafri et al., 1997). Ces
données ouvrent la voie a l'utilisation de ces vecteurs en thérapeutiques humaines.
Cependant, 1’éventuelle nécessité d’une injection répétée de vecteur pour le traitement de
certaines pathologies du SNC, souléve a nouveau ce probléeme. En effet, la réponse
immunitaire liée a des injections répetées de vecteurs est mal connue. Un début de réponse

est apporté par les études menées dans notre laboratoire ainsi que celui de Baekelandt et ses
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collaborateurs. Suite a I’injection successive intracérébrale d’un vecteur lentiviral dérivé du
VIH-1, Pexpression du transgene n’est pas diminuée malgré une réponse humorale dirigée
contre ’enveloppe du vecteur (Baekelandt et al., 2002; Abordo-Adesida et al., 2005; Brizard
M, submitted). Ces études suggerent que |'injection répétée de vecteur lentiviraux n’altére

pas ’expression du transgene, ouvrant la voie a leur application clinique.

1.5. Thérapie génique des maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives se caractérisent par la mort lente et progressive des
neurones (Rego and Oliveira, 2003). Celle-ci peut étre engendrée par la production
aberrante de radicaux libres (Olanow and Arendash, 1994), par un transport axonal

interrompu (Stamer et al., 2002) ou par le dépot d’agrégats toxiques (AP, ou a-synucléine)

(Hardy and Orr, 2006).

Deux approches de thérapie génique sont envisageables pour ce type de pathologies.
La premiére dite thérapie génique restauratrice ou substitutive, consiste a pallier les déficits
induits par la mort neuronale. La deuxieme dite thérapie génique de protection, consiste a
protéger les neurones de la dégénérescence. Dans le cadre d’une thérapie génique de
substitution, des enzymes de biosynthése (Tyrosine hydroxylase, GTP cyclohydrolase,
Aromatic-acid  decarboxylase..) peuvent permettre de palier le déficit en
neurotransmetteurs induit par la mort neuronale. En revanche, dans le cadre d’une thérapie
génique de protection, différents facteurs thérapeutiques peuvent étre envisages,
notamment les facteurs trophiques tels que le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF
(Brain-derived Neurotrophic Factor), le CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor), le GDNF,
les enzymes anti-radicaux libres tels que la SOD (Superoxyde Dismutase) ou GPx
(Glutathion Peroxydase), ou les enzymes antiapoptotiques tels que Bcl-2 et Bel-xL. Ces
facteurs se sont montrés particulierement efficaces pour protéger les neurones lors d’un
apport direct dans le cerveau sous forme de protéines dans des modeles murins et de
primates (Alberch et al., 2004; Kirik et al., 2004; Tuszynski and Blesch, 2004). Basés sur ces
résultats, des essais cliniques d’infusion intracérébroventriculaire du GDNF ont été

entrepris. Un premier essai clinique de phase I a été entrepris par Nutt et ses collegues
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(Nutt et al., 2003). Cet essai testant I'infusion intracérébroventriculaire de GDNF a [’aide
d’une canule, n’a aboutit a aucune amélioration des symptomes moteurs des patients et au
contraire a révélé la survenue d’effets secondaires associés a la localisation du GDNF dans
le ventricule. Par la suite, une étude de phase I a été réalisé par une équipe britannique dans
laquelle la protéine GDNF était infusée directement a l’aide d’un cathéter relié a une
pompe dans le putamen de cinq patients parkinsoniens (Gill et al., 2003; Patel et al., 2005).
L’infusion chronique de GDNF a permis une amélioration significative des fonctions
motrices chez tous les patients. Une analyse post mortem a révélé que ces effets bénéfiques
étaient en particulier la résultante de formation de collatérales dans le striatum (Love et al.,
2005). Bien que I’ensemble de ces résultats ait été confirmé un an aprés par une étude de
phase I portant sur dix patients (Slevin et al., 2005), I’interprétation des résultats de ces
études cliniques est limitée par ’absence de groupe contrdle ayant recu un placebo et par le
faible nombre de patients participants. Récemment, une nouvelle étude est venue
contredire ces résulats (Lang et al., 2006). Contrairement aux premieres études, cet essai n’a
vu aucune amélioration significative des symptomes des patients traités en comparaison des
patients ayant regu le placebo. Ces résultats ont poussés les instigateurs a arréter 1’essai, sans
que ne soit évalué les causes du manque d’efficaité du GDNF. Cependant, le caractére
protéique de ces facteurs limite leur utilisation a long terme. Leur instabilité, leur vitesse de
dégradation ainsi que leur inactivation par les protéines plasmatiques limitent leur
efficacité. De plus, le franchissement de la barriére hématoencéphalique constitue un
obstacle supplémentaire a l’injection intraveineuse de ces protéines thérapeutiques.
L’administration  directe et continue par voie intracérébroventriculaire ou
intraparenchymateuse est une méthode invasive et associée a un risque élevé d’infections.
Enfin, 'instabilité des facteurs trophiques nécessite ’'administration de grandes quantités de
protéines. Ces limites peuvent étre contournées par ’expression locale et a long terme de
ces facteurs thérapeutiques par le biais de vecteurs viraux. Plusieurs approches
expérimentales ont démontré lefficacité de vecteurs exprimant des facteurs
neurotrophiques dans les modeles de maladies neurodégénératives. En particulier, nous
avons montré pour la premiére fois au laboratoire que des vecteurs adénoviraux exprimant
le GDNF sont efficace pour prévenir la mort des neurones dopaminergiques dans des
modeles murins de maladie de Parkinson (MP) (Bilang-Bleuel et al., 1997). D’autres études

émanant du LGN ou d’autres laboratoires sont venues confirmer ’effet protecteur du
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GDNF exprimer par des vecteurs adénoviraux (Connor et al., 1999; Connor et al., 2001;
Do Thi et al., 2004; Do Thi et al., 2006) ou lentiviraux (Bensadoun et al., 2000; Kordower
et al., 2000) sur la mort des neurones dopaminergiques dans des modeles de MP. Les
vecteurs viraux se sont également révélés efficace dans des modéles de la maladie
d’Alzheimer (MAlz) (Zou et al., 2002; Wu et al., 2004; Tuszynski et al., 2005), de la maladie
de Huntington (MH) (Bemelmans et al., 1999; de Almeida et al., 2001; Regulier et al., 2002;
Kells et al., 2004) ou encore de maladies neuromusculaires comme la Sclérose Latéral
Amyotrophique (SLA) (Aebischer et al., 1996; Acsadi et al., 2002; Klein et al., 2005) ou
I’Amyotrophie Spinale (Haase et al., 1997; Haase et al., 1999; Watabe et al., 2001). De
méme, Pexpression des facteurs antiapoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (Waldmeier, 2003), mais
aussi des enzymes SOD et GPx, ont permis de prévenir la mort neuronale dans des modeles
de MAlz (Blomer et al., 1998; Barkats et al., 2000), de MP (Ridet et al., 2006) et de SLA
(Azzouz et al., 2000).

La thérapie génique des maladies neurologiques nécessite une expression stable et a
long terme du (des) facteur(s) thérapeutique(s). Les vecteurs lentiviraux remplissent cette
obligation, puisque le transgéne est détecté plus de seize mois apres I'injection dans le SNC
(Kordower et al., 2000; Balaggan et al., 2006). De plus, leur simplicité d’utilisation, leur
biosécurité et leur production aisée en font des vecteurs de choix pour une application
thérapeutique aux pathologies du systéme nerveux. En outre, la transduction par un
vecteur lentiviral ne semble pas affecter les propriétés électrophysiologiques du neurone
(Dittgen et al., 2004). Cependant, dans des approches de neuroprotections, il sera nécessaire
de cibler les astrocytes pour l’expression des facteurs neurotrophiques. L’utilisation de
’enveloppe du virus mokola permet de répondre a ce besoin (Brizard M., soumis). Ces
caractéristiques sont des éléments importants pour ’application des vecteurs lentiviraux en
thérapie génique humaine. Toutefois, afin de garantir 'utilisation clinique de ces vecteurs,
il est nécessaire de contrdler I’expression du facteur thérapeutique et ceci afin de moduler
'apport de la protéine thérapeutique en fonction des besoins du patient, mais également
d’arréter le traitement en cas de complications graves. Les différents systémes de régulation
et leur incorporation dans des vecteurs lentiviraux seront documentés plus en détail dans le

chapitre III.
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Il. L’ARN interférence

La biologie moléculaire est rentrée dans ’ére post-génomique et permet aujourd’hui de
caractériser des genes impliqués dans des processus physiopathologiques et de les définir
comme cibles thérapeutiques. Jusqu’a présent, ’expression d’un gene pouvait étre modifiée
(surexpression ou Knock-out) en agissant directement sur le génome (ADN). Depuis la fin
des années 80, cet objectif est également devenu possible au niveau de ’ARN, molécule qui
constitue le support de la traduction de 'information génétique en protéine. La mise en
ceuvre des premiers outils développés (stratégie antisens, ribozyme...), bien que spécifiques
et directs dans le principe, s’est révélée peu efficace. Cette voie a connue un nouveau regain

d’intéreét suite a la découverte d’un mécanisme nommé I’ARN interférence (ARNi).

Il.1. Historique et découverte

En 1990, Richard Jorgensen, désireux de renforcer la couleur pourpre des fleurs de
pétunias, introduisit dans cette plante une copie supplémentaire du gene impliqué dans la
pigmentation, la chalcone synthase. Contre toute attente, il obtint le résultat inverse de
celui escompté : certaines plantes transgéniques avait des fleurs blanches (Napoli et al.,
1990). Ainsi, I’ajout du gene codant pour une protéine dont la synthése était déja assurée
par un geéne endogene avait conduit a linhibition de I’expression de cette protéine.
L’analyse moléculaire mit en évidence que cette dépigmentation résultait de la dégradation
spécifique des PARNm de chalcone synthase (Van Blokland et al., 1994). C’est la premiere
preuve expérimentale qui montre que I'introduction d’une copie supplémentaire d’un géne
pouvait entrainer simultanément son inactivation ainsi que celle du géne endogene. Cette
extinction de l’expression de geéne fit alors appelée phénomeéne de co-suppression car
’équipe de Richard Jorgensen pensait que I’extinction simultanée du geéne endogene et
exogéne homologue découlait d’une interaction entre eux (Napoli et al., 1990). Quelques
années plus tard, ce phénomene fut relié au phénomeéne de dégradation de I’ARN observe

chez le ver Caenorhabditis elegans (C. elegans) par les chercheurs de 'université d’Ithaca, Su
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Guo et Kenneth Kemphus. Ces derniers, pour définir le role du géne par-1 dans le
développement embryonnaire du ver ont injecté de ’ARN antisens dirigé contre ’ARN
messager (ARNm) de par-1 chez C elegans. Comme attendu, ils obtinrent une inhibition de
’expression de par-1. Cependant, I'injection d’ARN sens par-1 a conduit au méme résultat
mais ce phénomene ne put étre expliqué (Guo and Kemphues, 1995). 11 fallut attendre les
travaux de Fire et Mello pour qu’une explication soit proposée. Ces chercheurs ont montré
que l'introduction d’ARN double brin (ARNdb) dans des cellules de C. elegans pouvait
réduire ’expression spécifique de protéines en se liant a leur ARNm (Fire et al., 1998). La
formation I’ARNdb par complémentarité des bases entre les ARN sens et antisens
explique I'inhibition de Par-1 observée par Guo et Kemphus. Ce mécanisme fut nommé
ARN interférence (ARNi) ou inhibition post-transcriptionnelle (en anglais “Post-

Transcriptional Gene Silencing” PTGS).

L’ARNI est un mécanisme conservé au cours de 1’évolution qui se retrouve dans de
nombreux organismes : les plantes, la drosophile, C. elegans et les mammiféres y compris

I’homme (Fire et al., 1991; Romano and Macino, 1992; Pal-Bhadra et al., 1997).

1.2. Mécanisme

Le mécanisme de ’ARNI est un processus cellulaire présent chez les eucaryotes qui
régule ’expression génique de fagon transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle (Hannon,
2002). I’ARNi est déclenché par la présence d’ARNdb provenant soit de transposons
(Sijen and Plasterk, 2003; Vastenhouw and Plasterk, 2004), de virus (Lecellier and Voinnet,
2004) ou d’une nouvelle classe ’ARN régulateurs non-codants, les microARN (miARN)
(Lee et al., 2003). Au niveau post-transcriptionnelle, la reconnaissance d’ARNdb entraine
soit 1’élimination de PARNm correspondant, soit P'arrét de la traduction de la protéine.
Ceci se fait par un mécanisme en deux étapes : une étape d’initiation et une étape effectrice

(figure 13 (Dykxhoorn et al., 2003)).
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I1.2.1. Etape d’initiation

L’étape d’initiation de PARNi débute par la reconnaissance de ’ARNdb par une

nucléase. Celle-ci entraine la coupure de PARNdD et conduit a la formation de petits ARN
de 19 a 25 nucléotides, les siARN (pour “small interfering RNA”). Ces siARN comportent
des extrémités 3’ symétriques avec deux nucléotides débordants (Elbashir et al., 2001a).
Les études biochimiques menées chez la drosophile par Berstein et ses collégues en 2001,
ont montré que la nucléase responsable de la formation des siARN était une ribonucléase
de la famille de la RNase III, appelée Dicer (Bernstein et al., 2001). Cette enzyme, trés
conservée du ver C. elegans aux mammiferes, est localisée dans le cytoplasme, ce qui indique
que le mécanisme d’ARNI est essentiellement un processus cytoplasmique (Billy et al.,
2001). La protéine Dicer possede un domaine ARN hélicase dans sa région N-terminale, un
domaine PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille), deux domaines RNase III et un motif de liaison a
’ARNdb dans sa région C-terminale (figure 14) (Cerutti et al., 2000; Carmell and Hannon,
2004).

I1.2.2. Etape effectrice

Une fois formés, les siARN s’associent a un complexe dénommé RISC (“RNA
Induced Silencing Complex”), qui catalyse la dégradation des ARNm ou inhibe leur
traduction (Doench et al., 2003; Zeng et al, 2003). La différence de stabilité
thermodynamique dans I’appariement des deux brins du siARN a chacune des extrémités
détermine le brin du siARN qui sera sélectionné. Le brin dont I'extrémité 5’ est la plus
faiblement appariée est préférentiellement incorporé dans le complexe RISC (Khvorova et
al., 2003; Schwarz et al., 2003).

Le complexe RISC dont la taille varie de 150 kDa (Martinez et al., 2002a) a 500 kDa
(Hammond et al., 2000; Nykanen et al., 2001), a une composition variable selon les espéces.
Chez la drosophile, ou il a été identifié, il est composé d’au moins quatre protéines dont
une protéine de la famille Argonaute: Argonaute 2 (Ago2) (Hammond et al., 2000;
Hammond et al., 2001). Cette derniére est ’enzyme responsable de la coupure de ’ARNm

cible (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004) Les protéines Argonautes sont des protéines
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basiques d’une centaine de kDa. Elles possédent un domaine PAZ permettant de lier
’ARN simple brin (Song et al., 2003) et un domaine Piwi, possédant une activité RNase H,
situé A son extrémité C-terminale (figure 15) (Carmell et al., 2002; Hammond, 2005). La
plupart des organismes possédent plusieurs genes argonautes et le choix de I’argonaute
contenu dans le complexe semble influencer la fonction de RISC. Ainsi, en présence
d’Ago2 le complexe RISC provoque le clivage de ’ARNm cible, alors qu’en présence
d’Agol il bloque la traduction (Denli and Hannon, 2003). En plus des protéines argonautes,
le complexe RISC contient une hélicase ainsi qu’une nucléase (Hannon, 2002). La nucléase
Tudor-SN (Tudor Staphylococcal Nuclease) a été proposée comme étant ’enzyme
responsable du clivage des ARNm (Caudy et al., 2003). Cependant, d’autres études sont
venues contredire cette hypothese. En effet la nucléase Tudor-SN est une exonucléase
calcium-dépendante, alors que ’endonucléase contenue dans le complexe RISC posseéde une
activité dépendante du magnésium (Martinez and Tuschl, 2004; Schwarz et al., 2004). Le
complexe RISC contient également la protéine FXR (Fragile-X-related Protein), qui semble
permettre la liaison 4 ’ARN (Caudy et al., 2002; Ishizuka et al., 2002), ainsi que la protéine
VIG (Vasa intronic gene), dont la fonction est inconnue, mais qui contient également un

domaine de liaison a ’ARN (Caudy et al., 2002).

11.3. Les MicroARN

Le décryptage des mécanismes moléculaires régissant le développement du ver C.
elegans a conduit en 1993 a I'identification du premier microARN (miARN) (Lee et al.,
1993). Ce dernier est exprimé par le géne /in-4 en un petit ARNdb non codant en forme de
tige boucle de 22 nucléotides (figure 16a). /in-4 contrdle la transition du stade larvaire L1 au
stade L2. En effet, le mutant /in-4 réitere en permanence la phase L1 de son développement.
Toutefois, le phénotype sauvage peut étre restauré par ’expression d’un fragment ’ADN
codant un petit ARN de 22 nucléotides qui se fixe sur plusieurs sites de la région 3’UTR de
I'ARNm de /in-14. Cette fixation provoque I’arrét de la synthese de la protéine LIN-14 (Lee
et al., 1993; Wightman et al., 1993) qui est un répresseur de la transition du stade larvaire
L1 au stade L2 (Wightman et al., 1993). En 2000, soit sept ans apres la découverte de /in-4,

un nouveau miRNA, /let-7, a été identifié chez ce ver. Il contrdle la transition entre le stade
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larvaire L4 et le stade adulte. Le geéne let-7 code pour un miRNA de 21 nucléotides qui
inhibe I’accumulation des protéines LIN-41 et LIN-42 en se fixant sur la région 3°UTR des
ARNm correspondants. (Reinhart et al., 2000). L’ARNm de lin-41 contient également un
site de complémentarité de /in-4 dans la région 3’UTR, mais /in-4 ne semble pas réguler
’expression de /in-41 (figure 16b) (Slack et al., 2000). Le gene let-7 a la particularitée d’étre
conservé au cours de ’évolution. Ainsi, Iidentification d’homologues de let-7 dans de
nombreuses especes animales a conduit a la recherche systématique de miARN chez
d’autres especes. Ainsi, les miARN ont été mis en évidence dans divers organismes parmi
lesquels les plantes (Reinhart et al., 2002; Mallory and Vaucheret, 2006), les insectes (Lai,
2002; Brennecke et al., 2003; Stark et al., 2003), les vers (Lee et al., 1993; Reinhart et al.,
2000) et les vertébrés (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lagos-Quintana et al.,
2002; Mourelatos et al., 2002).

Les miARN constituent une classe d’ARN non codant de 21 & 25 nucléotides qui
controlent Iexpression génique au niveau post-transcriptionnel (Hutvagner and Zamore,
2002; Filipowicz et al., 2005). Les miARN sont transcrits par une ARN polymeérase II (Lee
et al., 2004) ou III (Borchert et al., 2006) en un pri-miARN d’environ 125 nucléotides.
Celui-ci est ensuite clivé dans le noyau par la protéine Drosha pour libérer un précurseur
en forme d’épingle & cheveux d’environ 70 nucléotides, dénommé pré-miARN (Lee et al.,
2003). Ce dernier est alors exporté du noyau vers le cytoplasme par la protéine Exportin-5
(Lund et al., 2004) ou il est pris en charge par la nucléase Dicer qui le découpe pour former
des miARN matures de 22 nucléotides (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting
et al., 2001; Cavaille, 2004) (figure 17). Les miARN matures sont ensuite incorporés dans le
complexe RISC qui permet leur appariement par homologie de base a I’ARNm
complémentaire. Une complémentarité partielle du miARN a PARNm conduit a la
répression de la traduction (Grishok et al., 2001) alors qu’une complémentarité parfaite

conduit au clivage de PARNm (Hutvagner and Zamore, 2002).
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11.4. ARNi et régulation de la transcription

Le mécanisme de I’ARNi ne semble pas agir uniquement au niveau de ’ARNm. En
effet, des études récentes ont montré que la machinerie de PARNi affecte également
’expression des génes en agissant directement sur le génome. Il s’agit alors d’un mécanisme
d’extinction transcriptionnelle appelé TGS (Transcriptional Gene Silencing) (Almeida and
Allshire, 2005; Bayne and Allshire, 2005).

Cette action directe de I’ARNI sur la chromatine a été mise en évidence chez la plante.
L’introduction d’ARNdb dans les cellules d’Arabidopsis thaliana déclenche la méthylation
de PADN correspondant (Wassenegger et al., 1994; Mette et al., 2000). Depuis, plusieurs
travaux ont montré l’existence de TGS dans d’autres espéces, notamment la levure (Noma
et al., 2004; Verdel et al., 2004), C. elegans (Dudley et al., 2002; Grishok et al., 2005), la
drosophile (Pal-Bhadra et al., 1997) et ’homme (Kim et al., 2006). Récemment, il a été
démontré que certaines protéines impliquées dans le mécanisme d’ARNi avaient un role
dans les mécanismes de réarrangement du génome (Mochizuki et al., 2002), la répression de
’expression des genes (Janowski et al., 2006; Kim et al., 2006) et dans la ségrégation des

chromosomes (Provost et al., 2002; Volpe et al., 2002; Hall et al., 2003).

I1.5. Expression des siARN

L’inhibition spécifique de genes peut étre obtenue dans des cultures de cellules par
’apport de molécules de siARN chimiquement synthétisées (Caplen et al., 2001; Elbashir et
al., 2001b). Toutefois, ces méthodes ne permettent qu’une inhibition a court terme de
’expression d’un gene. Une inhibition a plus long terme peut étre obtenue par la synthese
endogene de ces siARN par un vecteur plasmidique (Brummelkamp et al., 2002; Miyagishi
and Taira, 2002; Sui et al., 2002; Yu et al., 2002) ou par un vecteur viral (Abbas-Terki et al.,
2002; Qin et al.,, 2003; Rubinson et al., 2003). Deux stratégies sont possibles pour
synthétiser les siARN dans les cellules a partir de ces vecteurs (figure 18). La premiere
repose sur l’utilisation de deux promoteurs indépendants pour exprimer les brins sens et
antisens du siARN, qui s’hybrident apres leur synthése dans le noyau (Miyagishi and Taira,

2002). La seconde consiste a exprimer le brin sens et antisens du siARN a partir du méme
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promoteur sous la forme d’une structure en forme d’épingle a cheveux , le sShARN (« short
hairpin RNA »)(Paddison et al., 2002; Yu et al., 2002). Cette boucle sera coupée par

’enzyme Dicer pour former un siARN fonctionnel.

La présence d’une extrémité polyA empéche Deffet inhibiteur des siARNs (Xia et
al., 2002). Les shARNSs doivent par conséquent étre exprimeés par I’ARN polymeérase III qui
permet la synthése I’ARN d’une taille réduite puisque cinq Thymidines suffisent pour
arréter la transcription. Les promoteurs de I’ARN polymérase III, comme le promoteur H1
(Abbas-Terki et al., 2003 ; Tiscornia et al., 2003), 7SK (Czauderna et al., 2003; Sotirova et
al., 2006) ou le promoteur U6 (Qin et al., 2001, Rubinson et al., 2003 ; Stewart et al., 2003),

ont été utilisés avec succes pour exprimer les shARNS.

Plusieurs études ont montré que l’expression intracellulaire des siARN par des
vecteurs plasmidiques et viraux a permis une inhibition plus efficace du gene cible qu’avec
une administration exogene des siARN (Brummelkamp et al.,, 2002; Lee et al., 2002;
Miyagishi and Taira, 2002). De plus, le systéme basé sur I’expression de shARN est plus
efficace que le systéme basé sur la synthése du duplex siARN a partir de deux promoteurs
(Yu et al., 2002). L’utilisation de vecteurs, et particulierement des vecteurs lentiviraux,

permet d’envisager une expression a long terme des shARN.

11.6. Applications thérapeutiques

L’ARNI s’est révélé étre une innovation importante en meédecine moléculaire
moderne, au point que le magazine Science la déclare “découverte scientifique de I’année”
en 2002 (Couzin, 2002). En effet, ’ARNI est un meécanisme physiologique qui peut étre
exploité pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Contrairement aux
stratégies antisens ou triple hélice, qui nécessitent des concentrations importantes, les
siARN requierent peu de molécules pour activer ’ARN], évitant ainsi de déclencher des
effets secondaires. En outre, 'un des avantages majeurs de ARNI est sa trés haute
spécificité. L’introduction d’une seule mutation au sein du siARN abolit Peffet d’extinction

post-transcriptionnelle (Martinez et al., 2002b; Miller et al., 2003; Dykxhoorn et al., 2006;

48



Schwarz et al., 2006). Cette spécificité importante ouvre la voie a l'utilisation de la
technologie ARNi pour éteindre spécifiquement I’expression d’alleles portant une
mutation, une insertion ou une délétion. De ce fait, les applications médicales de ’ARNi
sont considérables. Elles peuvent concerner les pathologies causées par des alléles
dominants portant des mutations comme le cancer (Gartel and Kandel, 2006) ou les
maladies neurodégénératives (Davidson and Paulson, 2004; Miller et al., 2005¢; Thakker et
al., 2006), mais également pour combattre les infections virales (Lecellier and Voinnet,

2004; Ketzinel-Gilad et al., 2006).

