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Introduction



De nombreuses pathologies héréditaires et acquises affectent les voies respiratoires,
incluant le cancer des bronches, la grippe, 1’asthme, la broncho-pneumopathie obstructive

chronique (BPOC) et la mucoviscidose.

I. La mucoviscidose.

La mucoviscidose est la maladie génétique la plus fréquente parmi les Caucasiens (1 pour
2.500) [9]. Cette maladie mortelle affecte actuellement plus de 30.000 enfants et adultes aux
Etats-unis. Désormais, I’espérance de vie est en moyenne de plus de 30 ans, avec environ 37
% des patients ayant plus de 18 ans [37] et elle ne dépasse pas 45 ans [61]. La mucoviscidose
est due a la mutation du gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator),

qui est porté par le bras long du chromosome 7 (7q31) [94].

L.1. La protéine CFTR.

Le produit du gene CFTR est une protéine membranaire intégrale composée de 1480
acides aminés [176], principalement localisée dans les membranes apicales des cellules
épithéliales des voies aériennes, de D’intestin, des gonades et des glandes exocrines
(sudoripares, salivaires et pancréas exocrine). La protéine CFTR forme un canal chlorique,

régulé par I’AMP cyclique, responsable du transport transépithélial de sel et d’eau [5].
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En plus de cette fonction, le CFTR module I’activité de protéines de transport, tel que le
canal épithélial sodique (EnaC) [149] et I’aquaporine [143]. Le CFTR appartient a la
superfamille des transporteurs a cassette a ATP (ABC), qui fixent I’ATP et utilisent son
énergie pour transporter une grande variété de substrats & travers des membranes cellulaires
[43]. Le CFTR est composé de deux motifs répétés, étant chacun constitué d’un domaine
hydrophobe de 6 hélices transmembranaires et d’une région hydrophile cytosolique fixant
I’ ATP (nucleotide binding domain, NBD) [137]. Ces deux motifs sont reliés par un domaine
régulateur cytoplasmique (R), qui contient de nombreux sites de phosphorylation pour la

PKA, la PKC et d’autres protéine kinases. .’ AMPK (AMP-activated kinase) phosphoryle le

CFTR entre les résidus 1420 et 1457 et inhibe le canal chlorique [76].

La protéine CFTR cristallisée présente deux conformations différentes (ouverte et fermée)
[140] et possede une grande homologie structurale avec la glycoprotéine P. Le CFTR existe et
fonctionne plus efficacement sous la forme d’un homodimere [56]. Ses trois derniers acides

aminés (1478-TRL-1480) interagissent avec le domaine PDZ (Postsynaptic density-95, Disc



large, Zona occludens-1) de 5 protéines : CAL, NHERF1, NHERF2, IKEPP et CAP70 [75].
Ces deux dernieres protéines stabilisent le dimere CFTR en se fixant a chacun des deux
monomeres. NHERF1 et 2 relient CFTR au cytosquelette cortical apical en se fixant a

I’ézrine, via leurs domaines ERM [136]. Or, 1’ézrine séquestre également sous la membrane

apicale, la PKA qui régule I’activité de CFTR [51].
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La localisation apicale du récepteur A2b de I’adénosine, couplé a une protéine G, a

I’adénylate cyclase et a la PKA, lui permet d’activer la protéine CFTR [82].
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Ainsi, le CFTR forme un complexe multiprotéique dans des microdomaines de la

membrane apicale.
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L’extrémité N-terminale de CFTR interagit avec la syntaxine 1A et SNAP-23, qui sont des
protéines t-SNAREs impliquées dans le transport intracellulaire en direction de la membrane
apicale de la cellule épithéliale. La fixation de ces protéines a CFTR diminue son activité
[33]. CFTR interagit également via son extrémité C-terminale, avec AP-2 (adaptor protein
complexes 2) [174], la principale protéine intervenant dans la formation de la clathrine [93].
L’internalisation de CFTR survient par endocytose impliquant la clathrine et cela détermine le

nombre de canaux CFTR fonctionnels a la surface apicale [14].