Plusieurs travaux ont démontré les applications possibles de ’ARNi dans des
modeles cellulaires et animaux. Un siARN dirigé contre ’allele mutant de la protéine
suppresseur de tumeur p53 s’est révélé efficace in vitro pour inhiber l'allele mutant sans
affecter I’allele p53 sauvage, permettant ainsi la restauration du phénotype anti-oncogene de
la protéine p53 sauvage (Martinez et al., 2002b). Cette stratégie peut donc constituer un
outil thérapeutique intéressant pour guérir les pathologies associées aux mutations de p53
comme le syndrome de Li-Fraumeni. L’ARNI s’est également révélé efficace pour inhiber
’expression de protéines oncogenes issues d’une translocation chromosomique, qui sont a
’origine de nombreux cancers hématopoiétiques. Dans ce cas, le siARN a été congu pour
cibler la jonction entre les deux messagers (Wilda et al., 2002). Cette approche a permis de
supprimer la cytotoxicité causée par la surexpression du récepteur aux androgenes
comprenant des répétitions d’acides aminés glutamine, modeéle de ’atrophie musculaire

spinobulbaire (SBMA) (Caplen et al., 2002).

En ce qui concerne le SNC, malgré le nombre important d’études documentant la
capacité des siARN a réduire ’expression d’un géne dans des cultures de neurones
(Krichevsky and Kosik, 2002; Higuchi et al., 2003; Leucht et al., 2003; Bhattacharya et al.,
2004; Vasko et al., 2005; Jeske et al., 2006) et dans les cellules gliales (Nicchia et al., 2003;
Gan et al., 2004; Zhang et al., 2004; Lee et al., 2005; Rozovsky et al., 2005; Takenaga and
Kozlova, 2006), deux problémes majeurs se posent: 1) la présence de la barriere
hématoencéphalique restreint ’entrée des siARN a partir de la circulation périphérique, ce
qui rend inefficace toute approche systémique pour inhiber un gene dans le cerveau et 2) la

variété cellulaire considérable du SNC rend difficile une inhibition spécifique dans un seul
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type de cellule. Par conséquent, il est nécessaire d’exprimer les siARN localement et
spécifiquement dans les structures cérébrales atteintes. De plus, au niveau cellulaire, il est
important de maitriser le type cellulaire ciblé afin d’éviter tout effet non désiré. Pour
répondre a ces contraintes, l'utilisation des vecteurs viraux représente un moyen pour
permettre 1’application de ’ARNI en thérapeutique humaine. De nombreuses études ont
montré |'utilisation de vecteurs viraux pour l’expression de shARN dans le systéme
nerveux central. La preuve de principe a été apportée pour la premiere fois en 2002 par
’équipe de Beverly Davidson qui a montré que 'injection d’un vecteur adénoviral codant
un siARN dirigé contre ’eGFP pouvait éteindre I’expression de ce gene dans le striatum de
souris transgéniques le surexprimant (Xia et al., 2002). Un an plus tard, Chris Van den-
Haute et collaborateurs ont montré efficacité des vecteurs lentiviraux dans ce type
d’approches (Van den Haute et al., 2003). L’injection d’un vecteur codant un siARN
dirigée contre 'eGFP dans le striatum de souris, suivie une semaine apres de I'injection
d’un vecteur lentiviral codant la protéine, a conduit a une inhibition de ’expression de
celle-ci de plus de 75%. Cette inhibition s’est maintenue six mois apres transduction,
démontrant ainsi P’efficacité d’un vecteur lentiviral pour une expression a long terme d’un
shARN (Van den Haute et al., 2003).

Les vecteurs viraux se sont révélés efficaces pour déclencher I’ARNI dans différents
modeles murins de pathologies. En particulier cette stratégie a été utilisée dans un modele
murin (modele G93A) de la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA). La SLA familiale est
une maladie neurodégénérative caractérisée par la mort des motoneurones dans le cerveau
et la moelle épiniere, résultant de la mutation (G93A) du gene de la SOD1 (Cu/Zn
Superoxide dismutase 1). L’injection dans la moelle d’un vecteur lentiviral exprimant un
shARN dirigé contre la SOD1 dans ce modele, a permis de retarder 1’apparition de la
maladie, ainsi que la réduction de I’atrophie musculaire (Raoul et al., 2005). Des résultats
similaires ont été obtenus apres injection intramusculaire d’un vecteur EIAV (Ralph et al.,
2005) ou d'un AAV (Miller et al., 2005b) dans le méme modéle. D’autres preuves
expérimentales de la capacité des vecteurs viraux a exprimer un shARN dans des
pathologies du systéme nerveux central ont été apportées. Ainsi, des vecteurs recombinants
AAV ont été utilisés pour traiter par ARNI des modeles murins de maladies par expansion
de polyglutamine, telles que la maladie de Huntington (Harper et al., 2005) ou l’ataxie

spinocérebelleuse de type 1 (SCA1, spinocerebellar ataxia type 1) (Xia et al., 2004). Des
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vecteurs lentiviraux exprimant des shARN ont également été utilisés dans des modeles de

maladie d’Alzheimer (Singer et al., 2005) et de Parkinson (Sapru et al., 2006).
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lll. Stratégies de régulation de I’expression d’un géne

Ill.1. Pré-requis des systémes de régulation

Comme nous I’avons vu precédemment (chapitre I), pour des raisons de biosécurité,
'application clinique de la thérapie génique nécessite le développement de systemes
permettant le contrdle de expression de genes introduits dans les cellules. Quel que soit le
systéme de régulation choisi, celui-ci doit lui-méme répondre a certaines exigences
d’efficacité et de sécurité. Ainsi, il est nécessaire d’obtenir un systeme de régulation qui

réponde aux criteres suivants (Toniatti et al., 2004) :

- spécificité : Le systéme ne doit pas interférer avec les réseaux de régulation
endogenes et ne doit pas étre activable par un ligand endogene.

- sélectivité : 'induction doit se faire uniquement par un inducteur exogéne non
toxique

- inductibilité : le systeme doit avoir un niveau d’expression basal faible et une
induction rapide et élevée.

- biodisponibilité : 'inducteur doit étre une drogue biodisponible par voie orale et
capable de pénétrer les types tissulaires ciblés.

- réversibilité : I'inducteur doit avoir une cinétique d’élimination rapide dans tous
les tissus pour permettre des cycles répétés et rapides d’induction/répression.

- faible immunogénicité : activateur de transcription et 'inducteur doivent avoir
un potentiel immunogene le plus faible possible.

- dose-dépendance : la réponse du systeme doit étre modulable par variation de la
concentration de 'inducteur.

- flexibilité : les composants du systeme de régulation doivent étre constitué de
modules interchangeables. En effet, en fonction des différentes configurations

, : C : , e , X
thérapeutiques ou tissus a cibler, il est nécessaire d’optimiser ou d’adapter le systeme.
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En thérapie génique, la stratégie thérapeutique repose sur I’apport, ou I'inhibition
par le mécanisme de ’ARNI, d’un géne. Dans le premier cas, 'expression du transgene se
fait sous le controle d’un promoteur d’ARN polymeérase II. En revanche, dans le deuxiéme
cas, ’expression des siARN se fait sous le controle d’un promoteur d’ARN polymeérase III.
Plusieurs systemes de régulation ont été décrits pour moduler ’expression des transgenes

pour chacun de ces promoteurs.

1ll.2. Les systémes de régulation de I’expression d’un transgéne

I11.2.1. Regulation des promoteurs d’ARN polymerase II

IT1.2.1.1. Le systeme de régulation par la tétracycline

Le systeme de régulation par la tétracycline développé par Gossen et Bujard en 1992
dérive de 'opéron de résistance a la tétracycline du transposon Tnl0 d’Escherichia coli
(Gossen and Bujard, 1992). Chez la bactérie, la résistance est assurée par une protéine dont
’expression est induite par la tétracycline. Celle-ci ou son analogue, la doxycycline (Dox),
induit un changement conformationnel de la protéine répresseur de la transcription (TetR),
ce qui conduit a la dissociation des séquences opérateurs (TetO). Par contre, en absence de
tétracycline, TetR se dimérize et se lie sur TetO.

Pour créer le systeme de régulation, Gossen et Bujard ont mis a profit la capacité du Tet R
a se lier au TetO en absence de tétracycline. Pour ce faire, ils ont remplacé le domaine
d’activation de la transcription de TetR par le domaine d’activation de la transcription
VP16 du virus HSV pour générer une protéine transactivatrice artificielle tTA (tetracycline
Transactivator). Sept copies de la séquence de TetO ont été placées en amont d’un
promoteur minimal CMV. Ainsi, en absence de tétracycline, la protéine de fusion tTA se
fixe sur TetO et active la transcription. En revanche, en présence de tétracycline, la tTA
subit un changement de conformation qui empéche sa fixation sur TetO et inactive ainsi la
transcription (Gossen and Bujard, 1992) (figure 19a). Ce systéme appelé “Tet-off”, a permis

une induction de I’expression d’un géne rapporteur d’un facteur 10° dans des cellules HeLa
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exprimant de fagon stable tTA en I’absence de tétracycline dans le milieu de culture
(Gossen and Bujard, 1992). Chez des souris transgéniques exprimant la luciférase ou la B-
galactosidase sous controle du systeme “Tet-off”, ’arrét de I’apport en doxycycline a permis
d’augmenter jusqu’a 5000 fois le taux d’expression du gene considéré (Furth et al., 1994). Ce
systeme a également été utilisé i vivo pour réguler 'expression de I'EPO (Bohl et al.,
1997), d’immunoglobulines (Perez et al., 2004) ou encore de la tyrosine hydroxylase dans le
cerveau (Corti et al., 1999b; Corti et al., 1999a). Afin de réduire les interactions possibles
entre tTA et des facteurs cellulaires endogenes, le domaine d’activation VP16 du tTA a été
amputé de 12 acides aminés. Ces modifications ont permis de créer un nouveau

transactivateur tTA mieux toléré a une forte concentration intracellulaire (Baron et al.,

1997).

Le systéme « Tet-off » implique un apport continu de ’antibiotique pour inhiber
’expression du gene d’intérét, ce qui risque d’entrainer la nécessité de traitement assez long
avec ’antibiotique. Partant de ce constat, I’équipe d’Hermann Bujard a identifié un mutant
de TetR ayant un phénotype inverse, qui se fixe sur TetO en présence de tétracycline. Ce
nouveau transactivateur nommé rtTA (reverse tetracycline Transactivator) possede quatre
acides aminés mutés dans TetR. Par analogie a “Tet-off”, ce systeme a été nommé “Tet-on”
(Gossen et al., 1995) (figure19b).

L’activation du systeme Tet-on s’est révélée plus rapide que celle du systéme Tet-off, qui
dépend de I’élimination de la doxycycline. En effet, un facteur d’induction supérieur a 1000
a été observé dans des cellules HeLa exprimant le rtTA de fagon constitutive en présence de
doxycycline dans le milieu de culture. De méme, chez des souris transgéniques exprimant le
gene rapporteur luciférase sous controle du systéme “Tet-on”, 'apport de doxycycline a
permis d’induire expression du transgene d’un facteur supérieur a 10° (Kistner et al., 1996).
Toutefois, le systéme Tet-on est moins sensible a 'inducteur que le systéme Tet-off, ce qui
souléve la question de la concentration minimale de doxycycline nécessaire pour induire le
systeme Tet-on de fagon efficace in vivo. Cependant, cette faible sensibilité du rtTA a la
doxycycline peut devenir un avantage et peut étre exploité pour permettre une régulation
différentielle de deux genes différents avec deux concentrations d’antibiotiques différentes.
Ainsi, les deux transactivateurs tTA et rtTA ont été utilisés pour moduler

indépendamment I’expression de deux genes rapporteurs. Ceux-ci peuvent €tre maintenus
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dans un état de pré-activation a une concentration intermédiaire de doxycycline (Baron et
al., 1999). Plus récemment, une approche par évolution virale a permis d’isoler des variants
de rtTA qui, en présence de doxycycline, sont 25 fois plus sensibles et 5 fois plus actifs que

le rt'TA original sans affecter I’activité basale en absence de I'inducteur (Das et al., 2004).

En plus de la faible sensibilité a 'inducteur, le systeme Tet-on présente une activité
résiduelle due a une affinité du rtTA au TetO en absence de doxycycline. Pour remédier a
cette fuite d’expression en absence de Il’inducteur, des mutations aléatoires sur le
transactivateur tTA ont été effectuées. Cette stratégie a permis d’isoler deux nouveaux
transactivateurs dénommeés rtTA2-S2 et rtTA2-M2 qui possedent une meilleure sensibilité a
’inducteur et une activité basale réduite en absence de doxycycline (Urlinger et al., 2000).
rtTA2-S2 présente un niveau basal plus faible que rtTA2-M2, mais ce dernier présente
néanmoins ’avantage d’étre environ 10 fois plus sensible a la doxycycline. (Urlinger et al.,
2000; Lamartina et al., 2002). Ces nouveaux transactivateurs ont été utilisés avec succes 7
vivo pour controler expression de nombreux transgénes apres transfert dans différents
tissus, et avec une grande variété de vecteurs (Aurisicchio et al., 2001; Lamartina et al.,
2002; Salucci et al., 2002; Koponen et al., 2003). Toutefois, malgré les améliorations
apportées, ces nouveaux transactivateurs présentent toujours une fuite d’expression
importante en absence d’inducteur. Pour réduire la fixation du rtTA sur les TetO en
absence d’inducteur, un répresseur de la transcription ou “silencer” tTS (tetracycline
Transcriptionnal Silencer), également dépendant de la tétracycline, a été utilisé (Freundlieb
et al., 1999). En absence de doxycycline, tTS se fixe sur TetO a la place du rtTA, ce qui
inhibe efficacement la transcription. En revanche, en présence de doxycycline, cette
répression est levée, ce qui entraine la fixation de rtTA et induit la transcription. Le tTS est
une protéine de fusion entre le domaine répresseur de KRAB (Kruppel-Associated Box) de
la protéine humaine Kid-1 et le domaine de fixation a ’ADN de TetR. Plusieurs études ont
montré que la combinaison du systéeme rtTA avec tTS permet de réduire ’expression basale
d’un gene in vivo (Zhu et al., 2001; Salucci et al., 2002; Lamartina et al., 2003; Mizuguchi et
al., 2003). Pour optimiser ’apport de ce systéme activation /répression, tous les
composants ont été introduits dans un seul vecteur adénoviral et évalués in vitro et in vivo
(Salucci et al., 2002; Mizuguchi et al., 2003; Rubinchik et al., 2005; Xiong et al., 2006).

Toutefois, il a été montré que 'inclusion de tTS induisait une diminution de ’activation du
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transgene (Lamartina et al., 2003), et que cette activation était progressivement perdue dans
des cellules CHO transduites avec un vecteur lentiviral exprimant a la fois rtTA2-M2 et
tTS¥ (Barde et al., 2006). Une faible activité basale et un fort taux d’induction ont toutefois

été observés dans cette étude (Barde et al., 2006).

Une approche différente pour controler ’expression de rtTA et de ce fait
’expression du transgene en absence d’inducteur, consiste a placer expression du rtTA
sous “autorégulation” (Chtarto et al., 2003). Cette stratégie a permis iz vitro une expression

basale faible et un niveau d’expression du gene d’intérét supérieur a celui obtenu avec un

promoteur CMV (Markusic et al., 2005).

Les systémes de régulation par la tétracycline se sont illustrés avec succes dans leurs
capacités a contrdler efficacement un geéne d’intérét in vitro et in vivo, ce qui fait d’eux
aujourd’hui des outils de choix pour la régulation de I’expression de génes dans des cellules
de mammiferes. Partant de ce constat, nous avons utilisé le systeme “Tet-on“ dans le cadre

de notre étude.

I11.2.1.2. Le systeme de régulation par ’ecdysone

Durant la morphogenese des insectes, en particulier chez la drosophile, I’ecdysone
déclenche une cascade de changements morphologiques via un récepteur hétérodimérique
composé du récepteur nucléaire a ’ecdysone (EcR) et du récepteur nucléaire ultraspiracle
(USP). En présence de ’hormone, le récepteur EcR complexé a USP se lie a des éléments de
réponse (ER) a I’ecdysone qui sont présents dans les régions promotrices de génes
répondant aux ecdystéroides, ce qui permet une transactivation de la transcription (Thomas
et al., 1993). Basé sur ces observations, I’équipe de Ronald Evans a crée un systéme de
régulation adapté aux mammiferes (No et al., 1996). Toutefois, ’origine des composants du
systeme de régulation par I’ecdysone des insectes peut entrainer une réponse immunitaire
qui limite ['utilisation de ce type de systéme en thérapie humaine. Cependant, ce systéme
de régulation n’en demeure pas moins un outil formidable de contrdle de I’expression d’un

transgene, qui trouve de nombreuses applications en recherche fondamentale.
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Le systeme de régulation par 1’ecdysone repose sur la capacité de cette hormone a
dimériser deux proteines pour former un hétérodimere capable de se fixer a des domaines
de liaisons sur ’ADN spécifiques situés en amont d’un promoteur. Cette fixation déclenche
la transcription. Pour ce faire, le domaine d’activation de EcR a été remplacé par le
domaine d’activation VP16 du virus HSV pour générer un transactivateur chimeérique
EcR/VP16. Le géne USP a été remplacé par son homologue chez les mammiféres: le
récepteur alpha au rétinoide X (RXRa). En présence de I’ecdysone ou de son analogue, la
muristérone A, le transactivateur ECR/VP16 se lie a RXR et forme un complexe dimérique
qui se lie aux séquences ER situées en amont du promoteur du gene d’intérét. La
transcription est ainsi activée (figure 20). La co-expression de RXR avec le récepteur
hétérodimérique dans des cellules 293 permet une stimulation jusqu’a 10* fois du géne
rapporteur en présence de 1uM de muristérone A (No et al., 1996). Ce systéme s’est
également réveélé efficace in vivo. Le niveau basal d’expression est tres faible en absence de
I'inducteur. En revanche, en présence de 'inducteur, une induction significative a été
obtenue (No et al., 1996). La nature lipophile de la muristérone A permet la diffusion
efficace dans tous les tissus y compris dans le cerveau. De plus, sa durée de vie trés courte,
son absence de toxicité dans les cellules de mammiferes iz vitro et in vivo représentent un
avantage certain pour l'utilisation de ce systéeme en thérapie génique expérimentale.
Toutefois, il nécessite ’expression simultanée de ces trois composants (Ecr/VP16, RXR et
le transgene) dans les cellules cibles et la surexpression du récepteur RXR risque d’entrainer

des effets pléiotropiques en interférant avec des voies de transduction endogenes.

RXR est exprimé de fagon ubiquitaire dans les cellules de mammiféres. Cependant, a
’exception des cellules 293, ’expression basale de RXR dans les cellules de mamifeéres n’est
pas suffisante pour la formation de I’hétérocomplexe EcR/RXR en présence d’ecdysone
(Yao et al., 1992; Thomas et al., 1993; Yao et al., 1993). En effet, la formation de
I’hétérocomplexe EcCR/RXR nécessite un rapport équimolaire entre les deux protéines.
Cette limite a été levée par Iexpression bicistronique des deux protéines (Ecr et RXR) a
partir d’'un promoteur CMV, ce qui a permis d’obtenir un taux important d’inductibilité

(Wyborski et al., 2001). Ce systéme a récemment été introduit dans un vecteur lentiviral et

évalué in vivo (Galimi et al., 2005). Dans cette étude, des cellules souches hématopoiétiques
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ont été transduites avec deux vecteurs lentiviraux, ’'un exprimant a la fois EcR et RXR et
’autre exprimant le géne rapporteur GFP. Quatre mois apres greffe de ces cellules, une
expression de GFP a pu étre détectée lorsque les animaux ont été traités avec ’analogue de
’ecdysone, démontrant ainsi P’efficacité d’un tel systéme pour controler expression d’un
gene d’intérét dans le cadre d’une approche ex vivo. Cette approche, nécessite I'utilisation
de deux vecteurs viraux.

En paralléle, une nouvelle version du systéme ecdysone, qui ne nécessite pas de RXR, a été
développée. Celle-ci est fondée sur le récepteur a l’ecdysone du ver a soie (Bombix
mori)(BmEcR), qui permet un fort niveau de transactivation apreés traitement par un
agoniste de l’ecdysone, le tebufénozide (Suhr et al., 1998). En tirant profit de cette
propriété, Hoppe et ses collegues ont développé un nouveau transactivateur composé pour
sa partie de liaison 2 ’ADN de I’EcR de la drosophile, et pour sa partie activatrice, du
domaine activateur de BmEcR (Hoppe et al., 2000). Ce transactivateur s’est reveleé efficace
apres transduction de cellules de mammiféres par un seul vecteur adénoviral, en présence de
ponastérone A (analogue de I’ecdysone) ou d’un diacylhydrazine GS-E (agoniste non
stéroidien de I’ecdysone). La fonctionnalité de ce systéme a également été démontrée in

vivo apreés injection d’un vecteur adénoviral dans le muscle cardiaque de rat et traité ou non

avec le GS-E (Hoppe et al., 2000).

La recherche de nouveaux ligands capables d’améliorer ’efficacité du systéme de
régulation par Pecdysone a conduit a I'identification de plusieurs phytoecdystéroides,
comme la ponastérone A, qui se sont montrés tres efficaces comme activateurs de
’expression d’un transgene iz vitro et in vivo (Saez et al., 2000). De plus, une meilleure
sélectivité entre inducteurs a été obtenue par l'utilisation d’un récepteur muté a ’ecdysone
de Pespece Choristoneura fumiferana (CfEcR) (Kumar et al., 2002). Ce récepteur a perdu la
capacité de liaison et de transactivation en présence de stéroides, mais pas en présence de
ligands non stéroidiens comme GS-E (Kumar et al., 2002). Ce systéme peut étre utile pour
controler Pexpression de transgenes chez les insectes ou les plantes qui possédent des
ecdystéroides endogenes. Pour réduire I’activité basale et augmenter le niveau d’induction,
de nouveaux transactivateurs basés sur CfEcR ont été utilisés (Karns et al., 2001; Palli et al.,
2003; Karzenowski et al., 2005). Une meilleure sensibilité & 'inducteur a été obtenue par

I'utilisation d’un nouveau mutant de CfEcR, puisqu’une induction maximale a été obtenue
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avec une concentration de l'ordre du nanomolaire d’inducteurs non stéroidiens
(Karzenowski et al., 2005).

Les versions actuelles des systémes de régulation fondés sur le systeme ecdysone disposent
d’une forte sensibilité aux inducteurs stéroidiens ou, dans le cas des versions qui dérivent de
C/EcR, aux ligands non-stéroidiens. Ces performances, mais également [’absence
d’interactions avec des systémes de mammiferes, font de ces systémes de régulation des
outils intéressants pour la régulation temporelle de génes in vitro et in vivo. Toutefois, une
étude récente vient de mettre ’accent sur un effet potentiel des ecdystéroides dans les
cellules de mammiféres (Oehme et al., 2006). En effet, ’exposition de cellules de carcinome
du colon a la muristérone A entraine un effet antiapoptotique via I'inhibition de FasL et
TRAIL (Oehme et al., 2006). Ces résultats sont contraires aux précédentes publications
selon lesquelles les ecdystéroides n’influencent pas la physiologie cellulaire. Ces effets
semblent étre des effets directs des analogues de ’ecdysone sur la régulation de genes

\
endogenes.

I11.2.1.3. Le systeme de régulation par le mifépristone ou RU486

Le systéeme de régulation par le mifépristone est fondé sur les propriétés d’un
mutant du récepteur a la progestérone humaine (hPR). Une délétion dans la partie C-
terminale du récepteur entraine la perte de fixation de la progestérone, mais n’empéche pas
une interaction avec les antagonistes comme le mifépristone (ou RU486). Une fois activé, le
récepteur muté agit comme un agoniste en activant la transcription (Vegeto et al., 1992). Le
remplacement du domaine de liaison a ’ADN de hPR par celui de Gal-4 (GL) a éliminé la
possibilité d’activation de genes endogenes, et sa fusion avec le domaine d’activation de
VP16 (VP) crée un nouveau transactivateur chimeérique (GLVP) fort (figure 21) (Wang et
al., 1994). En présence d’une concentration faible (0,01 2 1 nM) de RU486, ce récepteur
chimérique s’est révélé particulierement efficace in wvitro pour activer un gene endogene
placé sous le contrdle d’un promoteur minimal contenant en amont les éléments de
réponse de GAL-4 (Wang et al., 1997b). Ce systeme a également été évalué chez des souris

transgéniques exprimant GLVP et ’hormone de croissance (hGH) sous contrdle d’un
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promoteur inductible (Wang et al., 1997a). En présence de doses de 250 a 500 ug/kg de
RU486, ’expression de hGH a pu étre augmentée jusqu’a 3500 fois.

Dans le but d’une éventuelle application chez I’homme, le domaine d’activation
VP16 du transactivateur a été remplacé par le domaine d’activation de la sous unité P65 du
facteur NF-kB humain (Burcin et al., 1999). Un niveau basal faible de transactivation a été
mesuré en absence d’inducteur. Cependant, le transactivateur étant lui méme contrdlé par
un promoteur contenant des éléments de réponse de GAL-4, la fuite en absence de ligand a
pu étre réduite (Abruzzese et al., 2000). Enfin, une nouvelle version du systéme
mifépristone, dénommé GS4, a été développée dans laquelle le domaine GAL4 est tronqué,
permettant d’éviter la dimérisation spontanée du transactivateur, réduisant encore le niveau
d’expression basale (Nordstrom, 2002).

Les avantages du systéme de régulation par la mifépristone résident dans la faible
activité basale et la rapidité d’induction de Pexpression du gene d’intérét. De plus, une
concentration de 50 a 250 pg/kg de mifépristone est suffisante pour induire I’expression du
du gene rapporteur in vivo (Ye et al., 2002). Cette concentration est 40 4 80 fois inférieure a
la dose prescrite pour un effet contraceptif. Toutefois, les niveaux d’expression obtenus
avec ce systeme restent faibles par rapport a ceux obtenus avec le systéme inductible par la
tétracycline ou le systeme inductible par la rapamycine (Xu et al., 2003). Enfin, les
derniéres versions de transactivateurs développées a cette date contiennent le domaine de
liaison a PADN de GAL-4 de levure et de ce fait ne sont pas entiérement d’origine
humaine. Des risques immunogenes sont donc possibles, réduisant ainsi le potentiel de ce

systeme en thérapie humaine.

IT1.2.1.4. Le systeme de régulation par le tamoxiféne

Contrairement aux systémes de régulations tétracycline, ecdysone et mifépristone,
le systéme de régulation par le tamoxiféne est un systéme entierement d’origine humaine ce
qui constitue un atout pour toute application clinique. Ce systéme consiste en un nouveau
transactivateur composé du domaine de liaison 4 ’TADN de HNFla (Human hepatocyte
Nuclear Factor-1a), du domaine muté de liaison au ligand du récepteur a I’oestrogene et

pour sa partie activatrice, du domaine activateur de la sous-unité p65 de NF-kB (figure 22)
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(Roscilli et al., 2002). Ce transactivateur chimérique permet la fixation du 4-
hydroxytamoxifene (4-OHT), mais a perdu la capacité de lier I’oestradiol. Ainsi en présence
de 4-OHT, ce systéme a permis iz vitro d’obtenir un taux d’induction de la transcription
d’un facteur 1000 et iz vivo d’un facteur 100. De plus, une expression a long terme (jusqu’a
10 mois) d’erythropoiétine a été obtenue via ce systéme chez des souris traitées chaque jour
avec du 4-OHT (Roscilli et al., 2002).

L’utilisation d’un transactivateur d’origine humaine permet de s’affranchir des effets
immunogenes possibles. De plus, le tamoxiféne qui est transformé iz vivo en 4-OHT, est
une molécule largement utilisée en clinique. Ces criteres sont des éléments en faveur de
'utilisation de ce systeme en thérapeutique humaine. Cependant, des développements
accrus, et particulierement ’'amélioration de I’affinité du transactivateur au tamoxiféne sont
nécessaires. En effet, les doses de tamoxiféne nécessaires a I’activation du systeme de
régulation excedent les doses prescrites en clinique. Il a été mis en évidence qu’un exces de
tamoxifene peut induire des effets secondaires importants et notamment des cancers de
'utérus ou des bouffées de chaleur (Toniatti et al., 2004). Pour s’affranchir de ces effets
secondaires, une voie possible serait l'utilisation de I’évolution dirigée pour créer de
nouveaux transactivateurs plus affins au tamoxiféne et ainsi apporter des garanties

supplémentaires a I'utilisation de ce systeme en thérapeutique humaine.

I11.2.1.5. Le systéeme de régulation par la rapamycine

Ce systeme de régulation est fondé sur la capacité de la rapamycine, une molécule
immunosuppressive a induire la dimérisation de la protéine cellulaire FKBP12 (FK506
Binding Protein) avec la protéine kinase FRAP (FKBP12 Rapamycin-Associated Protein ou
mTOR) (Pollock and Clackson, 2002). Partant de ce constat, il a ét¢ développé un systeme de
régulation qui repose sur le controle de la dimérisation de deux protéines chimeériques qui
sont inactives a |’état de monomeres et forment un facteur de transcription une fois
’hétérodimeére formé en présence de rapamycine. La premiere protéine chimérique est
composée du domaine de liaison a ’ADN et la deuxiéme contient le domaine d’activation
de la transcription. Les deux contiennent les domaines de liaison au ligand qui permettent

la dimérisation en présence de rapamycine ou son analogue naturel, FK506. Dans ce
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systéme, la premiere protéine chimere est une fusion entre le domaine de liaison a PADN
de la protéine ZFHD1 et trois domaines de liaison a la rapamycine de la protéine FKBP12.
La seconde protéine chimere est constituée du domaine de liaison FRB a la rapamycine de
la protéine cellulaire humaine FRAP fusionnée au domaine de transactivation de la
protéine NF«B p65. (Rivera et al., 1996) (Figure 23). La protéine ZFHDI1 reconnait la
séquence consensus spécifique TAATTANGGGNG sur ’ADN (Pomerantz et al., 1995).
Le gene cible est sous le controle d’un promoteur CMV minimal (Rivera et al., 1996) ou IL-
2 minimal (Pollock et al., 2000) qui porte en amont 12 séquences de liaison a ZFHD1. En
présence de rapamycine, ce systéme induit expression rapide du géne cible in vitro et in
vivo (Rivera et al., 1996; Magari et al., 1997; Pollock et al., 2000). L’amélioration majeure
de ce systéme a porté sur le domaine d’activation du transactivateur. Ainsi une version plus

activatrice a été réalisée en combinant les domaines d’activations des protéines p65 et HSF

(Human heat Shock Factor 1) humaines (Pollock et al., 2000).

Le systeme de régulation par la rapamycine a été inséré avec succes dans différents
vecteurs viraux parmi lesquels les vecteurs rétroviraux (Pollock et al., 2000), lentiviraux
(Kobinger et al., 2005), adénoviraux (Rivera et al., 1999; Auricchio et al., 2002a; Chong et
al., 2002), HSV (Wang et al., 2003) et AAV (Ye et al., 1999; Auricchio et al., 2002b;
Lebherz et al., 2005; Rivera et al., 2005).

L’absence d’induction du transgene, ainsi que ’absence d’interaction entre FKBP et
FRARP en absence d’inducteur, constituent un avantage certain de ce systeme de régulation.
En comparaison avec le systéme tétracycline et le systeme de régulation par les stéroides, le
systeme de régulation par la rapamycine presente une sensibilité plus importante a
'inducteur. De plus, comme pour le systeme tétracycline, le systéme rapamycine permet
une induction rapide et importante de I'expression du transgéne comparé au systéme de
régulation par les stéroides (Go and Ho, 2002; Xu et al., 2003). Toutefois, les propriétés
immunosuppressives de la rapamycine constituent un point faible de ce systeme de
régulation. Pour résoudre ce probléme, des analogues de la rapamycine qui n’ont pas
d’effets immunosuppresseurs mais qui gardent la capacité de déclencher la transcription,
ont été développés. Ces analogues contiennent des modifications des carbones 7 ou 16 de la

rapamycine, et conservent la capacité de dimériser les protéines contenant les domaines
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FKBP12 et FRB muté (FRB-T2098L) (Pollock and Clackson, 2002; Toniatti et al., 2004).
Ces analogues appelés AP22565 et AP21967 ont permis d’activer la dimérisation des deux
monomeres chimériques et de déclencher la transcription iz wvitro et dans des modeles
animaux de greffe (Chong et al., 2002; Pollock and Clackson, 2002). Depuis, d’autres
analogues ont été développés, notamment 1’AP22594 qui s’est révélé efficace pour controler
’expression de ’EPO dans le muscle de singe rhésus apres transduction par un vecteur
AAV (Rivera et al., 2005). De nouveaux ligands de dimérisation dérivés de FK506 ont

également été développés (Pollock and Clackson, 2002).

I11.2. 2. Régulation des promoteurs d’ARN polymérase III

I11.2.2.1. Description des promoteurs d’ARN polymérase I1I

I existe trois types de promoteurs d’ARN polymeérase III dénommés promoteurs de

types I a III (Paule and White, 2000; Schramm and Hernandez, 2002) :

- Le promoteur de type I est constitué du promoteur du géne de ’ARNS5S qui code pour les
petits ARN ribosomaux (Bogenhagen et al., 1980; Sakonju et al., 1980).

- Le promoteur de type II inclut le promoteur du géne VAI de I’adénovirus de type 2
(Fowlkes and Shenk, 1980), ainsi que le promoteur des ARN de transfert (Galli et al., 1981;
Hofstetter et al., 1981).

- Le promoteur de type III comprend : le promoteur du gene U6 qui code pour les petits
ARN nucléaires qui composent le spliceosome (Das et al., 1988; Kunkel and Pederson,
1988), le promoteur du géne 7SK (Murphy et al., 1986) dont le produit de transcription est
impliqué dans la régulation du complexe CDK9/cycline T (Nguyen et al., 2001), ainsi que
le promoteur du gene H1 qui code pour des composants de la Ribonucléase P (Bartkiewicz
et al., 1989). A la différence des promoteurs de type III, les promoteurs de types I et II sont
intragéniques. Ils ne peuvent donc étre utilisés pour ’expression régulée des shARN (figure

24).
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Nous ne détaillerons ici que cette classe de promoteur et plus particulierement le

promoteur U6 humain, utilisé dans notre étude’.

I11.2.2.2. Le promoteur U6 humain

Parmi les promoteurs d’ARN polymeérase III, le promoteur U6 est celui qui est le
mieux caractérisé. Le promoteur U6 humain est composé de trois éléments de séquences
qui sont situés a une position strictement définie du site d’initiation de la transcription : la
boite TATA a la position -24 4 -29, un élément de séquence proximal (ESP) de -47 a - 66 et
un élément de séquence distal (ESD) de -149 a -244 (figure 25) (Das et al., 1988; Kunkel and
Pederson, 1989). La boite TATA et ’ESP constituent le core du promoteur (Hernandez
and Lucito, 1988). La délétion, la subsitution de séquence et certaines mutations ponctuelles
dans la boite TATA abolissent complétement la transcription (Mattaj et al., 1988; Kunkel
and Pederson, 1989; Lobo and Hernandez, 1989; Parry and Mattaj, 1990). De méme, la
suppression de la boite TATA conduit & un changement de la transcription qui passe de
I’ARN polymérase III a ’ARN poymérase II (Mattaj et al., 1988; Lobo and Hernandez,
1989; Lescure et al., 1991). Egalement, la délétion ou la mutation dans ’ESP abolit la
transcription (Kunkel and Pederson, 1988; Lobo and Hernandez, 1989; Parry and Mattaj,
1990). L’ESD induit la transcription a partir du core du promoteur. Ainsi la délétion de
’ESD réduit drastiquement le niveau de transcription (Murphy et al., 1989; Danzeiser et

al., 1993).

L’initiation de la transcription a partir du promoteur U6 débute par la
reconnaissance de ’ESP par un complexe multiprotéique dénommé SNAPc (« snRNA
activating protein complex »). Celui-ci induit la liaison de la protéine TBP (« TATA-
Binding Protein ») sur la boite TATA. Une interaction existe entre les protéines SNAPc et
TBP apres la fixation respective sur ’ESP et la boite TATA (Bai et al., 1996; Henry et al.,
1996; Sadowski et al., 1996). Cette interaction entraine la fixation du facteur de

transcription TFIIIB, qui conduit au recrutement de ’ARN polymérase III (figure 26).

! Lutilisation de la terminologie « promoteur d’ARN polymérase IIl » dans la suite de ce manuscript se rapportera
exclusivement a cette classe de promoteur.
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L’ESD agit comme un activateur de la transcription en agissant sur le «core» du
promoteur (Murphy et al., 1986; Murphy et al., 1987; Das et al., 1988). En effet, la fixation
des facteurs de transcriptions, STAF1 (également appelé « SPH binding factor » ou SBF) et
Oct-1, sur les sites de liaison présents dans ’ESD (Schramm and Hernandez, 2002)
induisent I’activation de la transcription en interragissant avec la protéine SNAPc (Das et
al., 1995; Schuster et al., 1998). En particulier, Oct-1 stabilise la fixation du complexe
SNAPc sur ’ESP, augmentant ainsi le niveau de transcription (Murphy et al., 1992; Mittal

et al., 1996; Mittal et al., 1999).

I11.2.2.3.Développement de promoteurs d’ARN polymeérase III régulables

Les systemes qui permettent de controler ’expression d’un transgene font appel a
un promoteur d’ARN polymérase II et ne peuvent donc étre directement transposés a un
promoteur d’ARN polymeérase III. L’expression des shARNs par un promoteur d’ARN
polymérase III doit répondre a des contraintes imposées par la structure méme du

promoteur. Plusieurs systémes ont été développés pour réguler ce type de promoteur.

Le premier est basé sur le systéme tétracycline. En raison des limites spatiales
imposées par la structure du promoteur d’ARN polymeérase III, ce systéme repose sur une
stratégie négative. La séquence située entre la boite TATA et le site de démarrage de la
transcription a été remplacée par une seul séquence TetO. En présence de tétracycline, le
répresseur Tet (TetR) ne peut se lier a TetO. Par conséquent, les facteurs de démarrage de
la transcription peuvent induire la transcription. Inversement, en ’absence de tétracycline,
la liaison de TetR sur TetO perturbe la formation du complexe d’initiation de la
transcription. Cette stratégie a été utilisée pour construire des promoteurs H1 (van de
Wetering et al., 2003; Hosono et al., 2004; Matthess et al., 2005) ou U6 (Czauderna et al.,
2003) régulables par la tétracycline afin d’exprimer des shARN. Toutefois, une fuite
importante de la transcription a été observée. De méme, I'intégration d’un TetO entre
’ESP et la boite TATA induit une fuite importante de la transcription (Matsukura et al.,
2003; Matthess et al., 2005). Cette fuite peut s’expliquer par la présence d’un seul TetO qui

ne permet pas une interaction forte et durable entre TetO et le transactivateur. Pour
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contourner cette limite, Lin et al. (2004) ont intégré deux séquences TetO de part et d’autre
de la boite TATA et ont démontré une efficacité de régulation plus importante (Lin et al.,
2004). De la méme fagon au laboratoire nous avons construit plusieurs promoteurs
chimériques dérivés du promoteur U6 qui controlent Pexpression de shARN dirigées
contre la GFP (shGFPs) (Données non publiées). Nous avons intégré une séquence TetO
en amont ou en aval de la boite TATA, ou deux séquences TetO de part et d’autre de la
boite TATA. Cependant, contrairement aux résultats obtenus par Lin et al, nous avons

observé une fuite importante de I’expression de shGFPs.

Le deuxieme systéeme est fondé sur la possibilité de controler Iactivité
transcriptionnelle du promoteur d’ARN polymeérase IIT a distance. Dans ce contexte,
Wiznerowicz et Trono (2003) ont intégré plusieurs séquences TetO en amont du
promoteur H1. Dans ce travail, un nouveau transactivateur a été construit. Celui-ci
comprend le domaine de liaison a PADN de TetR et pour sa partie effectrice le domaine
KRAB. Ce dernier est un domaine retrouvé dans un grand nombre de protéines en doigt de
zinc. KRAB inhibe la transcription des promoteurs d’ARN polymeérase I, II et III sur une
distance de plus de 3 kb du site de liaison, en agissant sur la formation de
I’hétérochromatine (Urrutia, 2003). En I’absence de doxycycline, TetR-KRAB se lie sur les
TetO et supprime I’activité des promoteurs qui se trouvent a proximité. Inversement, en

présence de Dox, TetR-KRAB est séquestré et ne peut se lier aux TetO ce qui entraine

-

’expression des transgénes (Deuschle et al. 1995). Toutefois, la capacité de KRAB
interagir avec les machineries transcriptionnelles dépendantes des polymérases II et III a
une distance de 3 kb du site de liaison (Margolin et al., 1994 ; Moosmann et al., 1997 ;
Senatore et al., 1999) peut conduire a des effets non désirés. Cette stratégie ne permet donc
pas d’induire spécifiquement un promoteur de I’ARN polymérase III et donc de réguler

uniquement I’expression des shARN.

Pour pallier ce manque de spécificité, un troisiéme systeme a été développé. Das et
al. (1995) ont construit un nouveau transactivateur (GAL4-Oct2), dans lequel le domaine
d’activation de la protéine activatrice GAL4 est remplacé par quatre copies de la portion
143 a 160 du facteurs de transcription Oct-2 dans lesquels tous les résidus glutamines sont

mutés en alanine ((Oct-2(4xQ"*Q—>A)). Ces mutations permettent I’activation spécifique du

66



promoteur U6 (Das et al., 1995). GAL4-Oct2 a éteé utilisé pour réguler indirectement
I’ARNi (Gupta et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs ont remplacé ’ESD du promoteur
U6 par 4 séquences de liaison a GAL4. Ceci permet la fixation du transactivateur GAL4-
Oct2 et Pactivation de expression des shARN. Cependant, ils utilisent un systéme indirect
puisque la régulation s’effectue au niveau de I’expression du transactivateur GAL4-Oct2 par
le biais de l’ecdysone. L’utilisation de ce systéme est restreinte puisque trois unités
transcriptionnelles sont nécessaires et ne peuvent étre insérées dans un seul vecteur (trois

vecteurs ont été utilisés).
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IV. Objectifs de notre étude

La thérapie génique des maladies du systéme nerveux recouvre toute approche
visant 4 prévenir ou a traiter une maladie par transfert de matériel génétique. Celui-ci peut
permettre expression d’une protéine thérapeutique ou I'inhibition d’un géne endogéne par
le biais du mécanisme d’ARN interférence. La thérapie génique nécessite des outils de
transfert de gene efficaces. Les vecteurs lentiviraux dérivés du HIV-1 constituent des
vecteurs de choix pour le transfert de génes thérapeutiques dans le systéme nerveux central.
Cependant, pour une utilisation sécurisée de ces vecteurs en clinique, il est primordial de
réguler ’expression du transgéne. Ceci permet d’exprimer le gene thérapeutique en
fonction des besoins du patient et, si nécessaire, d’éteindre I’expression du transgene en cas
d’effets secondaires indésirables. Le systéeme de régulation inductible par la tétracycline

(Tet-on) est largement utilisé et s’est révélé efficace in vitro et in vivo.

Jusqu’a présent, I'expression régulée d’un transgene par la tétracycline nécessitait

deux vecteurs lentiviraux, un premier pour exprimer le transactivateur et le second pour
. . N .

exprimer le transgene. Dans le contexte du transfert de gene in vivo, il est important de

disposer d’un seul vecteur lentiviral pour exprimer a la fois le transactivateur et le

transgene.

Au début de ce travail, seules deux équipes avaient proposé des vecteurs lentiviraux
uniques dont I’expression du transgene est régulable par la tétracycline. Cependant ces
chercheurs ont utilisé le systéme Tet-off. De plus, ces vecteurs décrits ne permettaient
d’exprimer de maniére régulable que des petits transgenes comme la GFP. L’utilisation du

systéme Tet-on est indiquée pour cette application.
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Dans ce contexte, I’objectif de ce travail était :

- d’intégrer le systéme Tet-on dans un seul vecteur lentiviral et montrer sa capacité a
exprimer de facon régulée des génes thérapeutiques tels que la tyrosine hydroxylase in vitro

et dans un modéle de la maladie de Parkinson
- d’adapter le systéme Tet-on au promoteur d’ARN polymeérase III, d’incorporer

’ensemble de ce systeme dans un seul vecteur lentiviral et de valider sa capacité a réguler

’expression de shARN.
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RESULTATS ET COMMENTAIRES

70



I- Construction d’un vecteur lentiviral pour permettre I’expression

régulée d’un transgéne dans le cerveau.

Article 1 :

A single lentivirus vector mediates doxycycline-regulated expression of
transgenes in the brain.

Roland VOGEL, Lahouari AMAR, Anh DO-THI, Paulette SAILLOUR and
Jacques MALLET

Hum Gene Ther. 2004

Lorsque nous avons entrepris ce travail, de nombreuses équipes, parmi lesquelles le
LGN avaient validé la fonctionnalité du systéme Tet, que ce soit dans des animaux
transgéniques (Zhu et al., 2002), ou au sein de vecteurs adénoviraux (Corti et al., 1999b),
AAV (Fitzsimons et al., 2001) et HSV (Schmeisser et al., 2002).
Le controle de ’expression d’un transgéne nécessite I’apport de deux cassettes d’expression :
la premiere permet I’expression du transactivateur et la deuxiéme I’expression du transgene.
Ainsi, Pexpression régulée d’un transgene par le systéeme Tet-off a pu étre obtenue par
’expression indépendante des deux cassettes via deux vecteurs lentiviraux distincts (Vigna
et al., 2002).
En vue d’une éventuelle application clinique, il est nécessaire que la quantité de vecteur
administrée au patient soit la plus faible possible et ceci afin de réduire les risques de
mutagenese insertionnelle. En effet, il a été rapporté suite a I’essai clinique sur des enfants
atteints d’un déficit immunitaire sévere lié au chromosome X, le développement d’une
leucémie chez deux de ces patients (Hacein-Bey-Abina et al., 2002). Cette leucémie est due a
I'insertion du vecteur rétroviral au sein du locus du proto-oncogéne LMO-2. L’insertion du
provirus a entralné un effet enhancer du LTR viral sur la transcription du géne LMO-2, et
induit une expression aberrante de la protéine, responsable de la transformation cellulaire
(Hacein-Bey-Abina et al., 2003a).

Afin de limiter ce type d’effets secondaires, la possibilité d’insertion des deux

cassettes d’expression dans un méme vecteur a été envisagée. Cependant, la possibilité
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d’insertion des deux cassettes d’expression dans un méme vecteur lentiviral était jusqu’alors
limitée par la présence de la séquence polyA qui empéchait la production des particules
virales. C’est pourquoi, nous avons développé un seul vecteur lentiviral qui permet
I’expression controlée d’un transgéne thérapeutique par le systeme Tet-on. Les deux
cassettes d’expression ont été intégrées au sein du génome lentiviral de part et d’autre de la
séquence d’import nucléaire appelée séquence “Flap”.

La cassette d’expression du transgene introduite a été placée sous le contrdle d’un
promoteur CMV minimal (CMVmin) qui contient en amont les sept domaines de fixation
du transactivateur. Afin d’augmenter expression du transgene, une séquence WPRE a été
intégrée en aval du transgéne. La deuxiéme cassette qui permet l’expression du
transactivateur rtTA2M2 sous le controle du promoteur de la phosphoglycérate kinase
(PGK) a été orientée en antisens par rapport a la synthése du génome du vecteur.
L’orientation antisens permet la transcription du génome du vecteur pendant la production
des particules virales. Pour s’affranchir de la séquence poly(A) du LTR3’, une séquence
poly(A) unidirectionnelle qui dérive du géne de I’hormone de croissance bovine
(BGHpoly(A)) a été intégrée dans la deuxiéme cassette comme séquence de polyadénylation
du transcrit rtTA2M2 (figure 1). Afin de supprimer les effets transactivateurs entre les
promoteurs des deux cassettes d’expression, la séquence insulatrice de la B-globine de poulet
a été insérée entre les deux cassettes d’expression (Bell et al., 1999). Afin de maintenir la
séquence Flap dans une position centrale, une séquence stuffer de 300 pb a été intégrée en

position opposée a la séquence insulatrice (figure 1).

Nous avons étudié la capacité de ce vecteur a exprimer de fagon régulée un transgene
in vitro et in vivo. Dans un premier temps, nous avons montré que le vecteur lentiviral
permettait Iexpression contrdlée d’un gene rapporteur, la luciférase dans des cultures
primaires d’astrocytes. En présence de 600 ng/ml de Dox, une expression efficace de la
luciférase a été obtenue, qui était en corrélation avec la quantité de vecteur administrée
(figure 2A et 2B). En absence de I'inducteur, aucune expression de la luciférase n’a éte
détectée par immunohistochimie (figure 2C). L’effet de I'inducteur est détectable aprés
deux jours de traitement, mais maximal apres quatre jours (figure 3A et 3B). Celui-ci se
poursuit pendant au moins 14 jours (figure 3A). Le méme niveau d’induction a été observé

que le traitement avec la Dox débute le jour de la transduction ou 7 jours apres (figure 3B).
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Apres arrét du traitement, ’expression de la luciférase revient a son niveau basal. Celui-ci
correspond a 1% du niveau maximal de I'activité luciférase. La courbe dose-réponse montre
qu’une concentration de 600 ng/ml est nécessaire pour induire efficacement I’expression du
transgene (figure 3C).

Ce vecteur a été injecté dans le striatum de rat. Les animaux sont traités ou non avec
la doxycycline (0, 02 ou 3 mg/ml) dans I’eau de boisson pendant une période de 10 jours.
Les rats sont ensuite sacrifiés, et leur cerveau est prélevé pour analyse enzymatique et
immunohistochimique. En présence de 3 mg/ml de doxycycline, une activité totale
lucifeérase de 2,7x10" RLU/s est mesurée. En revanche, en absence de doxyxycline, cette
activité ne représente que 2% de l’activitée totale (figure 4A). Lorsque les animaux sont
traités avec 3 mg/ml de Dox dans I’eau de boisson, I’expression du transgene a pu étre
détectée (figure 4B). En revanche, aucune expression de la luciférase n’a pu étre détectée en

absence de Dox (figure 4C).