1.2. Les mutations du gene CFTR.

La mucoviscidose est une maladie génétique récessive, ce qui implique que les deux alleles
du gene CFTR doivent étre mutés pour que la maladie se manifeste. Plusieurs centaines de
mutations différentes ont été répertoriées depuis la découverte de ce long gene (>200 kb) en
1989 [137], mais la délétion du codon 508 (AF 508) [41] dans 1’exon 10 est la mutation la
plus fréquente dans la population mondiale (~ 70 % des alleles mutants) [160]. La mutation
AF 508 est associée a une forme sévere de la maladie et plus de 90 % des patients possedent
au moins un allele AF 508. De plus, environ la moitié¢ des patients sont homozygotes pour
I’allele AF 508 du gene CFTR. Cet allele code pour une protéine CFTR instable, qui n’est pas
correctement repliée et s’agrege, ce qui abouti a un transport défectueux de la protéine vers la
membrane plasmique [158]. La protéine mutante est retenue dans le réticulum endoplasmique
et est rapidement dégradée [173]. Par conséquent, elle ne peut pas transporter le chlorure au

niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales.

L.3. Les conséquences cliniques de la maladie.

La mucoviscidose est une maladie mortelle causée par le disfonctionnement de la protéine
CFTR ou par une diminution de sa biosynthese [26,175]. L’absence ou la perte de fonction du

canal chlorique CFTR abouti a une perturbation de I’homéostasie des fluides a la surface des



épithéliums de divers organes, incluant le poumon, le pancréas, le tractus gastro-intestinal, le
foie et les glandes sudoripares [187]. Les conséquences cliniques incluent une atteinte du foie,
pouvant progresser vers la cirrhose, des problemes de motilité intestinale et un
dysfonctionnement du pancréas, qui peut dégénérer en pancréatite. Un épais mucus obstrue le
pancréas exocrine empéchant ainsi les enzymes digestives d’atteindre les intestins.
Cependant, I’apport par voie orale d’enzymes pancréatiques, au cours de chaque repas, pallie
ce probléme. L’incidence du diabete dans la mucoviscidose augmente fortement avec 1’age et
survient exclusivement chez les patients ayant un dysfonctionnement pancréatique exocrine
[97]. La plupart des patients souffrent de sinusites et ont des polypes nasaux [83]. Avec la
perte de fonction pulmonaire et les infections chroniques, la fertilité féminine est réduite. De
plus, presque tous les hommes souffrant de la mucoviscidose sont stériles (absence de la vas
deferens). Les enfants atteints de la maladie peuvent souffrir d’une réduction de densité

minérale osseuse [79].

Les facteurs de prédisposition incluent les déficits en vitamines D et K et les faibles
apports en calcium. Dans le poumon, le déficit de transport de chlorure est couplé a une forte
absorption de sodium et abouti a la production d’un mucus épais, ainsi qu’a la destruction
progressive des voies respiratoires. Les poumons des patients, incluant les glandes a mucus,
sont normaux a la naissance [28]. Peu apres la naissance, les poumons sont le siecge d’une
inflammation importante. Le liquide de lavage broncho-alvéolaire contient de nombreux
neutrophiles et des concentrations élevées d’IL-8 et d’élastase [4,91]. Cette inflammation
persistante est la principale cause d’altération du poumon et de réduction progressive de la
fonction pulmonaire. Elle est due aux infections bactériennes, qui sont plus fréquentes que

chez le sujet sain.

Deux hypotheses permettent d’expliquer la survenue accrue d’infections pulmonaires. La

premiere hypothese stipule que les cellules épithéliales respiratoires régulent la concentration



en sel du liquide de surface de 1’épithélium. Le disfonctionnement de CFTR résulte en
I’augmentation de la concentration en sel du liquide de surface de I’épithélium. Les peptides
antimicrobiens, les défensines, sont notablement inactivées par des concentrations en NaCl
supérieures a 50 mmol/L. La mutation de CFTR facilite ainsi les infections et la croissance

bactérienne [146].