Ce systeme a ensuite été validé dans un modele de la maladie de Parkinson. Cette
maladie est caracterisée par la perte progressive des neurones dopaminergiques de la
substance noire. L’une des approches thérapeutiques pour cette maladie consiste a apporter
I’enzyme limitante de biosynthese de la dopamine, la tyrosine hydroxylase (TH) dans le
striatum (Azzouz et al., 2002). Dans cette approche, il est nécessaire de contrdler
’expression de la TH afin de limiter les effets secondaires, comme la dyskinésie, due a la
production incontrdlée de dopamine (Ma et al., 2002). Le géne de la TH a été introduit
dans notre vecteur régulable. In vitro, ce vecteur a permis de réguler I’expression de la TH
grace a I’ajout de 600 ng/ml de doxycycline dans le milieu de culture (Figure 5A). Aucune
immunoréactivité n’est observée en absence de doxycycline (figure 5B). In vivo, ce vecteur
lentiviral a été ensuite injecté par voie stéréotaxique dans le striatum gauche de rat dans des
modeles de lésions a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Les cellules exprimant la TH ont
été révélées par immunohistochimie chez les animaux traités avec 3 mg/ml de Dox dans
’eau de boisson (figure 6A). Aucune cellule TH positive n’a été détectée chez les animaux

injectés et non traités avec la Dox (figure 6B).

En résumé, nous avons construit un seul vecteur lentiviral qui permet I’expression

régulée de protéines thérapeutiques dans le SNC.
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ll- Développement d’'un systéme de régulation de I’expression de
petits ARN interférents : construction d’un vecteur lentiviral pour le

contréle d’un gene endogéne par ARN interférence.

Article 2 :

Control of small inhibitory RNA levels and RNA interference by doxycycline
induced activation of a minimal RNA polymerase III promoter.

Lahouari Amar, Mathieu Desclaux, Nicole Faucon-Biguet, Jacques Mallet and
Roland Vogel

Nucleic Acids Research, 2006

En 2001, I’équipe de Thomas Tuschl a mis en évidence la possibilité de déclencher
dans des cellules de mammifere le mécanisme de PARNI par transfection de petits ARN
double brin chimiquement synthétisés, les siARN (Elbashir et al., 2001b). La limite
majeure de cette étude est inhibition transitoire de ’expression d’un géne. Une inhibition
a plus long terme peut étre obtenue par la synthése endogene de shARN par un vecteur
plasmidique (Brummelkamp et al., 2002; Paddison et al., 2002) ou par un vecteur viral
(Abbas-Terki et al., 2002; Barton and Medzhitov, 2002; Qin et al., 2003; Tiscornia et al.,
2003). Une fois introduits dans la cellule, ces shARN sont rapidement clivés en siARN in
situ. Toutefois, 'inhibition constitutive d’un géne n’est pas adaptée a 1’étude de la survie
cellulaire, de la régulation du cycle cellulaire ou du développement. De telles études
nécessitent une inhibition conditionnelle de ’expression d’un géne ciblé. L’inhibition
conditionnelle d’un géne peut également se révéler particuliérement importante pour une
application thérapeutique, car elle permet de contrdler I'expression des shARN par une
molécule inductrice. Le traitement peut ainsi étre adapté aux besoins du patient, ou arrété
en cas de complications graves. Dans ce contexte, nous avons développé un systéme
inductible d’expression des shARN qui repose sur le systeme “Tet-on” et ne requiert

I'utilisation que d’un seul vecteur viral.
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La présence d’une extrémité poly(A) empéche I’effet inhibiteur des siARN (Xia et
al., 2002). Les shARN doivent par conséquent étre exprimés par ’ARN polymérase III qui
permet la synthése d’ARN d’une taille réduite, puisque cinq résidus Thymidines
consécutifs suffisent pour arréter la transcription. Au cours de cette étude nous avons

utilisé le promoteur U6.

La boite TATA et ’ESP du promoteur U6 sont reconnus par les facteurs de
démarrage de la transcription. L’ESD de ce promoteur interagit avec les facteurs de
transcription STAF1 et Octl, qui activent la machinerie transcriptionnelle (Schramm and
Hernandez, 2002). La délétion de ’ESD réduit drastiquement efficacité de la transcription
(Danzeiser et al., 1993). Cet élément est par conséquent déterminant pour I’activation de la
transcription. Toutefois, il est possible de réactiver un promoteur U6 dépourvu de 'ESD
lorsque cet élément est remplacé par plusieurs sites de liaison du transactivateur GAL4 de
levure. La transcription est alors induite par un transactivateur qui contient le domaine de
liaison a ’ADN de GAL4 fusionné avec différents domaines transactivateurs (Das et al.,
1995). L’utilisation en quatre copies identiques d’une partie du domaine transactivateur du
facteur de transcription Oct2 dans lequel tous les résidus glutamines sont mutés en alanine
((Oct-2(4xQ"*Q—>A)) a permis la réactivation transcriptionnelle du promoteur Ué. De plus,

ces mutations assurent |’activation spécifique du promoteur U6 (Das et al., 1995).

En nous basant sur ces résultats, nous avons développé une stratégie nouvelle, qui découle
de la stratégie décrite ci-dessus. Nous avons utilisé un facteur de transcription chimérique
qui comprend le domaine de liaison a ’ADN de rtTA (Urlinger et al., 2000) fusionné avec
le domaine d’activation de la protéine mutée Oct2 (Oct-2(4xQ"*Q—A) (Figure 1A). Nous
avons remplacé au sein du promoteur U6 humain ’ESD par sept TetO (figure 1B). Les
cassettes d’expression des shARNS et du transactivateur rt TA-Oct2 ont été intégrées dans le

méme vecteur lentiviral (figure 2A).

Dans une premiére étape de notre travail, nous avons évalué la capacité de notre
systeme a controler ’expression de la GFP dans une lignée 293T exprimant de fagon stable
cette protéine (293T-GFP). En présence de doxycycline le transactivateur se lie sur les

séquences TetO et doit ainsi activer la transcription (figure 1D). Inversement, en 1’absence
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de doxycycline, le transactivateur ne peut se lier aux séquences TetO et par conséquent
aucun effet ARNI ne doit étre détecté (figure 1C). Nous avons transduit les cellules 293T-
GFP avec le vecteur lentiviral permettant la synthese régulée de shGFPs. L’analyse par
“northern blot” montre une expression de shGFP dans les cellules transduites et cultivées
en présence de doxycycline (figure 2B). En revanche, en absence de I'inducteur, aucun
signal au-dessus de seuil de détection n’a été détecté dans les cellules transduites.
L’expression de la GFP a été analysée par FACS, avant et apres induction par la
doxycycline. L’incubation des cellules transduites en présence de doxycycline conduit a une
inhibition importante de I’expression de la GFP (figure 3A). La diminution du nombre de
cellules GFP positives est corrélée avec la quantité de vecteur viral utilisé pendant la
transduction (figure 2C). Nous avons caractérise 1efficacité de ce systeme en utilisant un
clone cellulaire. Nous avons évalué le temps et la dose de doxycycline nécessaires pour
obtenir une induction maximale de ’ARNIi. Une réduction significative de ’expression de
la GFP a été observée apres un jour de traitement et une diminution de plus de 90% a été
mesurée aprés quatre jours de traitement (figure 3B). La concentration de doxycycline
nécessaire pour I'induction maximale de shARNS a été évaluée par des expériences de dose-
réponses. Une inhibition de plus de 90% a été observée en présence de 6 pg/ml de
doxycycline (figure 3C). L’arrét du traitement a conduit au retour au niveau basal de
’expression de la GFP aprés 4 jours (figure 3D). Ce résultat montre la réversibilité de ce

systeme de régulation.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a évaluer la capacité de ce systéme de
régulation a contrdler I'expression d’un gene endogéne. Nous avons choisi le géne p53
comme géne endogene car sa détection est aisée et un shARN efficace a été précédemment
décrit (Brummelkamp et al., 2002). Nous avons construit un second vecteur qui contient
un shARN dirigé contre la p53 humaine. Des cellules 293T, MCF-7 et A549 ont été
transduites avec différentes quantités de vecteur et incubées en présence ou en absence de 6
pg/ml de Dox. Les analyses par « western blot » ont montré une inhibition de plus de 90%
de la protéine p53 en présence de 6 pg/ml de doxycycline, alors qu’aucune diminution
significative n’a été mesurée en absence de doxycycline (figure 4). Ces résultats montrent

Iefficacité de ce systéme a réguler ’expression d’une protéine endogene.
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En conclusion, nous avons développé un systéme de régulation qui permet une expression
controlée par la doxycycline de shARN et démontré son inductibilité, sa réversibilité et sa

stabilité dans le déclenchement de ’ARNI dans des cellules de mammiferes.
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Dans ce travail, nous avons développé des vecteurs lentiviraux permettant
’expression régulée de facteurs thérapeutiques de nature protéiques ou nucléotidiques.
Cette régulation est basée sur l'utilisation de la derniére version du systéme Tet-on, qui
repose sur le transactivateur rt TA2-M2.

Ce travail a été effectué suivant deux axes. Le premier a porté sur le développement
d’un vecteur lentiviral unique capable d’exprimer a la fois les cassettes d’expression du
transgene et du transactivateur. La deuxiéme partie de ce travail a consisté au
développement d’un nouveau systéeme de régulation de ’ARN interférence et a son

introduction dans un seul vecteur lentiviral.

I. Contraintes et limitations du systéme tétracycline

1.1. Contraintes pour la construction d’un vecteur unique contenant le

systéme tétracycline

I.1.1. Contrainte de taille

L'utilisation d’un vecteur lentiviral unique, ainsi que l’expression régulée d’un
transgene constituent deux éléments importants de biosécurité. Ceci permet de réduire les
risques liés a la dose du vecteur, mais également de controler expression du transgene.
L’intégration du systéme de régulation Tet-off dans un seul vecteur lentiviral a
précedemment été décrite (Kafri et al., 2000; Vigna et al., 2002). Ces vecteurs ont été utilisés
pour Pexpression régulée d’un petit transgéne comme la GFP (800 pb). Pour exprimer a
partir de ces vecteurs, a la fois le transactivateur et le petit transgéne, deux cassettes
chevauchantes ont été utilisées (Kafri et al., 2000; Vigna et al., 2002). Celles-ci font toutes
les deux appel a la séquence polyA du LTR3’ du vecteur. Toutefois, leur capacité a
transférer un transgéne de grande taille, comme la luciférase ou la TH (1800 pb) n’a jamais
été rapportée. Dans un des vecteurs construits (Vigna et al., 2002), le promoteur inductible

par la tétracycline (CMV minimal) a été intégré au sein du LTR3’ pour exprimer le
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transgene. Ceci compromet la biosécurité du vecteur qui ne peut plus €tre considéré
comme un vecteur SIN (self-inactivating) (établis par la délétion U3 dans le LTR3’) défectif
pour la réplication (Zufferey et al., 1998). Pour certaines applications I’utilisation du
systéeme Tet-on est nécessaire. Dans ce contexte, nous avons i) inséré ’ensemble du systéme
Tet-on au sein d’un seul vecteur lentiviral, et ii) avons validé la capacité de ce systéme a
réguler un transgene de grande taille tel que la TH dans un modéle animal de la maladie de

Parkinson.

I.1.2. Risque d’interférence entre les promoteurs

Pour répondre a I’exigence de sécurité et prévenir les difficultés potentielles causées
par la taille du géne thérapeutique, nous avons inséré deux cassettes d’expressions
indépendantes dans le génome viral en exploitant la séquence unidirectionnelle poly(A) du
gene de ’hormone de croissance bovine. L’intégration de deux cassettes d’expression dans
un méme vecteur risquait de générer des interférences transcriptionnelles entre le
promoteur CMV (qui dirige expression du transgene) et le promoteur PGK (qui contrdle
’expression du transactivateur rt TA2-M2). Pour réduire ce risque, nous avons intégré entre
les deux cassettes d’expression la séquence insulatrice de la B-globine de poulet (Bell et al.,
1999), une séquence « stuffer » et la séquence centrale « flap ».

Pour évaluer la capacité de ce vecteur a exprimer efficacement et de fagon régulée
’expression d’un transgene, nous avons utilisé la luciférase comme gene rapporteur. Nous
avons évalué la fuite d’expression du promoteur CMV minimal en absence de doxycycline.
Cette fuite d’expression est de 'ordre de 1 a 2% de I’activité a I’état induit iz vitro et in vivo
respectivement. Une activité basale de 1% a ’état éteint a également été rapportée lorsque
’expression régulée de la luciférase est exprimée a partir de deux vecteurs (Vigna et al.,
2002). Ce résultat suggere que I’activation basale du promoteur CMV minimal dans notre
étude est due a leffet transactivateur de ’environnement chromosomique dans lequel le
génome est intégré, plutdt qu’a la transactivation par un effet activateur du promoteur
PGK utilis¢ pour exprimer le transactivateur. Les séquences «stuffer», «flap» et
insulatrice sont donc suffisantes pour supprimer les effets transactivateurs entre les

promoteurs des deux cassettes d’expression dans le vecteur.
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1.2. Contraintes du systéme tétracycline pour une application clinique

I.2.1. Contraintes liées a la dose de doxycycline

a) Expression d’un facteur thérapeutique

L’expression régulée d’un facteur thérapeutique tel que la TH, nécessite iz vivo une
dose de 3 mg/ml de doxycycline dans I’eau de boisson apres injection du vecteur lentiviral
dans le striatum de rats. Cette concentration a été utilisée aprés injection du vecteur
lentiviral exprimant le geéne rapporteur luciférase dans le striatum de rats. Nous avons
également tenu compte des études qui ont été préalablemenent publiées. Le systeme Tet-on
nécessite 10 a 15 fois plus de doxycycline que le systéme Tet-off. Ce dernier requiert une
concentration de 0,2 mg/ml de doxycycline dans I’eau de boisson pour réguler ’expression
d’un transgéne apres injection stéréotaxique d’un vecteur lentiviral dans le striatum de rats
(Kafri et al., 2000). Nous avons donc utilisé une concentration de 3 mg/ml de doxycycline
dans ’eau de boisson pour induire efficacement I’expression du transgene. Cependant,
Georgievska et ses collaborateurs ont montré qu’une concentration de 1 mg/ml de
doxycycline dans I’eau de boisson est suffisante pour induire I’expression de GDNF apres
transfert de ce gene dans le striatum de rats (Georgievska et al., 2004). Il est donc
enviseagable de diminuer la dose de doxycycline dans le cadre de notre systeme.

Une concentration de 3 mg/ml de doxycycline est relativement importante pour
une application éventuelle du systeme rtTA en clinique humaine et en particulier pour les
pathologies du SNC. Les rats utilisés dans notre étude pesaient environ 300 g et chacun
consommaient en moyenne 20 ml d’eau par jour. Une concentration de 3 mg/ml de
doxycycline dans ’eau de boisson est équivalente & un apport journalier de 200 mg/kg soit
’équivalent de 14 g de doxycycline pour un homme de 70 kg. Utilisée a des fins
antibactériennes, la doxycycline nécessite des doses de ’ordre de 100 mg d’antibiotique
pour un patient de 70 kg. Des intoxications séveres ont été rapportées chez ’homme apres
une injection systémique journaliere de 3,5 a 6 g de tétracycline (Schultz et al., 1963). La
régulation de I’expression de géne basée sur le rtTA2-M2 n’est donc pas satisfaisante pour

une application clinique de ce systéme dans les pathologies du SNC et ne peut étre
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envisagée dans ces conditions. Il est donc indispensable d’améliorer Daffinite du
transactivateur du systéme Tet-on a 'inducteur ou de développer des molécules inductrices
plus efficaces pour une utilisation sécurisée de ce systeme. Pour ce faire, I’équipe de Ben
Berkhout a rapporté le développement par évolution dirigée d’un nouveau transactivateur
rtTA (Das et al., 2004). Celui-ci est 5 fois plus actif (aux doses maximales de doxycycline) et
25 fois plus sensible a I'inducteur que le rtTA original (Gossen et al., 1995). Alors que le
rtTA original nécessite iz virro 1000 ng/ml de doxycycline pour étre actif, ce nouveau
variant ne requiert que 40 ng/ml de doxycycline (Das et al., 2004). Récemment, le méme
laboratoire a utilisé cette technique pour isoler un nouveau variant de rtTA encore plus
sensible et plus actif que le rtTA original (Zhou et al., 2006). Ce dernier est 7 fois plus actif
et 100 fois plus sensible a la doxycycline que le rtTA développé par Gossen et Bujard
(Gossen et al., 1995). Ce nouveau variant du rtTA ne nécessite plus que 10 ng/ml pour
activer la transcription a partir du promoteur CMV minimal.

L’amélioration constante de laffinité a I'inducteur du transactivateur, ainsi que
'augmentation de ’activité transcriptionnelle constituent des éléments importants pour

une utilisation du systéme Tet-on in vivo.

b) Expression de shARN

Contrairement a un facteur thérapeutique, dont I’expression s’effectue a partir d’un
promoteur d’ARN polymérase II, I’expression régulée d’'un shARN se fait & partir d’un
promoteur d’ARN polymérase III tel que le promoteur U6 minimal. Nous avons évalué la
concentration nécessaire pour une expression maximale de shARN par des expériences de
doses réponses. Il s’aveére que I’expression inductible de shARN nécessite également une
concentration de doxycycline importante. Dans ce cas, pour obtenir une inhibition
maximale, une concentration de 6 pg/ml de Dox a été utilisée. Cette concentration, plus de
dix fois supérieure aux concentrations nécessaires pour activer un promoteur CMV
minimal par le transactivateur rtTA2-M2 (Urlinger et al., 2000), est tout a fait surprenante.
Alors que le domaine de fixation a la doxycycline du transactivateur rtTA-Oct-2 n’a pas été
modifié, la sensibilité du transactivateur a la doxycycline aurait théoriquement due étre la

méme que celle du rtTA2-M2.
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Deux hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ce phénomeéne: d’une part, le
domaine de transactivation Oct-2%(Q—A) peut affecter I'affinité de la doxycycline en
agissant sur l’accessibilité ou la structure du site de liaison a la doxycycline. D’autre part,
’hydrophobicité globale du domaine Oct-2%(Q—>A), peut affecter les caractéristiques du
domaine de liaison a ’ADN.

Le domaine Oct-2 (Q—A) est composé de quatre copies de la séquence polypeptidique
Q"I (Q—A) qui comprend 18 résidus d’acides aminés (Das et al., 1995). Quatorze de ces
18 acides aminés sont non-polaires et hydrophobes et quatre acides aminés sont polaires.
Dans ce cadre, le domaine Oct-2%(Q—>A) peut étre considéré comme un ensemble
hydrophobe qui facilite la formation du complexe d’initiation de la transcription apres la
fixation au promoteur U6 minimal. La séquence peptidique Q*II[(Q—>A) correspond aux
résidus d’acides aminés 143 a 160 du facteur de transcription humain Oct-2, dans lequel
tous les résidus glutamine sont changés en alanine. Puisque ces mutations portent sur six
des dix huit acides aminés, Q"III(Q—A) peut étre considéré comme un peptide synthétique
individuel. Ces modifications permettent I’activation exclusive du promoteur d’ARN
polymérase III. (Das et al., 1995). Pour cette raison, ce facteur de transcription est incapable
d’activer d’autres promoteurs dans le voisinage du site d’intégration. L’utilisation d’un
promoteur PGK pour exprimer le transactivateur remplit également cette condition
puisqu’il ne permet pas de transactiver des promoteurs dans le voisinage du site

d’intégration du vecteur.

L’expression régulée d’un shARN nécessite une concentration importante de
doxycycline in wvitro. Celle-ci limite I'utilisation de ce systéme iz vivo. Il s’agira donc
d’améliorer Daffinité du transactivateur rtTA-Oct2 a l'inducteur afin de réduire la
concentration de doxycycline nécessaire pour induire I’expression de shARN et permettre
son utilisation 7z vivo. Une possibilitée serait d’utiliser la technologie d’évolution dirigée
pour sélectionner des variants de rtTA-Oct2 plus sensibles a ’inducteur et plus actifs. Une
autre voie serait d’utiliser des promoteurs d’ARN polymérase II pour exprimer des
shARN. Ceci permet d’exprimer des shARN par des promoteurs tissus spécifiques, mais
également a 'utilisation des systémes de régulation dépendant de promoteur d’ARN
polymérase II. Pour ce faire, deux stratégies sont possibles. La premiére consiste en

I'utilisation d’une séquence poly(A) minimal pour arréter la transcription. (Xia et al., 2002;
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Unwalla et al., 2004; Unwalla et al., 2006).Cette derniére n’empéche pas la formation par
Dicer d’un siARN fonctionnel (Xia et al., 2002). La deuxiéme statégie consiste dans
I’expression de shARN avec une structure qui mime les miARN (Dickins et al., 2005;
Stegmeier et al., 2005; Zhou et al., 2005; Du et al., 2006; Xia et al., 2006). Il s’agit de
remplacer la région qui code pour un miARN mature par la séquence qui code pour un
shARN qui cible le géne de son choix (Stegmeier et al., 2005). Les miARN artificiels se sont
révélés efficaces pour inhiber lexpression d’un gene cible (Zeng et al., 2002). Cette
approche a d’ores et déja était utilisée pour I’expression régulée de shARN par le systéme
tétracycline par des vecteurs rétroviraux (Dickins et al., 2005) ou des vecteurs lentiviraux

(Stegmeier et al., 2005; Shin et al., 2006).

Le développement de systéeme d’expression de shARN par un promoteur ’ARN
polymérase II est un pas important, puisqu’il ouvre la voie a l'utilisation de I’ensemble des
systemes de régulation connus (systéme tétracycline, rapamycine, ecdysone...). Il permettra

également ’expression de shARN par des promoteurs tissus spécifiques.

¢) Tet-on ou Tet-off ?

Les systemes de régulation développés par I’équipe d’Hermann Bujard offrent
ayjourd’hui le choix entre deux systemes de régulation dans lesquels I'induction de
’expression se fait en absence (Tet-off) ou en présence (Tet-on) de doxycycline. Le choix de
'un ou lautre de ces deux systémes doit étre fait en fonction du modele expérimental, le
but étant de limiter emploi de I'antibiotique. En thérapie génique, dans le cadre d’une
stratégie de neuroprotection pouvant étre limitée dans le temps, le choix du systeme de
régulation portera sur le systéme Tet-on. En revanche, dans le cas d’une stratégie
substitutive, visant a remplacer une fonction essentielle a long terme, le systéeme Tet-off

sera plus approprié.

Le choix du systeme de régulation se fera également en fonction de ses cinétiques
d’induction et d’extinction du transgene. Pour les deux systémes, les niveaux d’expression
des transgenes atteignent le niveau de base en une a deux semaines apres I'induction de

'inhibition de I’expression du transgéne in vivo (Kistner et al., 1996; Corti et al., 1999b;
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Corti et al., 1999a; Georgievska et al., 2004). Avec le systéme Tet-on, les taux maximaux
d’induction de I’expression iz vivo du transgéne peuvent étre obtenus avec un délai de
quelques jours (Kistner et al., 1996; Mansuy et al., 1998). Le systeme Tet-off est caractérisé
par de plus lentes cinétiques d’induction puisqu’une inhibition compléte de I’expression du
transgene est obtenue deux semaines apres Iapport de 1 mg/ml de doxycycline dans I’eau
de boisson (Corti et al., 1999b; Corti et al., 1999a). La réinduction de expression maximale
du transgene nécessite de dix semaines (Corti et al., 1999a) a plus de trois mois (Harding et
al., 1998) apreés retrait de la doxycycline. Ce temps d’induction de I’expression du transgene
est di a la demi-vie biologique de la tétracycline et de ses dérivés. Lorsqu’elles sont
administrées, ces molécules s’accumulent dans le tissu musculaire et dans le tissu osseux et
de ce fait leur élimination de ’organisme est plus lente. Cependant, une réinduction plus
rapide de Dlexpression du transgene iz vivo est possible en diminuant les doses de
doxycycline (Kistner et al., 1996) et ceci sans modifier la fonctionnalité du systeme Tet-off.
En effet une dose de 20 pg/ml de doxycycline permet une inhibition de Pexpression du
transgéne 1 jour apres traitement et une réinduction totale de Iexpression une semaine

apres retrait de I’antibiotique de ’eau de boisson (Kistner et al., 1996).

I1.2.2. Risque de réponse immunitaire contre le transactivateur

L’efficacité des systémes de régulation par la tétracycline en tant “qu’interrupteurs

moléculaires” ne fait plus aucun doute. Toutefois, leur utilisation potentielle en thérapie
, . \ . 5o IR, 117
génique, souléve la question fondamentale de 'immunogénicité éventuelle des éléments
constituants le systéme tétracycline, en particulier du transactivateur chimeérique. Des
efforts importants ont été réalisés pour réduire cette réponse, et notamment par
I'utilisation de domaines protéiques d’origines humaines. Cependant, le risque d’une
réponse immunitaire n’est jamais éliminé, car la protéine de fusion contient une jonction
. q. . A 717 ’ . 57

peptidique qui peut étre reconnue comme un élément étranger (Rivera et al., 1996). L’étude
de la réponse immunitaire contre le transactivateur chimérique est peu évaluée dans les
études de thérapie génique qui utilisent un systeme de régulation. Il a été rapporté
cependant une réponse immunitaire humorale et cellulaire dirigée contre le rtTA2-M2

apres électrotransfert dans le muscle de macaques (Latta-Mahieu et al., 2002) ou apres
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injection intramusculaire d’un vecteur adénoviral chez la souris (Lena et al., 2005). Cette
, e C : ,

réponse limite Pexpression a long terme du transactivateur. Une absence de réponse
immunitaire dirigée contre le rtTA a été observé chez le macaque aprés injection
intramusculaire d’un vecteur AAV qui exprime de fagon régulé 'EPO (Favre et al., 2002).
Toutefois, ce phénomene n’a été observé que chez un seul animal sur six transduits, ce qui

\ / . .o . o
ne permet pas de conclure a une absence de réponse immunitaire dirigée contre le

transactivateur.