Selon la seconde hypothese, le déficit d’activité de CFTR abouti a une réduction du
volume du liquide de surface de 1’épithélium et du fluide périciliaire, ainsi qu’a une
diminution de leur teneur en eau. Ces deux compartiments deviennent plus visqueux, ce qui
ralenti notablement le transport mucociliaire. Les bactéries sont piégées dans la couche de
mucus et ne sont pas efficacement évacuées des poumons [12]. Cependant, ces deux
hypothéses n’expliquent pas pourquoi les patients sont infectés par certaines especes
bactériennes, et plus précisément par Pseudomonas aeruginosa. CFTR semble agir comme un
récepteur pour l’internalisation de P. aeruginosa par les cellules épithéliales respiratoires.
Ainsi, la mutation de CFTR réduit 1’élimination de la bactérie des voies aériennes [132].
Certaines souches de P. aeruginosa adherent plus fortement aux cellules épithéliales de
patients atteints de mucoviscidose. Cela pourrait étre di & une expression apicale accrue

d’asialo-GM1, qui est un récepteur de ces souches [44].

Presque tous les patients sont infectés de maniere chronique par une ou plusieurs especes
bactériennes (~ 80 %). La réponse inflammatoire a I’infection semble étre plus intense chez
les patients atteints de mucoviscidose que chez ceux qui ne le sont pas. Les infections
précoces des poumons sont le fait de Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae [38].
La survenue d’infections chroniques dues a P. aeruginosa augmente avec ’dge et est
accompagnée de la diminution de celles dues a S. aureus et H. influenzae. Au cours de
I’infection chronique par des souches de P. aeruginosa productrices d’alginate, 1’élimination

de la bactérie est pratiquement impossible, méme en utilisant des antibiotiques [126].



Les infections polymicrobiennes sont fréquentes dans la mucoviscidose et les bactéries
régulicrement isolées des patients sont, outre P. aeruginosa et S. aureus, Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Pandorea apista et les mycobactéries autres que M.
tuberculosis. Les poumons peuvent également é&tre chroniquement colonisés par des
Enterobacteriaceae. Les pathogeénes respiratoires communs, Streptococcus pneumoniae et
Moraxella catarrhalis, sont moins fréquemment rencontrés [50], mais ils peuvent jouer un role
pathogénique important. Enfin, Candida albicans et Aspergillus fumigatus sont parfois isolés

du sputum et certains patients développent une aspergillose bronchopulmonaire allergique.

Les cytokines pro-inflammatoires sont abondantes dans le liquide de surface de
I’épithélium [10], tandis que les cytokines anti-inflammatoires (IL-10), qui inhibent la
production de ces premieres, y sont trouvés a de faibles concentrations. Ce déséquilibre entre
les cytokines pro- et anti-inflammatoires résulte en une inflammation excessive et durable. Par
conséquent, la fonction pulmonaire se détériore plus rapidement chez les patients infectés par
P. aeruginosa que chez ceux qui ne le sont pas [54]. Les manifestations pulmonaires de la
mucoviscidose sont responsables d’une morbidité importante et de plus de 90 % de la

mortalité liée a la maladie.

IL. Les traitements de I’atteinte pulmonaire de la mucoviscidose.

I1.1. L’antibiothérapie.

L’antibiothérapie occupe une place fondamentale dans la prise en charge des patients
atteints de mucoviscidose. Le choix des antibiotiques se fonde sur I’analyse de la flore
d’expectoration, la gravité de I’infection bactérienne et les phénotypes de résistance des
micro-organismes. Les infections a Haemophilus influenzae sont traités per os en associant
I’amoxicilline et 1’acide clavulanique ou par une céphalosporine orale. Les infections a