Il. Alternatives au systeme tétracycline

1l.1. Systeme de régulation par la rapamycine

L’utilisation clinique de systemes de régulation et en particulier du systeme
tétracycline nécessitera des études complémentaires afin d’évaluer la réponse immunitaire
dirigée contre la protéine transactivatrice en fonction de la dose et du type de vecteur
utilisé. Pour s’affranchir d’une éventuelle réponse immunitaire chez ’homme du systéme
tétracycline, une possibilité serait d’utiliser des systemes de régulations d’origine humaine
comme le systeme de régulation par la rapamycine (Rivera et al., 1996). Récemment une
’ ’ . ’ N ’ ’ . .. \
étude menée chez le singe rhésus n’a montré aucune réponse immunitaire apparente apres
I'injection intramusculaire d’un vecteur AAV qui permet I’expression régulée d’EPO par le
systeme rapamycine (Rivera et al., 2005). Le systéeme de régulation par la rapamycine peut
A N . ’ / N 7. ’ .
étre une approche prometteuse pour I'expression régulée d’une protéine thérapeutique en
thérapie génique. Egalement, le développement de systémes de régulation basés sur la
technologie des protéines en doigt de zinc peut étre une autre approche pour une thérapie

génique sre et efficace.

11.2. Régulation physiologique

De nombreux systémes de régulation nécessitent l'utilisation d’un transactivateur

chimérique qui peut entrainer une réponse immunitaire. Une approche alternative serait de
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placer le transgene d’intérét sous controle d’éléments de régulation physiologiques (Miller
and Whelan, 1997; Varley and Munford, 1998). En effet, une régulation endogene de
protéine thérapeutique a été permise a partir d'un promoteur induit par des stimuli
inflammatoires (Varley and Munford, 1998). Ces promoteurs ont été intégrés au sein de
vecteurs viraux. Une expression régulée du facteur thérapeutique a été observée in vivo en
fonction de I’état inflammatoire des animaux (Miagkov et al., 2002; van de Loo et al., 2004).
Une régulation physiologique est également envisagée pour le traitement du diabéte. Dans
ce contexte, des promoteurs dont I’activité est régulée par les taux de glucose sont utilisés
pour contrdler la syntheése de genes thérapeutiques comme ceux codant pour I'insuline, le
VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), ou des facteurs immunosuppresseurs (Varley and
Munford, 1998). Une étude récente a montré la capacité du promoteur a contrdler
’expression de différents transgenes dans le SNC en réponse a une lésion cytotoxique
(Jakobsson et al., 2006). Des vecteurs lentiviraux exprimant soit la béta-galactosidase sous le
contrdle du promoteur GFAP, soit la GFP sous contrdle du promoteur de ’enképhaline
ont été injectés dans le striatum de rats lésés a la 6-OHDA, ou a l’acide iboténique
(Jakobsson et al., 2006). La GFAP est une protéine des filaments intermédiaires qui est
surexprimée lors de la réactivité gliale qui a lieu aprés la lésion. L’expression de
’enképhaline est augmentée apreés la déplétion en dopamine induite par la liaison a la 6-
OHDA. L’expression de la beta-galactosidase et de la GFP est induite dans les astrocytes et
dans les neurones respectivement, dans le cerveau des rats lésés. L’expression des transgenes
augmente en fonction de la sévérité de la lésion.

Cette approche de régulation dépendante d’un état pathologique permet un contrdle du
transgeéne sans ’apport de molécule inductrice et sans I’expression d’un transactivateur, ce
qui devrait permettre d’éviter une réponse immunitaire. L’application thérapeutique d’un
systeme de régulation dépendant d’un état physiologique nécessite encore des
développements, mais I’accroissement de nos connaissances sur la physiopathologie des
maladies et la disponibilité d’éléments de réponses répondant a des stimuli propres aux
conditions pathologiques permettra un jour I'utilisation de ce type de systeme de régulation

chez ’homme.
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11.3. Régulation par les protéines en doigt de zinc

La disponibilité de méthodes rapides et robustes pour controler ’expression des
genes est primordiale pour ’étude de la fonction de ces génes, mais également pour des
interventions thérapeutiques. Cette derniére approche devient possible grace a l'utilisation
des protéines en doigt de zinc (ZFP, zinc-finger proteins). Les ZFP sont des facteurs de
transcription qui possedent deux domaines fonctionnels : un domaine de liaison a ’ADN et
un domaine effecteur (activateur ou répresseur) qui agit sur la transcription. Ce type de
protéine comporte des éléments répétés avec une forme de doigts de gant. Il existe plusieurs
types de ZFP, caractérisés par leur motif de liaison a ’ADN. Les ZFP a motif Cys2-His2
représentent les protéines les plus communes chez les eukaryotes (Beerli and Barbas, 2002).
Chaque doigt de zinc reconnait précisément 3 paires de bases consécutives. En utilisant
deux protéines comportant chacune trois doigts de zinc pouvant étre individuellement
choisis, la reconnaissance s’effectue sur une séquence spécifique de 18 nucléotides. Cette
méthode permet ainsi de cibler de maniere spécifique et unique une séquence d’intérét
connue. Le domaine en doigt de zinc Cys2-His2 est particuliérement intéressant pour la
construction de facteurs de transcription synthétiques. Alors que les domaines de liaison a
I’ADN de nombreuses protéines se lient comme des dimeres et utilisent des domaines de
reconnaissance non modulables, la modification a la fois de la structure et de la fonction des
domaines de liaison des ZFP font de ces derniéres des outils de choix pour contrdler la

fonction de genes (Beerli and Barbas, 2002).

Il existe actuellement trois méthodes qui peuvent étre utilisées pour affecter
’expression de génes en utilisant la technologie ZFP. La premiere consiste a bloquer la
transcription d’un géne par la surexpression d’une protéine ZFP chimerique qui, en se
fixant de fagon spécifique sur la séquence codante du gene a inhiber, va provoquer une géne
stérique et empécher la transcription (Choo et al., 1994). La deuxiéme statégie est également
basée sur une géne stérique mais il s’agira cette fois-ci de cibler le promoteur pour empécher
la fixation des protéines d’initiation de la transcription (Kim and Pabo, 1997). Enfin, la
troisiéme stratégie repose sur la fusion de domaines de régulation de la transcription avec le
domaine de liaison 3 ’ADN des ZFP (Pomerantz et al., 1995; Choo et al., 1997; Beerli et

al., 2000a). Cette derniére stratégie a été utilisée avec succes pour générer des régulateurs
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d’expression de genes, qui peuvent étre utilisés comme des activateurs ou des inhibiteurs en

fonction du domaine effecteur utilisé.

Le développement de protéines ZFP chimériques, qui se lient a des séquences
spécifiques de ’ADN, facilite les stratégies de manipulation de ’expression de genes a la
fois dans les cultures de cellules et dans les organismes entiers. Toutefois, une régulation
constitutive d’un géne cible n’est pas désirable a long terme. Pour toute application
thérapeutique, une régulation réversible par l’apport d’une molécule inductrice est
préférable et ceci afin de limiter les effets secondaires et d’augmenter la sécurité. Plusieurs
systemes de régulations ont été décris (voir plus haut). Ainsi, la fusion des domaines de
liaison a PADN des ZFP avec les domaines régulateurs de la transcription a permis
d’obtenir des protéines modulatrices de la transcription en fonction de I'apport d’une
molécule inductrice (Beerli et al., 2000b; Xu et al., 2001b). En effet, la fusion du domaine de
liaison du ligand du recepteur aux cestrogénes et du domaine d’activation de la
transcription VP16 avec le domaine de liaison a ’ADN de ZFP a permis de controler avec

succes expression de la luciférase (Xu et al., 2001b).

Les composants des systemes de régulation en vue d’une application clinique ne
doivent pas entrainer de réponses immunitaires et dans ce cadre, des composants humains
(systéeme rapamycine ou protéine ZFP) doivent étre utilisés. De plus, I'utilisation d’un
systeme qui peut €tre contr6lé par un inducteur exogeéne est un élement important.
Cependant, des développements supplémentaires seront nécessaires. A terme, le clinicien
pourra doser la quantité de molécules thérapeutiques (protéine ou shARN) en fonction des

besoins de chaque patient et arréter le traitement en cas de complication grave.
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lll. Contraintes et limitations de I’expression des shARN

lll.1. Risque de saturation de ’ARNi

L’ARNI est un outil puissant pour inhiber 'expression d’un geéne au niveau post-
transcriptionnel. De plus, une étude récemment publiée par Grimm et al est venue
apporter des éléments supplémentaires en faveur d’une régulation de I’ARNi (Grimm et al.,
2006). Ce travail a montré que I’expression a long terme de shARN peut entralner une
létalite importante des souris. Les auteurs montrent que cette mortalité est due a la
compétition entre les sShARN et les miARN au niveau du transport nucléo-cytoplasmique
réalisé par ’exportine 5 (Grimm et al., 2006). La saturation de la voie endogéne de ’ARNI
peut étre donc évitée par le contrdle strict de ’expression des shARN thérapeutiques. Ce
résultat confirme la nécessité de développer des systémes de régulations sirs et efficaces

pour le controdle de ’expression des shARN.

Ill.2. Risque de réponse immunitaire

L’inhibition spécifique d’un geéne par ARNi a ouvert la voie a l'utilisation
thérapeutique des siARN. Toutefois, plusieurs études sont venues réduire I’engouement
qu’avait suscité cette technologie. En effet, il a été rapporté que les siARN pouvaient
activer les cellules du systéme immunitaire et induire la production de cytokine a la fois i
vitro et in vivo (Sioud and Sorensen, 2003; Kariko et al., 2004). IlIs peuvent également
activer le systéme interféron iz vitro (Bridge et al., 2003; Sledz et al., 2003; Kim et al., 2004).
La transfection de monocytes humains avec des siARN synthétiques induit I’expression de
TNFo (Tumor necrosis factor) et d’IL6 (Judge et al., 2005). De méme, la transfection de
cellules mononucléaires sanguines avec des siARN ou des shARN induit Pexpression
d’INFo, IL6 et de TNFa (Hornung et al., 2005; Judge et al.,, 2005; Sioud, 2005).
L’induction de la réponse immunitaire contre PARN a lieu chez la souris et ’homme via

certains sous-types de cellules immunitaires et dépend de la séquence et du type de cellules

(Wang et al., 2002). Certains motifs (5-GUCCUUCAA-3’ et 5-UGUGU-3’) présents dans
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les siARN/shARN et méme dans des ARN simple brin sont des inducteurs de la
production de cytokines, et particulierement d’IFN dans les cellules dendritiques via le
TLR7 (« Toll Like Receptor » 7 (Hornung et al., 2005) et de TNFa dans les monocytes
probablement via TLR8 (Heil et al., 2004; Sioud, 2005). De maniére générale, les ARN
riches en GU sont immunostimulateurs, a la fois dans les cellules murines et humaines en
activant NF-kB lorsqu’ils sont apportés a forte concentration par un véhicule lipidique dans
des cellules HEK-293 exprimant TLRS, suggérant que les ARN contenant des séquences

GU sont plus immunostimulateurs (Heil et al., 2004).

111.3. Risque de toxicité

Les effets secondaires des siARN doivent étre pris en compte pour toute application
thérapeutique. Des effets potentiellement délétéres ont été illustrés par des expériences dans
lesquelles des souris injectées avec des siARN présentent des signes de toxicité et
notamment des niveaux sériques élevés d’aspartate aminotransférase (signe d’atteinte
hépatique) et d’une réduction du nombre de lymphocytes et de plaquettes (Judge et al.,
2005). 11 est donc nécessaire d’éviter les effets secondaires des siARN, tout en conservant
une activitée ARNI. Pour cela, il faudrait sélectionner une séquence du siARN et éviter les

motifs immunostimulateurs (Judge et al., 2005).

IV. Contraintes liées a l'utilisation des vecteurs lentiviraux en vue

d’une application clinique

L'utilisation des vecteurs lentiviraux en thérapie génique humaine, et
particulierement pour les pathologies du systéeme nerveux, implique un cahier des charges
tres strict. En effet, les vecteurs lentiviraux devront avant toute utilisation chez ’homme
remplir des conditions de sécurité (absence de mutagenese insertionnelle) et d’efficacité
(expression du transgene forte, spécifique et régulée). Un grand nombre d’études a déja
apporté des éléments en faveur d’une utilisation clinique de ces vecteurs. De plus, pour

réduire les effets d’insertions aléatoires et I’activation d’oncogenes, le développement de
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vecteurs lentiviraux non-intégratifs (Nightingale et al., 2006; Philippe et al., 2006; Yanez-
Munoz et al., 2006) ou a intégration ciblée (Recchia et al., 1999; Kogure et al., 2001)
améliore les conditions pour une meilleure sécurité. D’autre part, pour répondre aux
exigences d’efficacité, Iutilisation de promoteurs forts et/ou spécifiques d’un type cellulaire
(GFAP, NSE...) a permis d’obtenir une expression satisfaisante et spécifique du type
cellulaire ciblé. En outre, 'utilisation et la maitrise de nouvelles enveloppes virales ouvrent
la voie vers de nouvelles possibilités de ciblage cellulaire. Enfin, le développement de
systemes de régulation de plus en plus strs et efficaces est un élément supplémentaire en

faveur du passage des vecteurs lentiviraux en thérapeutique humaine.

L'utilisation en routine des vecteurs lentiviraux implique également une
amélioration de la qualité des lots cliniques. En effet, il est possible de retrouver des
contaminations de débris cellulaires et de composants du milieu de culture qui se révelent
potentiellement toxiques et immunogenes apreés |’étape de concentration par
ultracentrifugation (Park et al., 2000). En remplacant cette étape par une purification en
chromatographie échangeuse d’ions, on ne retrouve plus de signes de toxicité aigué ou
durable, ni d’inflammation (Scherr et al., 2002). La qualité peut également étre améliorée en
produisant des vecteurs par des cellules cultivées sans sérum, tout en gardant I’étape

d’ultracentrifugation. Les anticorps générés sont faibles et peu neutralisants (Baekelandt et

al., 2003).

Enfin, ’homme étant potentiellement I’hote du VIH-1 et la pathogénie du virus
/4 . ’ \ . . . .
étant suffisamment grave et étendue, se pose le probleme des interactions vecteur et virus in
vivo (Bukovsky et al., 1999). L’utilisation des vecteurs SIN ou delta-U3 permet de

s’affranchir de cette interaction (Miyoshi et al., 1998; Zufferey et al., 1998).

Les étapes de développement des vecteurs lentiviraux en terme de biosécurité,
defficacité, et de qualité des vecteurs produits ont été importantes jusqu’a présent.
Toutefois, beaucoup de chemin reste a parcourir pour répondre a ’ensemble des exigences
du cahier des charges pour I'utilisation clinique de ces vecteurs lentiviraux, en particulier

ceux dérivés du VIH-1.
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V. Considérations éthiques et avenir de la thérapie génique

Il est difficile de décrire les techniques relatives a la thérapie génique sans discuter
des questions qu’elles soulévent au niveau éthique. Il serait d’ailleurs vain de restreindre ces
questions au simple transfert de géne. Dans sa perspective thérapeutique, le transfert de
géne exige, comme pour tout nouveau meédicament, une évaluation stricte du rapport
risque/bénéfice. Celui-ci doit étre le plus faible possible, en particulier au regard des
pratiques thérapeutiques utilisées jusqu’alors. C’est a ce type de thérapie génique que le
comité consultatif national d’éthique a donné un avis favorable le 13 décembre 1990. En
France, les essais de thérapie génique sont encadrés par la loi Huriet-Sérusclat (loi n°88-1138
du 20/12/88), les lois de bioéthique de juillet 1994 et du 6 aoGt 2004. Elles définissent les
regles des essais de thérapie génique chez I'homme et garantissent une protection efficace
des patients.

Les préoccupations actuelles de la société concernent le transfert de gene dans un but
de modification ou d’amélioration de I'individu. Le transfert de gene dans les cellules

somatiques pose le probleme d’une éventuelle dérive eugenique de la thérapie génique.

Le transfert de gene dans les cellules germinales, c'est-a-dire toute modification du
capital génétique des cellules reproductrices (ovocytes, spermatozoides et leurs précurseurs)
: : , L , v e - :
qui aurait pour conséquence une modification du génome de tout I'individu, est proscrite
par toutes les réglementations en matiere de transfert de géne thérapeutique chez I’homme.
D’ailleurs, pour étre accepté, tout protocole de thérapie génique doit démontrer que les
vecteurs utilisés n’affecteront pas les cellules germinales du patient. Néanmoins, la preuve
de principe du transfert de géne dans les cellules foetales embryonnaires humaines a été

’ . N ;. 5
apportée par transfection d’ADN (Shamblott et al., 2001). Ces expériences montrent qu’il
est possible d’exprimer un gene étranger dans les cellules germinales. Dans ce cadre, afin
d’éviter toute dérive délibérée eugénique, il est indispensable de veiller a ce que les cellules

germinales modifiées ne soient jamais utilisées dans un but de procréation.

Le transfert de géne chez le foetus pose également un probléme éthique. La thérapie

génique in utero est pour 'instant envisagée pour des pathologies génétiques extrémement
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graves. En France depuis 1999, le diagnostic préimplantatoire est autorisé dans le cadre de
pathologies génétiques graves. Celui-ci permet de choisir i vitro les embryons lorsque une
maladie génétique grave est crainte. Cependant d’un point de vue éthique, cette pratique
souléve de nombreuses questions, en particulier celle d’une dérive eugénique. La thérapie
génique in utero pourrait etre une alternative au diagnostic préimplantatoire. Bien que la
technique ne soit pas encore au point, il est probable que le développement de nouveaux
outils permettra de dépasser ces limites. Cependant, il est nécessaire de s’assurer que le
transfert de gene n’affecte pas les cellules germinales du feetus, de méme, qu’il n’y ait pas de
modifications génétiques des cellules de la mére. Enfin, il est nécessaire de s’assurer que ce
transfert de géne n’induise pas de risques d’avortement prématuré. En prenant en compte
toutes ces conditions, la question qui se pose est de savoir a quel stade du développement le
futur enfant doit étre soigné ? C’est a cet ensemble de questions que le législateur devra
répondre. Pour ma part, il me semble important de maintenir des garde-fous stricts afin
d’éviter tout risque d’eugénisme. En tout état de cause, il est important que ces pratiques
(diagnostic préimplantatoire ou thérapie génique in utero) ne soient autorisées que dans le

cas ou une maladie grave est crainte chez ’enfant a naitre.

L’application du transfert de gene chez ’homme dans un but d’amélioration des
compétences physiques est aujourd’hui revenue sur la scéne publique dans le cadre du
dopage sportif. Chez ’animal, le transfert de gene du facteur de croissance IGF-1 dans les
cellules musculaires de souris augmente de 15% la masse musculaire des animaux
(Takahashi et al., 2003; Barton, 2006). L’introduction du géne de 'EPO dans les cellules de
muscles de primates a conduit a une production d’EPO 10 fois supérieure a la normale
associée a une augmentation de plus de 60% du taux de globules rouges (Zhou et al., 1998).
Méme si cette pratique n’a pas encore été utilisée chez les sportifs de haut niveau, le centre
international de lutte antidopage a d’ores et déja interdit 'utilisation de la thérapie génique

pour toute amélioration des capacités physiques des sportifs.

Comme pour tous les autres secteurs de la biologie, I’avenir de la thérapie génique
est conditionné par les expériences du passé. Jusqu’alors, les échecs pour guérir une maladie
étaient dus essentiellement a la méconnaissance de certains aspects de la maladie ou au

manque d’outils appropriés. Le séquencage complet du génome humain et ’amélioration
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des outils de biologie moléculaire et de bioinformatique vont favoriser notre
compréhension des processus de nombreuses pathologies. Les résultats de ces études auront
un impact considérable dans le choix des stratégies thérapeutiques par transfert de géne. Ces
mémes techniques vont permettre de mieux connaitre I'impact du transfert de geéne dans
des modeles animaux. Ce type d’informations favorisera la prise de position sur la validité
médicale et éthique d’un protocole de thérapie génique. Dans le méme temps,
’ameélioration constante des outils de transfert de gene permet déja d’accroitre les stratégies
thérapeutiques et de minimiser les risques éventuels. Il est probable que dans un avenir
proche, ’'amélioration de ’efficacité de transduction, de la stabilité, de la biosécurité et du
tropisme des vecteurs permettra aux prochains essais cliniques d’étre plus probants que les
précédents. Enfin, il est a prévoir que les vecteurs de transfert de geéne seront utilisés
comme des outils de correction génique par recombinaison homologue du transgene avec
une séquence génomique mutante. De nombreuses études ont montré la faisabilité de ce
type de stratégies in vitro (Russell and Hirata, 1998; Feederle et al., 2004; Ohbayashi et al.,
2005) et iz vivo (Miller et al., 2006). L’efficacité de cette méthode reste encore a étre

améliorée, mais elle ouvre la voie au transfert de géne afin de corriger un géne muté.
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Figure 1 : Stratégies de thérapie génique

A gauche : Thérapie génique directe dite in vivo
A droite : Thérapie génique ex vivo

(D’apres Kirschtein et Skirboll, 2001)
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Figure 2a : Structure de I’Herpes simplex Virus de type 1 (HSV1)

(d’apres Todar, K 2006)

Le virus HSV1 est un virus d’une centaine de nm composé d’un corps dense aux électrons
comprenant I’ADN double brin, d’une capside icosapentahédrique, d’un tégument (une
couche protéique entourant la capside) et d’une enveloppe.
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Figure 2b : Représentation schématique du génome de I’Herpes Simplex Virus de type 1
(d’aprés Frampton, et al. 2005)

Le génome du HSV1 est constitué de deux segments désignés L (long) et S (short :court).
Chacun de ces segments est compos¢ d’une séquence unique (Up ou Us) flanquée de larges
séquences répétées inversées (SRI). Les SRI situées aux extrémités du segment UL sont
désignées ab et b’a’ alors que celles du segment US sont nommées a’c’et ca. La localisation
des genes essentiels (nécessaires pour la réplication virale) et les génes accessoires (qui
peuvent tre délétés sans affecter la réplication) sont indiqués.



Figure 3 : Structure du génome de I’AAV
(d’apres Vasileva et Jessberger, 2005)

Le génome de I’AAV est encadré par des séquences répétées appelées ITR (Inverted Terminal
Repeat). Le géne rep code pour des protéines impliquées dans la réplication virale et le géne
cap code pour des protéines nécessaires pour I’encapsidation du virus. L’AAV s’intégre dans
un locus spécifique du chromosome 19 humain, AAVSI.
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Figure 3A : Caractérisation du systéme de régulation

Transduction de cellules 293T-GFP par un vecteur lentiviral qui exprime de manicre
régulable un shARN dirigé contre la GFP. Les cellules sont cultivées en absence ou en
présence de 6 ng/ml de doxycycline.
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Figure 4a : Représentation schématique de la structure d’un adénovirus.
(d’aprés Russell, WC 2000)
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Figure 4b : Structure du génome d’un adénovirus de sérotype 5

Les extrémités du génome sont bordées par les ITR (Inverted Terminal Repeat). Les unités de
transcription sont les unités précoces (deE1A a E4), les deux unités intermédiaires pIX et [Va
et I'unit¢ majeure tardive MLTU (Major Late Transcription Unit). W est le signal
d’encapsidation de I’ADN viral.
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Figure 5 : Structure d’un lentivirus : exemple du VIH-1
(d’aprés Goldschmidt, V 2004)




Figure 6 : Structure du génome du VIH-1
gag, pol, et env, génes de structure. vif, vpr, vpu et nef, génes régulateurs.
LTR : Long Terminal Repeat
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Figure 7 : Phase pré-intégrative du cycle réplicatif du HIV-1

(d’aprés Didierjean, J 2005)

1) Fixation SUgp120 au récepteur CD4+ ; 2) Fusion des deux enveloppes, entrée du virus
dans la cellule et décapsidation ; 3) Rétrotranscription de I’ARN viral en ADN proviral
double brin ; 4) Formation du complexe de pré-intégration (CPI) ; 5) Intégration de I’ADN
proviral dans le génome de la cellule hote.
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Figure 8 : Mécanisme de rétrotranscription de I’ARN génomique du VIH-1.
(d’aprés Goldschmidt, V 2004)

1) Initiation de la synthése du brin d'ADN (-) ; 2) Synthése de 'ADN (-) et dégradation par la
RNase H de 'ARN matrice ; 3) Saut du brin d'ADN (-) ; 4) Fin de la synthése du brin d'ADN
(-) et dégradation par la RNase H de la matrice ; 5) Initiation de la synthése du brin d'ADN
(+) au niveau du PPT3' ; 6) Synthése de ' ADN (+) et initiation de la synthése du brin d'ADN
(+) au niveau du PPTc ; 7) Dégradation des amorces ARN et ARNt et saut de brin de ' ADN
(+) ; 8) Terminaison de la synthése des deux brins d'ADN et synthése d'un "DNA flap" au
niveau du CTS.
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Figure 9 : Import nucléaire du provirus, formation du complexe de pré-intégration (CPI)
(d’aprés Sherman, MP 2002)

Le CPI est composé de I’ADN proviral, des protéines virales MA, Vpr, IN et RT, ainsi que
des protéines cellulaires HMG-I et BAF.
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Figure 10 : Intégration du provirus dans le génome de la cellule héte

(d’aprés Goldschmith, V 2004) (En jaune est représentée 1’intégrase)

L’intégrase clive I’ADN génomique de I’hdte ainsi que les extrémités de I’ ADN proviral pour
libérés une extrémité CA avec un 3’-hydroxyle. L’ADN proviral est ligu¢ aux extrémités 5’
phosphate de ’ADN hote par I’intégrase. Les extrémités sortantes sont ensuite ¢liminées et
les discontinuités générées au niveau du site de ligation sont réparées par les enzymes
cellulaires
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Figure 11 : Plasmides de production des vecteurs lentiviraux pseudotypés avec VSV-G.