Staphylococcus aureus sont le plus souvent traitées par les antibiotiques usuels et dans le cas



d’une souche résistante a la méthicilline, une bithérapie orale ou un traitement parentéral est
d’usage. Dans le cas de la primo-infection par Pseudomonas aeruginosa, 1’administration
parentérale d’une B-lactamine et d’un aminoglycoside suivie d’une antibiothérapie par voie
inhalée, évite le passage a l’infection chronique. Cette derniere se traite par injection
parentérale d’une B-lactamine ou d’une quinolone et un aminoglycoside pendant deux & trois
semaines. Les aminoglycosides sont parmi les antibiotiques les plus fréquemment nébulisés,
car ils sont chimiquement stables et ont un gofit acceptable. La Tobramycine est I'une des
aminoglycosides ayant la plus faible toxicité systémique et sa nébulisation dans les voies
aériennes est bien tolérée. L’ antibiothérapie améliore I’état respiratoire des patients et, a long
terme, augmente leur espérance de vie. L’utilisation au long cours d’antibiotiques favorise
I’apparition d’une résistance des pathogeénes vis-a-vis de ces médicaments, qui peut requérir
des tests de laboratoire de susceptibilité des bactéries isolées du sputum, a une gamme

d’antibiotiques. De plus, les aminoglycosides sont ototoxiques et néphrotoxiques et les

patients peuvent devenir allergiques aux -lactamines.

I1.2. Les anti-inflammatoires.

L’inflammation est le composant majeur du cercle vicieux caractérisant la mucoviscidose.
Si elle n’est pas traitée, I’inflammation endommage 1’épithélium respiratoire et cela abouti a
la réduction de la fonction pulmonaire. L’inflammation serait la conséquence de 1’infection
des voies aériennes [39]. La persistance de bactéries pathogenes et de leurs produits induirait
une réaction d’hypersensibilité de type III. Cette derniere est caractérisée par la production
d’anticorps spécifiques aux antigénes bactériens, la formation de complexes immuns et
I’afflux de neutrophiles. Les neutrophiles morts formeraient de grands volumes de mucosités,
qui obstrueraient les voies aériennes. La libération de protéases a sérine lysosomales détruirait

progressivement le tissu bronchique.



Certains médicaments anti-inflammatoires, tels que les glucocorticoides [7], I'ibuproféne
[101] et [Pazithromycine ont un effet bénéfique sur 1’évolution de la maladie.
L’azithromycine, outre ses propriétés antimicrobiennes, semble étre siir et efficace, et
représente 1’anti-inflammatoire le plus prometteur, disponible aux patients. L’aspergillose

bronchopulmonaire allergique requiert également ’usage d’anti-inflammatoires inhalés.

I1.3. Les broncho-dilatateurs.

La majorité des patients atteints de mucoviscidose présente une hyperréactivité bronchique
de temps a autre. Ainsi, les broncho-dilatateurs font désormais partie de la chimiothérapie de
la maladie. Les agonistes B-adrénergiques nébulisés, tel que 1’albuterol et le salmeterol,
améliorent la fonction pulmonaire en augmentant le flux d’air circulant dans les poumons. Les
broncho-dilatateurs anticholinergiques, tel que le bromure d’ipratropium, peuvent aussi étre

utilisés chez les patients, en complément ou en substitution aux agonistes B-adrénergiques.

I1.4. Les mucolytiques.

Les infections bactériennes respiratoires entrainent une inflammation importante, qui
résulte en une accumulation de neutrophiles. Lorsque ces derniers meurent, ils liberent leur
ADN dans le mucus, ce qui augmente sa viscosité. La dornase a est la DNase I humaine
recombinante (thDNase). Son administration dans les poumons diminue la viscosité du
sputum en digérant I’ADN nucléaire des neutrophiles et favorise 1’élimination des pathogenes
par le transport mucociliaire. La fonction respiratoire est alors nettement améliorée chez les
patients, quel que soit le degré de sévérité de la maladie et ce traitement pourrait ralentir la
destruction pulmonaire. Le nombre de jours passés a 1’hopital, la fréquence des infections et
la quantité d’antibiotiques administrés par voie parentérale ont diminué chez les patients dont
la maladie est peu sévere a modérément sévere. Les essais cliniques ont indiqué une faible

mais significative amélioration du volume expiratoire forcé. L’amélioration de la qualité de



vie des patients a varié d’un essai clinique a I’autre, mais les effets secondaires ont été
minimes. Cependant, les administrations répétées du médicament constitueront un cofit élevé

pour la société.