La production des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 nécessite la co-transfection
transitoire de ces trois plasmides dans des cellules HEK-293T.
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Figure 12 : Mécanisme d’intégration site spécifique catalysée par l'intégrase de phage
phiC31 :

Chez streptomyces, I'intégrase phiC31 permet la recombinaison entre le site attB, présent
dans le génome de streptomyces et le site attP formant les jonctions attL et attR. b) Dans les
cellules de mammiferes, phiC31 permet ’intégration d’un plasmide porteur du site attB et
d’un transgéne au niveau de pseudo-sites attP.

(d’apres Chalberg et al., 2005).
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Figure 13 : Schéma du mécanisme de I’ARN interférence
a) Structure d’un siARN. b) Biosynthése d’un siARN et dégradation de I’ARNm cible.
(D’apres Dykxhoorn, DM 2003)

L’ARNdb est clivé pendant I’étape d’initiation par I’enzyme Dicer pour former de petits
fragments d’ARNdb de 19 a 25 nucléotides, les siARN. Au cours de I’étape effectrice, un seul
brin du siARN sera incorporé dans le complexe RISC. La liaison par homologie des bases du
siARN avec I’ARNm cible entraine sa dégradation par RISC.
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Figure 14 : Structure de la protéine Dicer humaine :
(d’aprés Carmell, A et Hannon, GJ 2004)

Dicer appartient a la famille des protéines RNase III et contient deux domaines catalytiques
(RIITa et RIIIb) et d’'un domaine de liaison a I’ARNdb (dsRBD). Dicer est également
constitué¢ dans sa partie N-terminale d’un domaine hélicase, qui permet de séparer les brins
d’ARN(db, suivie par un domaine de fonction inconnue, DUF283, puis d’'un domaine PAZ.

PAZ

Figure 15 : Structure des protéines Argonautes :
(d’apres Filipowicz et al ; 2005)

Les protéines Agonautes présentent dans le complexe RISC sont composées de deux
principaux domaines : un domaine PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) dans sa partie N-terminale
et d’un domaine PIWI dans sa partie C-terminale. Le domaine PAZ d’une longueur d’environ
120 acides aminés permet de lier ’ARNdb. Le domaine PIWI d’une longueur d’environ 400
acides aminés est responsable de I’activité catalytique de ’ARNm.
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Figure 16 : a) Structure des pré-miARN lin-4 et let-7, membres fondateurs de la famille des
microARN. b) Mécanisme d’action des miARN lin-4 et let-7
(figure tirée de Bartel, DP 2004)

a) Avant maturation par la protéine Dicer, ’ARN lin-4 et let-7 ont une longueur d’environ 70
nucléotides et forment une structure en tige-boucle. La maturation produit des molécules de
22 nucléotides (en rouge), partiellement complémentaire de la région 3’-UTR de leurs ARNm
cibles

b) Le miARN lin-4 se fixe sur la région 3’-UTR de lin-14 permettant ainsi le passage de stade
larvaire L1 vers L2. Le miARN let-7 se fixe sur deux cibles, lin-41 et lin-42, déclenchant le
passage de la phase larvaire L4 au stade adulte.
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Figure 17 : Biosynthese des microARN
(D’apres Cavaille, J 2004)

Les miARN sont synthétisés a partir d’'un ARN précurseur en tige boucle imparfaite en un
ARN double brin d’environ 22 nucléotides. Ce miARN s’associe avec le complexe RISC et
s’apparie avec un ARNm. Si la complémentarité est parfaite, il y a dégradation de I’ARNm
cible, alors que si la complémentarité est imparfaite, il y a blocage de la traduction. Ce
mécanisme d’inhibition n’est pas complétement ¢lucidé.
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Figure 18 : Stratégie d’expression des siARN

L’expression des siARN se fait par I’intermédiaire de promoteurs d’ARN polymérase III. La
succession de 5 résidus thymidines permet de stopper la transcription.

A) Utilisation de deux promoteurs pour la syntheése du brin sens et brin antisens du siARN.

B) Utilisation d’un seul promoteur pour la synthése d’un siARN en épingle a cheveux, le
shARN. Le brin sens et antisens sont séparés par une boucle de 9 pb.
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Figure 19a : Systéme de régulation suppressible par la tétracycline, “Tet-oft”
TetR, domaine de fixation a I’ADN du répresseur tétracycline VP16, domaine activateur de la
transcription de VP16 du HSV.

En présence de tétracycline ou de doxycycline, le transactivateur tTA ne peut se fixer sur les
séquences TetO. La transcription est alors inactivée.
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Figure 19b : Systéme de régulation inductible par la tétracycline, “Tet-on”
rTetR, domaine muté de fixation a I’ADN du répresseur tétracycline.

En présence de tétracycline, le transactivateur rtTA se fixe sur les séquences TetO et
déclenche la transcription.
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Figure 20 : Systéme de régulation par I’ecdysone
RXR, Récepteur au Rétinoide X ; EcR, domaine de liaison a I’ADN du récepteur a
I’ecdysone ; VP16, domaine activateur de VP16 du HSV ; ER, Elément de Réponse de EcR.

En présence d’ecdysone, le transactivateur ECR/VP16 se lie 8 RXR pour former un complexe
qui se lie sur les s€quences ER en amont du promoteur du gene d’intérét, déclanchant ainsi la
transcription. En revanche, en absence d’ecdysone, il n’y a pas de dimérisation de EcCR/VP16
avec RXR. Il n’y donc pas d’induction de la transcription.
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Figure 21 : Systéme de régulation par la mifépristone ou RU486
Gal4, domaine de liaison a I’ADN de Gal4 ; hPR, domaine muté de liaison a la mifépristone ;
VP16, domaine activateur de VP16 du HSV.

En présence de mifépristone ou RU486, le transactivateur chimérique GLVP se fixe sur les
¢léments de réponse ER présent en amont du promoteur, déclanchant ainsi la transcription. En
revanche en absence de RU486, GLVP ne se fixe pas sur le promoteur. Il n’y a donc pas
d’expression du transgene.
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Figure 22 : Systéme de régulation par le tamoxiféne

RE, Response Element., séquence de liaison de HNFla ; HNFla, domaine de liaison a
I’ADN de HNFlo (Human hepatocyte Nuclear Factor-1a.. ER, domaine de liaison au ligand
4-hydroxytamoxiféne (4-OHT). p65, domaine activateur de la sous unité p65 de NF-«B.

En présence de 4-OHT, le transactivateur HNF1a/:ER/p65 se lie au séquence de liaison de
HNFla située en amont du promoteur. Cette liaison déclenche 1’expression du transgéne. En
revanche, en absence de 4-OHT, ce transactivateur ne se fixe pas. Il n’y a pas de transcription.
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Figure 23 : Systéme de régulation par la rapamycine

(R, rapamycine)

ZFHDI, domaine de liaison a I’ADN de la protéine ZFHD1 ; FKBP12, domaine de liaison a
la rapamycine de la protéine FKBP12 ; FRAP, domaine de liaison FRB de la protéine FRAP ;
p65, domaine d’activation de la protéine NFkB p65.

En présence de rapamycine, FRAP/p65 se dimérise avec ZFHD1/3-FKBP pour former un
hétérodimeére qui se fixe sur des éléments de réponses spécifique situés en amont du
promoteur. Cette fixation entraine la transcription. En revanche, en absence de rapamycine,
I’hétérodimere ne se fixe pas. Il n’ y a pas d’expression du transgene.
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Figure 24 : Description des différents types de promoteurs d’ARN polymérase III.
(d’apres Schramm et Hernandez, 2002)

Le promoteur de type I comporte une région de contrdle interne (ICR) se laquelle se fixe les
protéines d’initiation de la transcription. Il code pour les ARN ribosomaux. Le promoteur de
type Il comporte une boite A et B et code pour des ARN de transfert. Les promoteurs de types
III code par exemple pour des ARN nucléaires. Contrairement aux promoteurs de type I et II
les promoteurs de types III sont extragéniques.
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Figure 25 : Structure du promoteur U6 humain
ESD, Elément de Séquence Distal, ESP, Elément de Séquence Proximal.

Pol lll

Figure 26 : Mécanisme simplifié¢ de transcription a partir d’un promoteur d’ARN polymérase
1.

(Modifi¢ d’apreés Schramm et Hernandez, 2002)

N’est représenté ici que le “core” du promoteur (ESP et boite TATA).

Le facteur de transcription SNAPc se fixe sur I’ESP et induit la fixation de la protéine TBP
sur la boite TATA. L’interaction entre SNAPc et TBP recrute I’ARN polymérase III qui
démarre la transcription a partir d’un nucléotide précis (une guanine dans le cas du promoteur
uU6).



Adénovirus AAV HSV Lentivirus
Type de virus ADNdb ADNsb ADNdb ARN
Transduction
des cellules Oui Oui Oui Oui
quiescentes
non oui/non non oui
Intégration (dépendant du
type cellulaire)
C s 7,5 kb 4,5 kb 30-150 kb 8 kb
apacité de
(sauf gutless 37
clonage kb)
- Transduction - Transduction - Forte capacité - Transduction
des cellules des cellules de clonage. des cellules
quiescentes et en quiescentes et en - Fort tropisme quiescentes et en
division. division. pour les neurones | division.
Avantages _ Production 4 P “E o
roduction a eu xpression a
haut titre immunogéne long terme
- Peu
immunogeéne
- Pas de - Pas de - Durée - Risque de
réadministration | réadministration d’expression mutagenése
(anticorps (anticorps courte insertionnelle
L . neutralisants) neutralisants) - Immunogéne
Inconvénients . . .
- Durée - faible capacité
d’expression de clonage

courte
- Immunogéne

Tableau I : Comparaison des principaux vecteurs de transfert de géne.
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A Single Lentivirus Vector Mediates Doxycycline-Regulated
Expression of Transgenes in the Brain

ROLAND VOGEL, LAHOUARI AMAR, ANH DO THI, PAULETTE SAILLOUR, and JACQUES MALLET

ABSTRACT

A single lentivirus vector allowing doxycycline-regulated expression of transgenes in the brain was generated
by incorporating the tetracycline (Tet)-dependent regulatory system into the backbone of the vector. Two dis-
tinct expression cassettes were inserted upstream and downstream from the central Flap sequence that pro-
vides for enhanced transduction of nondividing cells. The first cassette was used to express the transgene un-
der the control of the Tet-dependent minimal cytomegalovirus promoter. The second cassette was employed
to express constitutively the Tet-dependent transactivator rtTA2-M2, which activates the Tet-dependent pro-
moter after binding of doxycycline (Tet-on system). Vectors carrying luciferase and tyrosine hydroxylase as
the transgene were constructed, tested in astroglia-rich primary cultures, and injected into the striata of rats.
The constructs allowed in vitro and in vivo robust expression of the transgene that could be regulated over
two orders of magnitude by the addition and withdrawal of doxycycline. The vector may thus be useful for
many applications in gene therapy research, including the development of a therapeutic protocol for the treat-

ment of Parkinson’s disease based on the restoration of regulated dopamine production.

OVERVIEW SUMMARY

The use of gene transfer as a therapeutic tool requires the
development of vectors that permit to control the expres-
sion of the therapeutic gene by administration of small in-
ducer molecules. The treatment could then be adapted to
the needs of the patient and, should complications arise, the
therapy could be stopped or interrupted. Optimized vectors
that only need to be applied to the patient in minimal
amounts would contribute further to the safety of gene
transfer for human therapy. Therefore, we constructed and
characterized a single optimized lentivirus vector allowing
doxycycline-regulated expression of transgenes. Transgene
expression from this vector can be regulated in vitro and in
vivo over two orders of magnitude by administration and
withdrawal of doxycycline. Thus, the vector may be useful
for many applications in gene therapy research.

INTRODUCTION

THE DEVELOPMENT OF VECTORS that allow regulated expres-
sion of therapeutic genes is essential for the clinical appli-
cation of gene therapy. The delivery of genes controlled by a

regulatory system would improve both efficacy and safety by
enabling clinicians to adapt the therapy to the needs of the pa-
tient and to stop therapeutic gene expression at the onset of any
adverse secondary effect. Gene regulation is particularly nec-
essary when the gene transfer vectors permit long-term ex-
pression of the transgene. The importance of controlled thera-
pies is most evident in the field of therapeutic angiogenesis and
in the treatment of Parkinson’s disease. The devastating con-
sequences of unregulated vascular endothelial growth factor
(VEGF) synthesis (Yancopoulos et al., 2000) and the occur-
rence of persistent dyskinesiain patients caused by unregulated
synthesis of dopamine by implanted fetal dopaminergic cells
(Ma et al., 2002) are well documented.

Several systems that allow transgene expression to be mod-
ulated have been developed (Fussenegger,2001). Among these,
the Tet-dependentregulatory system (Gossen and Bujard, 1992)
reveals excellent performance in vitro and in vivo. The initial
version of the Tet system was based on an engineered tran-
scription factor that combines functional domains from the
Escherichia coli Tet repressor protein and the Herpes simplex
VP16 transactivator. In the absence of doxycycline this trans-
activatoractivates a minimal cytomegalovirus(CMV) promoter
by binding to the Tet operon repeats incorporatedinto its 5’ re-
gion (Tet-off system). In the most recent version a modified
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transcription factor (rtTA2-M2) is used: it contains three min-
imal VP16 transactivator domains (Baron ef al., 1997) and a
mutated tetracycline-binding domain (Urlinger et al., 2000).
This transactivator requires doxycycline to activate the mini-
mal CMV promoter (Tet-on system). The various versions of
the Tet system have been successfully used in transgenic ani-
mals (Zhu et al., 2002) and have also been integrated into ad-
enoviral vectors (Corti et al., 1999) and adeno-associated viral
vectors (Fitzsimons et al., 2001).

Tet-regulated transgene expressionin a host cell requires the
delivery of two expression cassettes, one to express the trans-
activator and the other to express the transgene. In RNA virus
vectors, such as lentivirus vectors, the possibilities of inserting
more than one expression cassette appear to be limited, because
termination of transcriptiondue to additional poly(A) sequences
must be avoided during vector production. To deliverregulated
expressionof small transgenes, such as that encoding green flu-
orescent protein (GFP), by lentivirus vectors, the problem has
been overcome by the use of overlapping expression cassettes
(Kafri et al., 2000; Vigna et al., 2002); that is, the cassettes re-
quired to produce (1) the vector, (2) the transactivator, and (3)
the transgene all share the poly(A) sequence in the long termi-
nal repeat (LTR) of the vector. Doxycycline-regulaed expres-
sion of transgenes has also be obtained by delivering two ex-
pression cassettes by two separate lentivirus vectors (Vigna et
al., 2002).

The amount of vector administered to patients should be as
small as possible, in order to minimize the risk of oncogene ac-
tivation by the integrating vector genome. In a clinical trial of
ex vivo gene therapy for X-linked severe combined immune de-
ficiency (Hacein-Bey-Abina et al., 2002), one of four success-
fully treated patients developed leukemia 30 months after im-
plantation of CD34* cells transduced with a Moloney murine
leukemia virus vector (Hacein-Bey-Abinaet al., 2003). The leu-
kemia observed was probably due to oncogene activation
caused by the integrating vector genome (Hacein-Bey-Abinaet
al., 2003).

Thus, we set out to develop a single, self-inactivatinglentivi-
ral vector to deliver Tet-regulated expression of therapeutic
genes. Two distinct expression cassettes were integrated into
the lentiviral backbone to optimize induction of larger thera-
peutic genes by doxycycline. To further reduce the amount of
vector that has to be applied in vivo, the Woodchuck Hepatitis
Virus Responsive Element (WPRE) was incorporated: this el-
ement increases transgene expression by stabilizing the trans-
gene mRNA (Zufferey et al., 1999). To facilitate transduction
of neural cells, the central HIV-1 Flap sequence (Zennou et al.,
2001) was inserted into the vector.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid construction

The plasmid pTrip-EFla-eGFP, which contains the back-
bone of the lentiviral genome including the central Flap se-
quence (Zennou et al., 2001), was kindly provided by P.
Charneau (Pasteur Institute, Paris, France). The plasmids pUHR
10-3 and pUHRT62-1, which contain the components of the
Tet system, were kindly provided by H. Bujard (Zentrum fiir
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Molekulare Biologie, Heidelberg, Germany). A BamHI-Kpnl
DNA fragment containing the WPRE and an Mlul-BamHI
DNA fragment containing the tetracycline-reguladed minimal
CMYV promoter and the 3’ polylinker Ndel-Spel-Ball were am-
plified by polymerase chain reaction (PCR) from pNI-WPRE
and pUHR 10-3, respectively. The fragments were ligated into
the pTrip plasmid from which the EF1a promoter and the eGFP
cDNA had been removed by MIul-Kpnl digestion, resulting in
pTrip-CMVmin-WPRE. A 400-bp Nofl-EcoRI DNA fragment
containing the lentiviral encapsidation sequence ¢ and the 3’
cloning linker Nhel-Sall was generated by PCR from this con-
struct. The fragment was used to replace the 900-bp Notl-EcoRI
fragment in pTrip-CMVmin-WPRE, thereby deleting 500 bp
upstream from the Flap sequence. The resulting plasmid was
called pA500Trip-CMVmin-WPRE and an Mlul-Xhol frag-
ment containing the minimal enhancer-blocking site of the
chicken B-globin insulator (Bell et al., 1999) was inserted be-
tween the Flap sequence and the minimal CMV promoter. This
fragment was generated by annealing the synthetic oligonu-
cleotides 5'-CGCGTGCTATCGATGGCCTGCTGCCCCCT-
AGCGGGGGAGGGACGTAATTACATCCCTGGGG-
GCGCTCTAGAACGC-3' and 5'-TCGAGCGTCTAGAGCG-
CCCCCAGGGATGTAATTACGTCCCTCCCCCGCTAG-
GGGGCAGCAGGCATCGATAGCA-3 ', which were bought
from Qbiogene (Evry, France). Ndel-BamHI DNA fragments
carrying luciferase and human tyrosine hydroxylase 1 cDNAs
were inserted into the resulting plasmid pA500Trip-Ins-
CMVmin-WPRE.

1tTA2-M2 cDNA was recovered from pUHRT62-1 by
EcoRI-BamHI digestion and inserted into pAS500Trip-
CMVmin-WPRE from which the central Flap sequence and the
minimal CMV promoter had been removed by EcoRI-BamHI
digestion. The WPRE sequence in the resulting plasmid
pA500rtTA2-M2-WPRE was replaced by a BamHI-Kpnl frag-
ment containing the poly(A) sequences of the bovine growth
hormone gene and an Nhel site at the 3’ terminus. The poly(A)
sequence was amplified by PCR from the pcDNA 3 vector (In-
vitrogen, Groningen, The Netherlands). An Sall-EcoRI frag-
ment cotaining the phosphoglycerate kinase (PGK) promoter
was amplified by PCR and inserted into the Sall-EcoRI site up-
stream from rtTA2-M2, yielding the plasmid pA500-PGK-
1tTA2-M2-BGHpolyA.

The rtTA2-M2 expression cassette was recovered from
pA500-PGK-rtTA2-M2-BGHpolyA by Sall-Nhel digestion
and inserted between the Sall and Nhel sites of pA500Trip-Ins-
CMVmin-Transgene-WPRE, which contained either luciferase
or human tyrosine hydroxylase 1 as the transgene. In the re-
sulting plasmid the central Flap sequence between the Sall and
MIul sites was replaced by an Sall-Mlul fragment containing
a 300-bp stuffer DNA and the central Flap sequence amplified
from pTrip-EF1a-eGFP by PCR. All plasmid constructs were
verified by sequencing with an ABI-PRISM 377 DNA se-
quencer (Applied Biosystems, Courtabeuf, France).

Production and quantification of vector stocks

Vector particles were produced by transient cotransfection
of 293T cells by the vector plasmid, an encapsidation plasmid
(p 8.7), and a vesicular stomatitis virus (VSV) expression plas-
mid (pHCMV-G) as previously described (Zennou et al., 2001).
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To quantify the vector stocks the amount of p24 capsid protein
was determined by a human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1) core profile enzyme-linked immunosorbent assay
(Beckman Coulter, Roissy, France) as described by the manu-
facturer. Transducing units (TU) were quantified by an 8-hr in-
cubation of serial dilutions of the vector stocks with HeLa cells
in the presence of DEAE-dextran (10 ug/ml; Sigma-Aldrich,
St. Quentin Fallavier, France). To induce transgene expression,
cells were incubated for 72 hr with culture medium containing
doxycycline (600 ng/ml) and then analyzed by immunocyto-
chemical staining and counting of immunopositive cell
colonies. Vector preparations containing 5.6 X 108 and 2.8 X
108 TU were obtained from 2 X 10% transiently transfected
293T cells when the vector construct carried luciferase and ty-
rosine hydroxylase as the transgene, respectively. A TU-to-p24
ratio of 6 X 10* TU/ng of p24 and 8 X 10* TU/ng of p24 was
determined in the preparations of vectors expressing luciferase
and tyrosine hydroxylase, respectively.

Characterization of the vectors in vitro

Astroglia-rich primary cultures containing 70-80% astro-
cytes (Stieg et al., 1980) were prepared from the brains of
neonatal Sprague-Dawley rats as described (Hamprecht and
Loffler, 1985). In each well of a 12-well dish, 500,000 viable
cells were seeded in 1.5 ml of culture medium (90% DMEM,
10% fetal calf serum, penicillin G [20 units/ml], and strepto-
mycin sulfate [20 wg/ml]) and cultivated at 37°C under a hu-
midified atmosphere of 5% CO,/95% air in a cell incubator.
The medium was renewed after 7 days. After 14 days, when
the cultures had reached their final cell density, the medium
was again renewed and lentivirus preparations were added. Af-
ter overnight incubation the medium was replaced by fresh cul-
ture medium and doxycycline was added at various concentra-
tions (Sigma-Aldrich). The culture medium was renewed 3, 5,
7,9, and 12 days after the first application of doxycycline and
fresh doxycycline was administered each time. Luciferase ac-
tivity in the cultured cells was assayed with the luciferase as-
say system (Promega, Lyon, France). Tyrosine hydroxylase ac-
tivity was determined by monitoring the release of 3H,O from
[3,5-*H]tyrosine (Amersham Biosciences, Orsay, France) as de-
scribed (Reinhard et al., 1986). Protein was quantified accord-
ing to the method of Bradford (1976) with the Bio-Rad protein
assay (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany), using bovine
serum albumin as standard.

For immunocytochemical analysis cells were cultivated on
glass coverslips. The culture medium was removed and cells
were washed twice with PBS and fixed by a 10-min incubation
at 37°C in 4% paraformaldehyde in PBS. For immunocyto-
chemistry antisera raised against luciferase (Europa Bioprod-
ucts, Cambridge, UK) and tyrosine hydroxylase (Institut]J. Boy,
Strasbourg, France) were used and the peroxidase Vectastain
ABC kit (AbCys, Paris, France) was used for detection.

Stereotaxic injections

Young adult female Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Gen-
est St. Isle, France) were anesthetized with a dose of 1 ml/kg
body weight of a 1:1 mixture of ketamine (Virbac, Carros,
France) and Rompun (Bayer, Puteaux, France). The virus sus-
pension was injected with a 10-ul Hamilton syringe into the
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striatum at the following stereotaxic coordinates: (1) +1.8 an-
terior to bregma (AB), +2.5 lateral to midline (LM), 5 and 4.6
ventral to the dural surface (V); (2) +0.6 AB, +3.2 LM, 5 and
4.6 V; (3) +0.6 AB, +2 LM, 5 and 4.6 V. Five weeks before
the administration of the vector carrying tyrosine hydroxylase
as the transgene, 6.5 nug of 6-hydroxydopamine (6-OHDA;
Sigma-Aldrich) was intrastriatally injected at each of the fol-
lowing stereotaxic coordinates: +1.2 AB, +2.5 LM, 5, 4.6, and
4.2 V. Two days before the injection of vector the degenera-
tion of dopaminergic terminals in the striatum was verified by
monitoring apomorphine-induced rotational behavior of the an-
imals as described (Horellou et al., 1990).

Qualitative and quantitative histological analyses

Ten days after administration of doxycycline in drinking wa-
ter the animals were killed by decapitation. For immunohisto-
chemistry the brains were removed and immediately frozen in
—80°C isopentane. Cryostat sections (16 wm thick) of the frozen
brains were fixed by an overnight incubation at 4°C in a solu-
tion of 4% paraformaldehydein PBS. The sections were used for
immunohistochemistry with antisera raised against luciferase
(Europa Bioproducts) and tyrosine hydroxylase (Institut J. Boy),
and the peroxidase Vectastain ABC kit (AbCys) for detection.