Il y a un regain d’intérét pour la nébulisation de solutions salines hypertoniques. En effet,
celles-ci améliorent le transport mucociliaire chez les patients, en modifiant la viscoélasticité
du sputum [138]. Par contre, aucun bénéfice clinique n’a été observé au cours d’un essai

clinique de longue durée [155].

De nombreux composants du mucus comportent des liaisons disulfures. La N-
acétylcystéine est un agent réducteur, qui fluidifie les mucosités en rompant les ponts
disulfures. Cependant, aucun effet significatif sur la fonction pulmonaire ou les autres

parametres cliniques n’a été observé [148].
I1.5. La kinésithérapie respiratoire.

Afin de compenser le mauvais fonctionnement du transport mucociliaire, la kinésithérapie
a pour but I’élimination des sécrétions visqueuses par des exercices respiratoires. Il existe
plusieurs techniques de kinésithérapie respiratoire, tels que le drainage postural et la pression
expiratoire positive, qui visent a faire expectorer les mucosités par le patient. Une étude a
démontré que la fonction pulmonaire s’est détériorée apres une période de trois semaines sans
kinésithérapie [46]. De plus, la combinaison d’une antibiothérapie parentérale et de
kinésithérapie respiratoire a davantage amélioré la fonction pulmonaire que le traitement

antibiotique seul [11].
I1.6. La greffe de poumons.

La greffe d’'un poumon sain (CFTR**) est le traitement de la phase finale de la

mucoviscidose. Elle est décidée lorsque le pronostique vital semble engagé dans les deux ans



a venir. Le choix entre la transplantation de poumons et de coeur + poumons dépend de
I’expérience de 1’équipe médicale et de considérations logistiques. Apres la greffe, le taux de
survie des patients augmente de preés de 90 % a un an et 78 % a cinq ans. Une étude
rétrospective a démontré que la survie des patients ayant bénéficié d’une greffe de poumons,
par rapport a ceux qui n’en ont pas bénéficié, a été significativement prolongée [112].
Néanmoins, la transplantation de poumons, comme celle de tout organe étranger, est
systématiquement accompagnée de la prise a vie de médicaments anti-rejet. Peu apres la
greffe, les patients regoivent une combinaison de méthylprednisolone et d’anticorps anti-
lymphocytaires. Puis, la chimiothérapie immunosuppressive a long cours consiste a combiner
trois médicaments : la ciclosporine ou le tacrolimus, I’azathioprine et la prednisolone. Le rejet
des poumons transplantés peut malgré cela survenir et est parfois lié a une infection

pulmonaire par des pathogeénes. De plus, le nombre de greffons étant limité, une partie de la

masse, croissante, de patients nécessitant une greffe de poumons, n’en bénéficiera pas.

I1.7. La thérapie génique : I’avenir du traitement de la mucoviscidose.

La thérapie génique de la mucoviscidose consisterait a transférer le gene CFTR sauvage
dans 1’épithélium bronchique, afin de normaliser le transport du chlorure. Ainsi, une
amélioration voire une disparition compléte des conséquences cliniques respiratoires de la
maladie serait attendue de cette approche thérapeutique. Si les cellules souches ne sont pas
transfectées, le renouvellement continu de 1’épithélium respiratoire obligera les cliniciens a
répéter I’administration du systeéme de transfection. L’efficacité du transfert du géne CFTR
dans 1’épithélium bronchique peut étre modeste. En effet, 5 & 10 % de I’expression de la
protéine CFTR sauvage des sujets sains suffiraient pour corriger le déficit de transport de
chlorure des patients souffrant de la maladie [49]. Ainsi, la thérapie génique suscite I’espoir

d’une nouvelle approche pour soigner la mucoviscidose.