To quantify luciferase activity, forebrain tissue containing
the striatum was removed by microdissection. The tissue was
homogenized in 1.5-ml microcentrifuge tubes (Eppendorf, Le
Pecq, France) with 2 ul of cell culture lysis reagent of the lu-
ciferase assay system (Promega) per milligram wet tissue and
a motor-driven micropestle. The homogenate was centrifuged
at 4°C and 12,000 X g for 5 min. The supernatant was stored
on ice. The pellet was homogenized four more times with 300
ul of lysis reagent and centrifuged as described above. The five
supernatants were combined, and the total activity of luciferase
was determined with the luciferase assay system (Promega).

RESULTS

Construction of the vector

Two expression cassettes were inserted into the backbone of
the vector (Fig. 1). The first cassette that was used to express
the transgene under the control of the Tet-dependent minimal
CMYV promoter contained a WPRE sequence (Zufferey et al.,
1999), to enhance transgene production, and employed the
poly(A) sequence of the vector in the 3’ long terminal repeat
(LTR). The second cassette, which served to express the Tet-
dependent transactivator rtTA2-M2 under the control of the
phosphoglyceratekinase promoter, was oriented in the antisense
direction with respect to the vector RNA. A monodirectional
poly(A) sequence derived from the bovine growth hormone gene
was inserted into the second cassette for polyadenylation of the
rtTA2-M2 transcript without disturbing transcription of the vec-
tor genome during production of the vector. To suppress trans-
activatory effects between the promoters of the two cassettes the
two promoter sequences were separated by the insertion of (1)
the minimal enhancer-blockingsite of the chicken -globin in-
sulator (Bell et al., 1999), (2) the central Flap sequence, and (3)
a 300-bp stuffer sequence. The central Flap sequence and the
stuffer were both derived from HIV-1. The central Flap sequence
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LTRy|poly A par|rtTA2M2|Ppqy [Stuffer|Flap|Ins|Pcyy win transgene| WPRE

FIG. 1. Schematic diagram of the lentivirus vector developed to deliver regulated expression of therapeutic genes. LTR, i,
Stuffer, and Flap (the long terminal repeats, the packaging sequence, a 300-bp Stuffer DNA, and the central Flap element, re-
spectively) are sequences derived from HIV-1. Pcyy min and Ppgk are the Tet-regulated minimal CMV promoter and the phos-
phoglycerate kinase promoter, respectively; poly Aggh) is a monodirectional poly(A) site derived from the bovine growth hor-
mone gene, INS is a minimal insulator sequence derived from the chicken B-globin insulator, and WPRE is the Woodchuck
Hepatitis Virus Responsive Element. rtTA2-M?2 is cDNA encoding the Tet-dependent transactivator tTA2-M2. Arrows indicate
the direction of transcription and the orientation of the poly(A) sequence.

was also employed to improve the transduction of neural cell
as previously described (Zennou et al., 2001). The U3 promoter
region was deleted from the 3’ LTR to obtain a self-inactivat-
ing vector as described (Zufferey et al., 1998).

Characterization of the vector in astroglia-rich
primary cultures

Astroglia-rich primary cultures derived from the brains of
newborn rats were transduced with the vector construct carry-

ing luciferase as the transgene. In the presence of doxycycline
(600 ng/ml) robust expression of the transgene was obtained,
which was monitored by the determination of luciferase activ-
ity in lysates from doxycycline-treated, transduced cells. The
activity of luciferase correlated with the amount of vector ap-
plied for transduction (Fig. 2A). The production of luciferase
enzyme in response to doxycycline was also demonstrated im-
munocytochemically (Fig. 2B). About 2% of the primary cells
were immunopositive when cells were transduced with vector
corresponding to a multiplicity of infection (MOI) of 1. The
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FIG. 2. Transduction of astroglia-rich primary cultures with the vector construct carrying luciferase as the transgene. (A) Cells
(6 X 10°) corresponding to 150 ug of protein were incubated overnight with various quantities of vector expressed as transduc-
ing units (TU) per cell (multiplicity of infection, MOI), and cultivated in the presence of doxycycline (600 ng/ml) for 7 days.
Values represent means of specific luciferase activities + SE; n = 3. (B and C) Production of luciferase in transduced astroglia-
rich primary cultures as determined by immunocytochemistry. Cells (3 X 10°) were incubated overnight with vector (MOI of 1),
and cultivated in the presence (B) and in the absence (C) of doxycycline (600 ng/ml) for 7 days. Scale bars: 100 pwm.
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transduced cells clearly revealed astrocytic morphology. No lu-
ciferase immunoreactivity was observed when transduced cells
were incubated in the absence of doxycycline (Fig. 2C). The
effect of the inducer was evident 2 days after the addition of
doxycycline (Fig. 3A and B). After 5 days the activity of lu-
ciferase reached a plateau, which was stable until the end of the
observation period of 14 days (Fig. 3A). This profile was in-
dependent of whether doxycycline was added to the culture
medium immediately (day 0) or 1 week (day 7) after the ad-
ministration of vector (Fig. 3B). The withdrawal of doxycycline
after 1 week was followed by a decrease in luciferase activity
to the background level within 5-7 days (Fig. 3B). We deter-
mined the minimal dose of doxycycline required to induce ex-
pression of the transgene in vitro (Fig. 3C). A concentration of
600 ng/ml was required to fully induce luciferase activity. In
the absence of doxycycline enzymatic activity of luciferase was
detectable and was 1% of the activity in the fully induced state.
No enzymatic activity of luciferase was detected in lysates from
cells that had not been transduced by administration of the vec-
tor (data not shown).

Characterization of the vector in vivo

The vector construct carrying luciferase cDNA was injected
into the striata of rats (Fig. 4). Two days after surgery the ani-
mals were treated for 10 days with doxycycline (0, 0.02, or 3
mg/ml) in the drinking water. The animals were then killed and
the brains removed for enzymatic and immunohistochemical
analysis. In striatal extracts from animals that had received doxy-
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cycline at 3 mg/ml the total enzymatic activity of luciferase was
(2.1 £ 0.4) X 107 RLU/sec (n = 3). In extracts from animals
that had received either no doxycycline or doxycycline at 0.02
mg/ml, enzymatic activity of luciferase was 2% of that in ex-
tracts from animals treated with doxycycline at 3 mg/ml (Fig.
4A). Expression of the transgene was also detected immuno-
histochemically in striatal sections from animals treated with
doxycycline at 3 mg/ml (Fig. 4B). No luciferase immunoreac-
tivity was observed when series of 150 striatal sections were ex-
amined covering the injected areas of the striata of animals that
had not been treated with doxycycline. A representative area of
a representative section is displayed (Fig. 4C).

Regulated expression of tyrosine hydroxylase in vitro
and in vivo

Restoration of dopamine productionis a promising approach
for gene therapy of Parkinson’s disease (Azzouz et al., 2002;
Muramatsu et al., 2002). Regulated delivery of dopamine by
regulated expression of tyrosine hydroxylase may allow to
avoid the side effects of unregulated dopamine production,
such as dyskinesia (Ma et al., 2002). Thus, a vector carrying
human tyrosine hydroxylase 1 cDNA as the transgene was gen-
erated and tested in astroglia-rich primary cultures. Primary
cells (4 X 10°) were incubated overnight with various quanti-
ties of the vector and cultivated in the presence and in the ab-
sence of doxycycline (600 ng/ml) for 7 days. Similar to the
transductions with the vector carrying luciferase as the trans-
gene, the activity of tyrosine hydroxylase in lysates from cells
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FIG. 3. Effect of doxycycline on the activity of luciferase in astroglia-rich primary cultures transduced with the vector con-
struct carrying luciferase as the transgene. Cells (6 X 10°) were incubated overnight with vector (MOI of 0.5) and used to study
the regulation of transgene expression by the administration of doxycycline. (A) Luciferase activity in transduced primary cells
cultivated up to 14 days in the presence (solid diamonds) and in the absence (open diamonds) of doxycycline (600 ng/ml). (B)
Luciferase activity in transduced primary cells cultivated for 7 days in the presence of doxycycline (600 ng/ml) and for 7 days
in the absence of doxycycline. Solid diamonds represent cells cultivated in the presence of doxycycline to day 7, open diamonds
represent cells that were cultivated in the presence of doxycycline from day 7 to day 14 after transduction. (C) Luciferase ac-
tivity in transduced primary cells cultivated for 7 days in the presence of various concentrations of doxycycline. Activity in the
presence of doxycycline (3000 ng/ml) was defined as 100%, values represent means = SE, n = 3.
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Intrastriatal injection of the vector construct carrying luciferase as the transgene. Vector (1.4 X 10° TU) was injected

into each of six sites in the striata of rats (see Materials and Methods). (A) Total luciferase activity in striatal extracts from rats
that received doxycycline at 0, 0.02, or 3 mg/ml in their drinking water for 10 days. Drinking water containing doxycycline was
renewed every day; daily consumption was 20 * 5 ml/rat. The mean activity (2.1 X 107 RLU/sec) in extracts from animals that
received doxycycline (3 mg/ml) in drinking water was defined as 100%; values represent means = SE, n = 3. (B) Immunohis-
tochemical demonstration of luciferase in the striatum of an animal that received doxycycline at 3 mg/ml in its drinking water
for 10 days. (C) Immunohistochemistry using anti-luciferase antiserum, and striatal sections from an animal that was not treated
with doxycycline. A representative area of a representative section is displayed (negative control). Scale bars: 50 pm.

cultivated in the presence of doxycycline correlated with the
amount of vector applied (data not shown). In lysates of cells
that had been transduced with vector corresponding to an MOI
of 1 and that had been cultivated in the presence of doxycy-
cline, a tyrosine hydroxylase activity of 24,800 = 1700 pmol/
hr - mg protein was determined 7 days after transduction (n =
3). No activity of tyrosine hydroxylase was detectablein lysates
of transduced cells cultivated in the absence of doxycycline,be-
cause of the limited sensitivity of the assay for tyrosine hy-
droxylase activity. Robust expression of tyrosine hydroxylase
was also detected immunocytochemically when doxycycline
(600 ng/ml) was presentin the culture medium (Fig. 5A). About
3% of the primary cells were immunopositive when cells were
transduced with vector corresponding to an MOI of 0.5. Again,
the transduced cells clearly revealed astrocytic morphology. No
tyrosine hydroxylase immunoreactivity was observed when
cells were cultivated in the absence of doxycycline (Fig. 5B).
The vector was injected into the left striata of rats from which
endogenous tyrosine hydroxylase had been removed by 6-hy-
droxydopamine (6-OHDA) lesion. Cells expressing the trans-
gene were detected immunohistochemically in animals treated

with doxycycline at 3 mg/ml (Fig. 6A). Series of 100 sections
covering the injected areas from the striata of animals that had
not received doxycycline were prepared, and screened by tyro-
sine hydroxylase immunohistochemistry. Neither tyrosine hy-
droxylase-producing cells nor tyrosine hydroxylase immunore-
activity enhanced over the strongly decreased endogeneous
level of the 6-OHDA-lesioned striatum could be observed. A
representativearea of a representative section is displayed (Fig.
6B). In the contralateral (right) striatum into which neither 6-
OHDA nor vector was injected tyrosine hydroxylase immuno-
histochemistry resulted in neuropil staining, indicating intact
dopaminergic terminals in the right hemisphere (Fig. 6C).

DISCUSSION

The aim of the study was to develop a lentivirus vector that
permits doxycycline-contolled expression of therapeutic trans-
genes in the brain. A single vector was used to deliver the ex-
pression cassettes for both the transgene and the transactivator
in order to avoid populations of singly transduced cells and to
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FIG. 5.

Immunocytochemistry revealing doxycycline-contolled expression of tyrosine hydroxylase in astroglia-rich primary

cultures after gene delivery by vector carrying human tyrosine hydroxylase 1 as the transgene. Cells (3 X 10°) were incubated
overnight with vector (MOI of 0.5), and cultivated in the presence (A) and in the absence (B) of doxycycline (600 ng/ml) for 7

days. Scale bars: 100 wm.

reduce the amount of virus that has to be applied for efficient
transduction. Single lentiviral vectors that allow doxycycline-
controlledexpressionof transgenes have already been described
(Kafri et al., 2000; Vigna et al., 2002). These vectors employ
overlapping expression cassettes, that is, the cassette required
to drive production of the genome of the vector from the pre-

vator and the transgene, share the poly(A) sequence in the 3’
LTR of the vector. These systems have been successfully used
to deliverregulated expressionof small transgenes, such as GFP
(800 bp); however, their performance in transferring larger
transgenes, such as luciferase and tyrosine hydroxylase (1800
bp), has never been reported. One of these single-vector con-

cursor plasmid, and the cassettes used to express the transacti-  structs (Vigna et al., 2002) utilizes the deleted U3 promoter re-

FIG. 6. Intrastriatal injection of vector construct carrying tyrosine hydroxylase as the transgene. Vector (9 X 10° TU) was in-
jected into each of six sites in the left striata of rats (see Materials and Methods) from which endogenous tyrosine hydroxylase
had been eliminated by 6-OHDA treatment. (A) Immunohistochemical demonstration of tyrosine hydroxylasein cells of the left
striatum of an animal that received doxycycline (3 mg/ml) in its drinking water for 10 days. (B) Immunohistochemistry using
anti-tyrosine hydroxylase antiserum, and sections of the left striatum from an animal not treated with doxycycline. A represen-
tative area of a representative section is shown (negative control). (C) Immunohistochemical demonstration of dopaminergic ter-
minals, using anti-tyrosine hydroxylase antiserum, and a representative section of the right striatum into which neither 6-OHDA
nor vector was injected. Scale bars: 50 wm.
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gion in the 3" LTR to deliver the Tet-dependent promoter re-
quired to express the transgene. Thereby, the self-inactivating
system established by the deletion of the U3 promoter in the 3’
LTR (Zufferey et al., 1998) is compromised, and the safety of
that construct is reduced. To avoid safety problems and to pre-
vent potential difficulties caused by the size of the therapeutic
gene we inserted two distinctexpression cassettes into the back-
bone of the vector by exploiting the monodirectional poly(A)
sequence from the bovine growth hormone gene.

To characterize doxycycline-regulaed transgene expression
from our vector, we studied a construct carrying luciferase as
the transgene. A very sensitive assay of luciferase enzyme ac-
tivity allowed determination of the background expression of
the transgene caused by leakage transcription from the minimal
CMYV promoterin the absence of doxycycline. This background
expression led to detectable enzymatic activity that was 1 and
2% of the activity in the induced state in vitro and in vivo, re-
spectively. Background activity of 1% in the off-state has also
been reported when doxycycline-regulated expression of lucif-
erase was delivered by two lentivirus vectors (Vigna et al.,
2002). This suggests that the background activation of the min-
imal CMV promoteris due to transactivatoryeffects of the chro-
mosomal environment into which the vector genome is inte-
grated, rather than to transactivation by enhancer elements in
the phosphoglyceratekinase promoter used to express the trans-
activator. Thus, the stuffer sequence, the Flap sequence, and the
minimal enhancer-blocking site of the chicken B-globin insu-
lator (Bell et al., 1999) were sufficientto largely suppress trans-
activatory effects between the promoters of the two expression
cassettes in our vector.

Full and reversible induction of luciferase was obtained in
vitro by the addition and withdrawal of doxycycline (600
ng/ml). This is consistent with the characteristics of rtTA2-M2
(Urlinger et al., 2000). Luciferase activity was induced in vivo
when doxycycline (3 mg/ml) was added to the drinking water
of the rats after the injection of virus. This relatively high con-
centration was chosen, because doxycyline at 0.2 mg/ml was
required to regulate transgene expression in the brains of liv-
ing rats by the Tet-off system (Kafri et al., 2000) that is regu-
lated in vitro by doxycyclineat 0.1 ng/ml (Corti et al., 1999).
The rats used in our study weighed about 300 g and each con-
sumed about 20 ml of drinking water daily. Thus, 3 mg/ml in
the drinking water is equivalent to a daily dose of 200 mg/kg
body weight or a daily uptake of 14 g of doxycycline by a 70-
kg person. The LDsg value for rats, determined by a single in-
traperitoneal administration of doxycycline, is 262 mg/kg body
weight (Goldenthal, 1971). Severe intoxications have been re-
ported in humans after daily intravenous applicationsof 3.5-6 g
of tetracycline (Schultz et al., 1963). Antibacterial therapy with
doxycyclineinvolves a dose of 100 mg of doxycycline for a 70
kg patient. If the regulatory system is to be able to fulfill clin-
ical requirements at this dose, transgene expression must be in-
duced in rats by a 0.02 mg/ml concentration of doxycycline in
drinking water. The application of doxycycline at 0.02 mg/ml
in drinking water failed to induce the expression of luciferase
in vivo. Thus, doxycycline-regulaed gene expression based on
rtTA2-M2 is unsatisfactory for treating diseases of the central
nervous system in humans. For clinical application the trans-
activatorrtTA2-M2 needs to be improved and more suitable in-
ducer molecules must be developed. However, the lentivirus
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vector we developed, containing the most recent version of the
Tet-dependentregulatory system, could be useful for gene ther-
apy studies using animal models.

Restoration of dopamine production in the striatum by gene
transfer of tyrosine hydroxylase, aromatic acid decarboxylase,
and GTP cyclohydrolasel is a promising approach to treating
Parkinson’s disease (Azzouz et al., 2002; Muramatsu et al.,
2002). Restoration of dopamine production may even help in
very late stages of Parkinson’s disease, when dopaminergic in-
put to the striatum has almost completely disappeared because
of the degeneration of dopaminergic neurons from the sub-
stantia nigra. However, the therapeutic production of dopamine
must be regulated to avoid side effects, such as dyskinesia (Ma
et al., 2002). Regulated expression of tyrosine hydroxylase al-
lows the synthesis of dopamine to be controlled at the rate-lim-
iting step. Therefore, a lentivirus vector carrying human tyro-
sine hydroxylase 1 cDNA as the transgene was generated. The
construct drove robust and regulatable expression of tyrosine
hydroxylase and may thus serve to develop a protocol in ani-
mal models for the gene therapy for Parkinson’s disease based
on the restoration of regulated dopamine production.

In summary, we developed a single, self-inactivating lenti-
virus vector for doxycycline-regulaed expression of transgenes
and demonstrated robust and regulatable transgene expression
from the construct in the central nervous system. The vector
should be useful for many applicationsin gene therapy research
using animal models.
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ABSTRACT

RNA interference (RNAi) mediated by expression
of short hairpin RNAs (shRNAs) is a powerful tool
for efficiently suppressing target genes. The appro-
ach allows studies of the function of individual genes
and may also be applied to human therapy. However,
in many instances regulation of RNAi by administra-
tion of a small inducer molecule will be required.
To date, the development of appropriate regulatory
systems has been hampered by the few possibilities
for modification within RNA polymerase Ill promoters
capable of driving efficient expression of shRNAs.
We have developed an inducible minimal RNA poly-
merase lll promoter that is activated by a novel
recombinant transactivator in the presence of doxy-
cycline (Dox). The recombinant transactivator and
the engineered promoter together form a system
permitting regulation of RNAi by Dox-induced
expression of shRNAs. Regulated RNAi was medi-
ated by one single lentiviral vector, blocked the
expression of green fluorescent protein (GFP) in a
GFP-expressing HEK 293T derived cell line and sup-
pressed endogenous p53 in wild-type HEK 293T,
MCF-7 and A549 cells. RNA interference was induced
in a dose- and time-dependent manner by admin-
istration of Dox, silenced the expression of both target
genes by 90% and was in particular reversible after
withdrawal of Dox.

INTRODUCTION

The efficient and specific suppression of genes by RNAi (1)
constitutes a valuable new tool to study the physiological role

of individual genes in vitro and in vivo. The method may also
be applied to human therapy whenever genes involved in the
respective pathology have to be inhibited. Silencing of gene
expression by RNAi may be induced in target cells by express-
ing short hairpin RNAs (shRNAs) yielding small inhibitory
RNAs (siRNAs) after in situ cleavage (2). Since long poly A
tails strongly interfere with the silencing effect (3), sShRNAs
are appropriately expressed by RNA polymerase III which
recognizes a simple run of T residues as a stop signal and
therefore does not require a poly A sequence to terminate
transcription. As a consequence, respective RNA polymerase
IIT promoters, such as the H1 promoter (4,5) or the U6 pro-
moter (6-8), are widely used to drive the production of
shRNAs. Both the H1 and the U6 promoters are constitutively
active, and therefore shRNAs can be expressed in a large
variety of cells in order to study the consequences of the stable
inhibition of target genes. However, constitutive gene silen-
cing cannot be used in the context of transgenic ‘knock-down’
animals when genes essential for cell survival, cell cycle regu-
lation and cell development are analyzed. Such studies require
conditional gene silencing induced by administration or with-
drawal of a small inducer molecule. Conditional suppression
of genes will also be important for therapeutic applications by
permitting termination of treatments at the onset of unwanted
side effects.

Conditional RNAi can be obtained by expression of
shRNAs from a modified RNA polymerase III promoter allow-
ing external control of its activity. A further requirement for
drug-induced transcriptional activity is the expression of a
heterologous transcription factor that specifically interferes,
in the presence or the absence of the inducer molecule,
with the activity of the modified promoter but does not interact
with the genome of the host cell. Because of their simple
structural organization RNA polymerase III promoters offer
only a few possibilities for modification. The U6 promoter (9)
is composed of a TATA box, a proximal (PSE) and a distal

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +33 1 42 17 75 32; Fax: +33 1 42 17 75 33; Email: mallet@chups.jussieu.fr

© The Author 2006. Published by Oxford University Press. All rights reserved.

The online version of this article has been published under an open access model. Users are entitled to use, reproduce, disseminate, or display the open access
version of this article for non-commercial purposes provided that: the original authorship is properly and fully attributed; the Journal and Oxford University Press
are attributed as the original place of publication with the correct citation details given; if an article is subsequently reproduced or disseminated not in its entirety but
only in part or as a derivative work this must be clearly indicated. For commercial re-use, please contact journals.permissions@oxfordjournals.org



e37 Nucleic Acids Research, 2006, Vol. 34, No. 5

sequence element (DSE) that are each located at fixed dis-
tances upstream from the transcription initiation site. The
space between the individual elements are restricted, thereby
limiting approaches based on steric interference with the
transcription initiation complex. Modifications may be applied
neither to the TATA box nor to the PSE since together they
form the essential core unit of the promoter recruiting the
transcription initiation complex.

In several studies (10-13) regulatory systems have been
proposed that employ RNA polymerase III promoter con-
structs controlled by reversible steric inhibition of the forma-
tion of the transcription initiation complex. However, Lin et al.
observed severe leakiness when using these systems (14).
Another recent attempt has been based on a Krab-Tet repressor
fusion protein which allows Dox-controlled inhibition of
the expression of shRNAs from a Hl promoter juxtaposed
with Tet-operon sequences (15). However, this approach
may be limited by secondary effects due to the inhibitory
activity of Krab on both RNA polymerase II and RNA poly-
merase III promoters over long distances (16). A third attempt
has been based on the activation of an engineered U6 promoter
by the recombinant transcription factor Gal4-Oct-29(Q—A)
that constitutively binds to four Gal-4 binding sites replac-
ing the DSE sequence in the promoter construct (17).
The transcription factor Gal4—Oct—2Q(Q—>A) comprises the
DNA binding unit of the transactivator Gal-4 from yeast
and an artificial transactivation domain referred to as the
Oct—2Q(Q—>A) domain. This transactivation domain is com-
posed of four copies of the peptide sequence Q'*III(Q—A)
comprising the amino acid residues 143 to 160 of the human
transcription factor Oct-2 in which all glutamine residues had
been changed to alanine. Regulated expression of the tran-
scription factor Gal4-Oct-2%(Q—A) under the control of the
ecdysone dependent regulatory system ultimately allowed
regulated production of shRNAs from the engineered U6 pro-
moter (18). However, the usefulness of this indirectly regu-
lated expression of shRNAs is limited since three vectors were
necessary to mediate expression of all the components
required.

In the present study, we set out to develop a regulatory
system that (i) allows efficient regulation of RNAI, (ii) does
not cause secondary effects and (iii) can be delivered to target
cells by one single lentiviral vector. We based our approach
on a heterologous transactivator that conditionally binds in
the presence of a small inducer molecule to a minimal U6
promoter thereby activating transcription of shRNAs. We
investigated whether the OCt-ZQ(Q—)A) domain can be con-
ditionally and functionally linked to a minimal U6 promoter
construct via the conditional DNA binding domain of the
transactivator rtTA2-M2 that derives from the Escherichia
coli Tet-repressor protein and mediates dimerization and
Doxycycline (Dox)-induced binding to fet operator sequences
with high affinity (19). We replaced the three minimal VP
16-derived activation domains in rtTA2-M2 (20) by the
Oct-2Q(Q—>A) domain. For conditional binding to an indu-
cible minimal U6 promoter, the functional recognition sites
for Staf and Oct-1 within the DSE of the human U6 promoter
(21) were replaced by seven tet operator sequences. The modi-
fied promoter and the engineered transcription factor were
capable of together forming a regulatory system allowing
conditional RNAi by Dox-dependent expression of shRNAs.
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The regulatory system was delivered to target cells by one
single lentiviral vector.

MATERIALS AND METHODS
Plasmid constructions

The plasmids pUHR 10-3 and pUHRT 62-1, which contain
the components of the Tet regulatory system, were kindly
provided by H. Bujard (Zentrum fiir Molekulare Biologie,
Heidelberg, Germany). The plasmid pcDNA-A that allows
the use of Bbsl in subsequent cloning experiments was gen-
erated by self-ligation of the vector fragment obtained by
Pstl digestion of the plasmid pcDNA 3 (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). The core unit of the human U6 promoter
that did not contain the functional binding sites for the tran-
scription factors Staf and Oct-1 (21) was amplified by PCR
from genomic DNA of HEK293T cells. The oligonucleotides
5'-CGACGCGTTGCAGAGCTCGTTAGAGAGATAATTA-
GAATTAATTTGACTGTAAACACAAAG-3' and 5-CGG-
GATCCAGAAGACCACGGTGTTTCGTCCTTTCCACAA-
GAT-3' (Eurogentec, Angers, France) were the sense and
antisense primers respectively, and the DNA fragment amp-
lified contained both a Mlul and a Sacl site upstream, and a
Bbsl and a BamHI site downstream from the truncated
U6 promoter. The fragment was inserted between the Mlul
and BamHI sites of pcDNA-A yielding the plasmid pcDNA-
AUG6t. A Mlul-Sacl fragment containing seven fet operator
sequences was amplified by PCR from pUHR 10-3 and inser-
ted between the Mlul and BamHI sites of pcDNA-AUG6t to
give pcDNA-AU6min. The DNA fragment encoding shRNAs
designed to silence expression of green fluorescent protein
(shGFP) was generated by annealing the oligonucleotides
5'-ACCGCAAGCTGACCCTGAAGTTCTTCAAGAGAGA-
ACTTCAGGGTCAGCTTGCTTTTTCTCGAGG-3’ and 5'-
GATCCCTCGAGAAAAAGCAAGCTGACCCTGAAGTT-
CTCTCTTGAAGAACTTCAGGGTCAGCTTG-3'. Anneal-
ing of the oligonucleotides 5'-ACCGACTCCAGTGGTAA-
TCTACTTCAAGAGAGTAGATTACCACTGGAGTCTTT-
TTCTCGAGG-3' and 5'-GATCCCTCGAGAAAAAGACT-
CCAGTGGTAATCTACTCTCTTGAAGTAGATTACCAC-
TGGAGT-3' yielded the DNA fragment encoding shRNAs
designed to silence expression of p53 (shp53). Both DNA
fragments encoding shRNAs were inserted into pcDNA-
AU6min linearized by Bbs[-BamHI digestion. The resulting
plasmids were named pcDNA-AU6min-shGFP and pcDNA-
AU6min-shp53, respectively.

An EcoRI-BamHI fragment encoding the conditional DNA
binding domain of rtTA2-M2 (19) was amplified by PCR from
pUHRT 62-1 using the oligonucleotides 5'-CGGAATTCAC-
CATGTCTAGACTGGACAAGAGCAAAG-3' and 5'-CG-
GGATCCTGAAGACTACGGTCCGCCGCTTTCGCACTT-
TAGCTGT-3' as the sense and antisense primers, respectively.
Upstream from the BamHI site the fragment contained a stop
codon and a Bbsl site allowing extension with a fragment
encoding additional amino acid residues. Insertion of the frag-
ment between the EcoRI-BamHI sites of pcDNA-A yielded
the plasmid pcDNA-A/rtTA2-M2trunc. The DNA fragment
coding the peptide sequence Q'*II[(Q—A) was generated
by annealing the oligonucleotides 5'-ACCGAACCTGTTCG-
CTCTCCCCGCTGCAACAGCGGGAGCCCTACTGACAT-
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CAGCACCGTAGTCTTCG-3' and 5-GATCCGAAGACTA-
CGGTGCTGATGTCAGTAGGGCTCCCGCTGTTGCAGC-
GGGGAGAGCGAACAGGTT-3' and was inserted into
pcDNA-A/rtTA2-M2trunc linearized by Bbsl-BamHI diges-
tion. The resulting plasmid contained again a stop codon and
a Bbsl site upstream from the BamHI site allowing further
rounds of extension with the same fragment. Extension with
the fragment encoding QISIII(Q—>A) was repeated three times
yielding the plasmid containing the rtTA2-Oct2 cDNA. The
sequence encoding rtTA2-Oct2 was recovered by EcoRI-
BamHI digestion and inserted into pA500rtTA2-M2-WPRE
(22) from which rtTA2-M2 had been removed by EcoRI-
BamHI digestion. A Sall-EcoRI fragment containing the
phosphoglyerate kinase (PGK) promoter was amplified by
PCR and inserted between the Sall-EcoRI sites upstream
from rtTA2-Oct2 yielding pA5S00PGK-1tTA2-Oct2-WPRE.

The cassettes allowing shRNA expression were recovered
from pcDNA-AU6min-shGFP and pcDNA-AU6min-shp53
by Mlul-Spel digestion and inserted into the lentivector
precursor plasmid pTrip-CMVmin-WPRE (22) from which
the element CMVmin had been removed by MIul-Spel diges-
tion. The WPRE sequence was removed from the resulting
plasmids (pTrip-U6min-shGFP-WPRE and pTrip-U6min-
shp53-WPRE) by Spel-Kpnl digestion and replaced by the
rtTA2-Oct2 expression cassette recovered from pASOOPGK-
rtTA2-Oct2-WPRE by Nhel-Kpnl digestion. The resulting
plasmids, pTrip-U6min-shGFP-PGK-rtTA2-Oct2-WPRE and
pTrip-U6min-shp53-PGK-rtTA2-Oct2-WPRE, were used for
the production of lentivirus vector particles.

The DNA fragment encoding the riboprobe for the detection
of the GFP silencing siRNAs was generated by annealing the
oligonucleotides 5'-GATCCGCAAGCTGACCCTGAAGTT-
CTTCAAGAGAGAACG-3' and 5'-AATTCGTTCTCTCTT-
GAAGAACTTCAGGGTCAGCTTGCG-3' and was inserted
between the BamHI-EcoRI sites of pcDNA 3. All plasmid
constructs were verified by sequencing using a ABI-PRISM
13100 DNA sequencer (Applied Biosystems, Courtabeuf,
France).

Cell culture, lentiviral transductions and
selection of transduced cells

The HEK 293T, MCF-7 and A549 cell lines were cultivated
at 37°C under a humidified atmosphere of 5% CO2 / 95% air
in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
20 U/ml penicillin G and 20 pg/ml streptomycin sulfate.
Lentivirus vector particles were produced by transient cotrans-
fection of HEK 293T cells by the vector plasmid, an encap-
sidation plasmid (p8.7), and a VSV expression plasmid
(pHCMV-G) as described (23). Vector stocks were titered
by determination of the amount of the p24 capsid protein
using an HIV-1 core profile enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) (Beckman Coulter, Roissy, France). For trans-
duction HEK 293T GFP cells were incubated overnight with
vector in the presence of 10 pug/ml DEAE dextran (Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Transduced cells
were selected after 5 days of cultivation in the presence of
6 ng/ml Dox using a FACSVantage SE cell-sorting instru-
ment (Becton Dickinson, Rungis, France). Selected clones
were expanded and analyzed by fluorescence microscopy
and FACS.
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Northern blot analysis

A *?P-labeled riboprobe was transcribed from the plas-
mid encoding the riboprobe using [0-**P]JATP (Amersham
Biosciences, Orsay, France) and the Riboprobe System—T7
(Promega, Charbonniéres, France). Small RNAs were isolated
from aliquots of 107 cells with the mirVana™ PARIS™ Kit
(Ambion, Huntingdon, UK). Samples containing 3.3 ug
of small RNAs were denatured by heating at 95°C for 5
min in the presence of 50% formamide. After electrophoresis
on a 15% polyacrylamide gel in the presence of 8 M urea the
RNA was stained with ethidium bromide and examined on a
transilluminator. The RNA was then transferred by
electroblotting to a BrightStar-Plus Nylon membrane
(Ambion), fixed by ultraviolet (UV) crosslinking and hybrid-
ized to the probe. The resulting *?P-labeled RNA-RNA
hybrids were detected by autoradiography using Hyperfilm™
MP (Amersham Biosciences).

Western blot analysis

Cell extracts were prepared in lysis buffer [25 mM Tris—HCI
(pH 7.5), 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate,
5SmM EDTA, 150 mM NaCl] containing a cocktail of protease
inhibitors (Roche, Meylan, France). The protein samples
(30 ug) were separated on SDS-9% polyacrylamide gels
and then transferred to Protan nitrocellulose membranes
(Schleicher and Schuell, Dassel, Germany) in an electroblot-
ting apparatus, using standard procedures (24). Immunodetec-
tion was performed as described previously (25), using a
monoclonal anti-p53 antibody (BD Biosciences, Erembode-
gem, Belgium), a monoclonal anti-actin antibody (Chemicon,
Hampshire, UK) and an anti-mouse Ig-horseradish peroxidase
(HRP) conjugate (Amersham Biosciences).

RESULTS AND DISCUSSION

To achieve regulated RNAi, we engineered a novel Tet-
dependent transactivator (Figure 1A) by linking the condi-
tional DNA binding domain of the tetracycline-dependent
transactivator tTA2-M2 (19) to the Oct-2%(Q—A) domain
(17) which is capable of specifically activating a minimal
U6 promoter (Figure 1A). An inducible minimal U6 promoter
was constructed by replacing the functional binding sites (21)
for the transcription factors Staf-1 and Oct-1 within the DSE
by seven fet operator sequences (Figure 1B). In the absence
of Dox the recombinant Tet-dependent transactivator will
not bind to the minimal U6 promoter (Figure 1C) and as a
consequence the shRNA coding sequence will not be tran-
scribed. In contrast, the Tet-dependent transactivator will
bind to the minimal U6 promoter in the presence of Dox
(Figure 1D), thereby activating the expression of shRNAs.
As a delivery system we designed a single lentivirus vector
by inserting two expression cassettes into its backbone
(Figure 2A). The first cassette contained the minimal U6
promoter and was used to produce shRNAs. The second cas-
sette was employed to express the engineered transcription
factor rtTA2-Oct2 composed of the conditional DNA bind-
ing domain of rtTA2-M2 and the Oct—ZQ(Q—>A) activation
domain. The transcription factor was constitutively tran-
scribed from the PGK promoter; and the polyA sequence of
the vector in the 3’ long terminal repeat (LTR) was used for
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conditional DNA binding domain of rtTA2-M2, and the 0Oct-2%(Q—A) domain mediating specific induction of a minimal RNA polymerase III promoter (17). (B)
Structure of the minimal U6 promoter: The 202 bp sequence upstream from the transcription start site was derived from the human U6 promoter and contains the PSE
and the TATA box. Upstream from this sequence, seven fef operator sequences (fetOs) have been inserted to allow conditional binding of the transactivator. (C) In the
absence of Dox (off state), rtTA-Oct2 does not bind to the operator sequences and hence shRNAs are not synthesized. (D) In the presence of Dox (on state), the
transactivator binds and thereby activates the expression of shRNAs designed to induce the degradation of the respective target mRNAs.
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Figure 2. A single lentiviral vector mediates Dox-regulated RNAI. (A) Design
of the vector: LTR, y and Flap are sequences derived from HIV-1 (the LTRs,
the packaging sequence and the central Flap element, respectively). P yg min and
P pgi are the Tet-regulated minimal U6 promoter and the phosphoglycerate
kinase promoter; WPRE is the Woodchuck hepatitis virus responsive element;
rtTA-Oct2, the cDNA encoding the transcription factor rTA-Oct2; and shRNA,
the sequence encoding shRNAs. (B and C) Experimental validation of regu-
lated RNAI using a vector that expresses shRNAs designed to silence the
expression of GFP. (B) ‘Northern blot’ analysis of Dox-regulated expression
of siRNAs from the vector. HEK 293T GFP cells (1 x 10°) were incubated for
24 h with and without vector corresponding to 141 ng of protein p24, and
cultivated in the presence and absence of 6 pg/ml Dox for 7 days. Then, small
RNAs were isolated from the cells and probed for siRNAs designed to silence
the expression of GFP. 5S-rRNA detected by ethidium bromide staining of the
polyacrylamide gel served as an internal control to show equal loading. (C)
Experimental validation of RNAi-mediated silencing of GFP. HEK 293T GFP
cells (8 x 10*) were incubated overnight with various quantities of vector
expressed as ng of protein p24, and cultivated in the absence (grey bars)
and in the presence (white bars) of 6 pg/ml Dox for 5 days prior to FACS
analysis. Values are averages of percentages of GFP-positive cells + SE,
n=3.

polyadenylation. The vector contained a WPRE sequence (26)
to enhance the expression of rtTA2-Oct2 and to stabilize
the RNA genome of the vector during the production of vector
particles in transiently transfected HEK 293T cells. A Flap
sequence was also included to improve transduction of
non-dividing cells (23). For safety reasons the U3 promoter
region was deleted from the 3’ LTR so that the vector was
self-inactivating (27).

A first vector contained a sShRNA encoding sequence which
was designed to silence the expression of GFP as described (5).
A HEK 293T GFP cell-clone that stably expresses GFP as a
transgene was transduced with the vector construct. Cells were
cultivated in the presence and absence of Dox (6 pg/ml) prior
to isolating small RNAs from the cultures as well as from
controls (non-transduced HEK 293T GFP cells). ‘Northern
Blot’ analysis of the RNA samples revealed that siRNAs
designed to silence GFP were expressed in transduced cells
cultivated in the presence of Dox (Figure 2B). The siRNAs
were not detected in non-transduced cells. In transduced
cells cultivated without Dox no signal exceeding the detection
threshold was observed. ‘Northern Blotting’ did not allow
detection of shRNAs probably because of their rapid cleavage
into siRNAs by Dicer nuclease.

Subsequently, HEK 293T GFP cells were transduced with
various amounts of vector and incubated in the presence and
absence of Dox (6 pg/ml). Incubation with Dox reduced
the number of GFP-expressing cells by up to 60% as was
determined by FACS analysis (Figure 2C). The decrease in
GFP-positive cells correlated with the amount of vector
applied. The number of GFP-positive cells among transduced
cells incubated in the absence of Dox was 10—15% lower than
among non-transduced cells. This difference also correlated
with the amount of vector applied and may have been caused
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Figure 3. Characterization of Dox-regulated RNAi in a representative cell-clone (C9): (A) Microscopic analysis of cells incubated in the presence or in the absence of
6 ng/ml Dox at 72 h after induction. (B) Time course of Dox-induced RNAi: RNAi was induced or not induced at day 0 by administration of 6 Lg/ml Dox and mean
intensities of GFP fluorescence were measured by FACS analysis at various times after induction. Closed triangles represent intensities of cells incubated with Dox,
open triangles give those of untreated cells. The fluorescence intensity observed at day O was defined as 100%, values are means + SE, n = 3. (C) Mean intensities
(= SE, n = 3) of GFP fluorescence obtained by FACS analysis of cells cultivated for 5 days in the presence of various concentrations of Dox. The fluorescence
intensity in untreated cells was defined as 100%. (D) Reappearance of GFP fluorescence after withdrawal of Dox: prior to the analysis, cells were cultivated for 5 days
in the presence of 6 nug/ml Dox. At day 0, Dox was withdrawn or not withdrawn and the mean fluorescence intensity was followed by FACS analysis. Closed
rhomboids represent values from cells that were not treated with Dox from day 0, open rhomboids give values from cells incubated with 6 pig/ml Dox throughout the
experiment. The fluorescence intensity measured 8 days after removal of Dox was defined as 100%, values are means + SE, n = 3.

by leakage expression of shRNAs in cells containing multiple
copies of the vector genome.

To establish uniform conditions for precise characterization
of the regulatory system, cell clones were amplified from indi-
vidual transduced cells. Several clones were obtained that
displayed Dox-regulated expression of GFP (see Supplement-
ary Table). Fluorescence microscopy of a representative clone
(C9) demonstrated that GFP was only expressed in the absence
of Dox (Figure 3A). We then used FACS analysis to study the
effect of Dox on the expression of GFP. The addition of Dox
to the cells was followed by a significant decrease in GFP
fluorescence within 24 h; after 5-6 days the reduction of
GFP fluorescence was 90% (Figure 3B). In the absence of
Dox there was no change in GFP fluorescence during the
incubation. To determine the minimal concentration of Dox
required to induce RNAI, cells of the clone C9 were incubated
with various concentrations of Dox (Figure 3C). A concentra-
tion of 6 pg/ml was required to induce a 90% suppression of
GFP within 5 days. Lower concentrations of Dox were either
ineffective or caused incomplete or delayed RNAi. To test
inducible RNAi for reversibility, cells of the clone C9 were
cultivated for 5 days in the presence of Dox. Then Dox was
removed, and the expression of GFP was followed. GFP

fluorescence had increased significantly 48 h after the removal
of Dox (Figure 3D); however, incubation without Dox for
5-6 days was required to restore maximal expression of
GFP. No increase in GFP fluorescence was detected in cells
incubated with Dox throughout the experiment.

The next step was to investigate whether the regulation
system can be employed for the silencing of other target
genes. As a target we chose the p53 gene because of detectable
expression in mammalian cells, availability of reliable anti-
bodies to monitor levels of the protein, and the existence of an
efficient ShRNA (2). Moreover, in a recent study genetic dele-
tion of p53 suppressed neurodegeneration in animal models
of Huntington’s disease (28). Thus, local and regulated down-
regulation of p53 may potentially constitute a novel gene
therapy approach for the treatment of Huntington disease
patients. We constructed a second vector, which contained
a shRNA encoding sequence designed to silence expression
of human p53 as described (2). HEK 293T cells, MCF-7 cells
and A549 cells were transduced with various amounts of vec-
tor and incubated in the presence and absence of Dox (6 ng/ml)
for 5-7 days before protein was extracted from the cultures as
well as from non-tansduced controls. “Western blot” analysis
of protein samples containing identical amounts of protein
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Figure 4. “Western blot’ analysis demonstrating silencing of p53 by Dox-regulated RNAi in (A) HEK 293T cells, (B) MCE-7 cells and (C) A549 cells. Cells (1 x 1 0%
were incubated overnight with indicated quantities of vector, expressed as ng of protein p24, and then cultivated in the absence and in the presence of 6 pg/ml Dox.
Aftera 5 day (MCF-7 and A549 cells) and a 7 day cultivation (HEK 293T cells), protein was extracted from the cells and analyzed by immunoblotting. Both p53 and

actin were detected; the latter served as a control to demonstrate equal loading.

revealed that p53 levels were efficiently reduced when trans-
duced cells were incubated in the presence of Dox (Figure 4).
An up to 90% inhibition of the expression of p53 was observed
in Dox treated cultures of transduced cells as assessed by
densitometric analysis of the Blot data. No down-regulation
of p53, or at best some minimal silencing because of leakage
expression of shRNAs, was obtained when transduced cells
were cultivated in the absence of Dox. The expression of p53
was not reduced when non-transduced cells were incubated
in the presence of Dox (6 pg/ml).

Considered together, our findings indicate that the engin-
eered minimal U6 promoter was conditionally reactivated
by Dox-controlled binding of rtTA2-Oct2 containing the
Oct—2Q(Q—>A) domain for transactivation. The minimal U6
promoter and the recombinant transcription factor together
formed a regulatory system allowing conditional RNAi by
Dox-controlled production of shRNAs. In particular, the sys-
tem allowed the expression of the reporter transgene GFP
as well as the expression of the endogenous gene p53 to be
rendered under external regulation by means of administration
of Dox. To fully induce RNAi a Dox concentration of 6 ptg/ml
was necessary which is more than 10-fold the concentration
required to activate a minimal (cytomegalovirus) CMV pro-
moter by the transactivator rtTA2-M2 (19). Indeed, the
responsiveness to Dox was similar to that of the Tet-
dependent regulatory system which, by using rtTA as a trans-
activator, requires a Dox concentration of 1 pg/ml to induce
the expression of transgenes in vitro (29). That system was
successfully applied in the context of transgenic mice (30).
Taken into account that an at least 70% induction of RNAi
was already observed in the presence of 1 pg/ml of Dox
(Figure 3C), the regulation system presented here holds prom-
ise to be also applicable to animal studies. However, further
studies using transgenic mice are required to examine the
efficiency of Dox-regulated RNAi in vivo.

Nevertheless the finding that 6 pg/ml of Dox are necessary
to fully induce RNAI in cultured cells is an unexpected result.
It may be caused by the Oct-2%(Q—A) transactivation
domain which may affect the affinity for Dox by interference
with either the accessibility or the structure of the Dox binding
site. Secondary intramolecular effects of the transactivation

domain on characteristics of the conditional DNA binding
domain can in particular not be ruled out because of the overall
hydrophobicity of the Oct-2%(Q—A) domain.

The Oct-29(Q—A) domain is composed of four copies of
the peptide sequence Q'*III(Q—A) which comprises 18 amino
acid residues (17). Fourteen out of the 18 amino acid resi-
dues are non-polar and hydrophobic. Four amino acid residues
are polar, and charged amino acid side chains are lacking
(Figure 1A). Because of these characteristics the Oct-
29(Q—A) domain probably forms a hydrophobic patch
which facilitates the formation of the transcription initiation
complex after binding in a correct steric orientation to the
minimal U6 promoter. The peptide sequence Q'*III(Q—A)
corresponds to the amino acid residues 143 to 160 of the
human transcription factor Oct-2 in which all glutamine resi-
dues have been changed to alanine. Since the mutations
change 6 amino acid residues out of 18, the Q'*III[(Q—A)
sequence may almost be considered as an individual synthetic
peptide sequence. In particular, it is noteworthy that the Q—A
mutations remove the capacity of transactivating RNA poly-
merase II promoters (17). For this reason and because we
use the weak PGK promoter to drive expression of the trans-
activator, the regulatory system reported in the present study
should not cause secondary effects by transactivation of pro-
moters in the vicinity of the vector integration site.

The regulatory system that we developed requires expres-
sion of only one heterologous transactivator and can therefore
be delivered to target cells by one single lentiviral vector. It
is by far more complicated to establish conditional RNAi by
ecdysone-regulated expression of the Gal4-Oct-2%(Q—A)
transcription factor that in turn activates a minimal U6 pro-
moter construct by constitutive binding. This indirect regulat-
ory approach required expression of additional heterologuos
components, and as a consequence three vectors were neces-
sary to deliver regulated RNAI to target cells (18). The deliv-
ery of our regulatory system by one single lentiviral vector
will significantly facilitate the application of conditional RNAi
in many instances.

In summary, we have developed a regulatory system allow-
ing Dox-controlled expression of shRNAs and demonstrated
inducible, reversible and stable RNAi in mammalian cells.
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The system may allow the expression of any gene to be ren-
dered under external control by means of administration of
Dox. Inducible RNAi will find applications in genetic studies
using transgenic animals and will also open the door for novel
gene therapy approaches such as the treatment of Huntington’s
disease by local and regulated silencing of p53.
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La thérapie génique est envisagée pour le traitement de nombreuses maladies du
\ \ A e 7 5
systéme nerveux. Le transfert de gene peut étre utilisé pour compenser 1’absence ou le
dysfonctionnement d’un gene déficient, coder une protéine thérapeutique, ou inhiber un
b b
gene par ARN interférence. L’utilisation de vecteurs lentiviraux pour transférer un gene
thérapeutique, est une approche prometteuse pour de futures applications thérapeutiques.
Cependant, pour une utilisation sécurisée de ces vecteurs, il est nécessaire de controler
’expression des génes thérapeutiques. Ceci permettra d’adapter le traitement aux besoins
du patient ou de Iarréter en cas de complications graves. Dans ce contexte, mon travail a
, : : \ , . , : . , :
porteé sur la mise au point de systemes de régulation de ’expression de genes thérapeutiques

inductibles par la tétracycline (Tet-on) au sein d’un seul vecteur lentiviral.

Dans une premieére approche, le systéeme Tet-on a été incorporé au sein d’un vecteur
lentiviral unique. Des vecteurs codant la luciférase et la tyrosine hydroxylase (TH) ont été
produits et caractérisés in vitro et in vivo. Ces vecteurs ont permis d’exprimer de fagon
régulée les transgénes avec une expression induite d’un facteur 100 en présence de
doxycycline. Le vecteur TH inductible a été par la suite validé dans un modéle de rat de la
maladie de Parkinson pour démontrer son efficacité et la possibilité de réguler un gene

thérapeutique iz vivo.

Le deuxiéme volet de mon travail a porté sur le développement d’un systeme
inductible d’expression des shARN utilisant un nouveau transactivateur dépendant de la
doxycycline capable d’induire la transcription de shARN a partir d’un promoteur ’ARN
polymérase III minimal. Apres intégration dans un vecteur lentiviral, ce systéme a permis
de controler efficacement et de maniere réversible I’expression de la GFP et de la protéine
p53 in vitro. En présence de doxycycline, une extinction de 90 % de ’expression des deux
genes cibles a été obtenue. Cette expression a été réinduite apres retrait de la doxycycline.
L’efficacité de ce systeme est dépendante de la dose et du temps de traitement avec la

doxycycline.

L’intégration de systemes de régulations efficaces au sein d’un vecteur lentiviral
unique constitue une éetape cruciale pour une utilisation sécurisée de ces vecteurs en

thérapeutique humaine.
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