III. Le transfert du gene CFTR.

II1.1. La cible : I’épithélium respiratoire.

L’épithélium respiratoire est la principale cible de la thérapie génique de la mucoviscidose.
Il recouvre la structure tubulaire des voies aériennes, de la cavité nasale a I’arbre bronchique
en passant par la trachée. Il comporte plusieurs types de cellules épithéliales, incluant les
cellules sécrétrices de mucus (Goblet) et les cellules ciliées impliquées dans 1’élimination des
bactéries pathogénes et autres particules microscopiques. Dans les bronches et les
bronchioles, les cellules Clara sécretent des peptides et des protéines régulant les réponses
inflammatoires. Les glandes sous-muqueuses produisent un mélange de sécrétions muqueuses
et séreuses, qui est extrémement important pour le maintien de ’homéostasie pulmonaire.
Enfin, I’épithélium comporte aussi des cellules basales et neuroendocrines, ainsi que des
cellules non-épithéliales : des macrophages et des cellules dendritiques. L’épithélium
respiratoire repose sur une matrice, la membrane basale, qui est produite par les cellules
mésenchymateuses. Les interactions entre 1’épithélium respiratoire et le tissu
mésenchymateux peuvent aboutir a une altération de 1’épithélium, la fibrose, qui joue un rdle
clé dans la mucoviscidose. Les différents types cellulaires expriment la protéine CFTR a

différents niveaux [89].

I11.2. Les barrieres au transfert de gene.

Les mammiferes ont mis en place des barrieres intra- et extracellulaires, afin de limiter
I’entrée de matériel génétique étranger. Par conséquent, les vecteurs de genes doivent étre
capables de franchir ces barrieres : ils doivent traverser le mucus, échapper au transport
mucociliaire et atteindre la membrane apicale. Ensuite, le vecteur doit soit fusionner avec la

membrane plasmique, soit pénétrer dans la cellule épithéliale par endocytose. Il doit



s’échapper des endosomes et des lysosomes, traverser le cytoplasme jusqu’au noyau et I’ADN

doit finalement franchir un pore nucléaire.

Les systemes de transfert de genes consistent en un acide nucléique portant le géne
thérapeutique et un vecteur. Ce dernier doit condenser ’acide nucléique et le protéger du
stress mécanique et des attaques enzymatiques. Le vecteur doit favoriser le transport du
transgéne du milieu extracellulaire au noyau, ou sa transcription a lieu. Le transport de
chlorure par I’épithélium bronchique pourrait étre normalisé, soit par transfert du gene CFTR
sauvage, soit par réparation du géne CFTR mutant endogene. La premiere solution est la plus
fréquemment choisie et le transfert du gene CFTR pourrait s’effectuer a I’aide de vecteurs

viraux ou non-viraux.

I11.3. Les vecteurs de genes viraux.

Les virus ont acquis au cours de I’évolution la capacité de transférer efficacement leur
matériel génétique dans leurs cellules-cibles. Ils comportent un acide nucléique empaqueté
dans une coque de protéines, la capside, et certains sont aussi enveloppés d’une membrane de
lipides et de glycoprotéines, 1’enveloppe. Les protéines virales sont parfaitement bien
adaptées a la fixation du virus a la surface de la cellule, le franchissement de la membrane
plasmique et parfois de la membrane endosomale, au transport intracellulaire du virus et a
I’introduction du génome viral dans le noyau. Un virus recombinant est créé en remplacant
une partie du génome viral par le gene thérapeutique et sert de systeme de transfert de gene.
Celui-ci a été dérivé de divers virus : 1’adénovirus [147], le virus adéno-associé [17], les

lentivirus [1,64], le virus de Sendai [8], les virus herpétiques [145] et le poxvirus [116].



I11.3.1. L’adénovirus.

Le premier vecteur de génes viral, utilisé pour le traitement de la mucoviscidose dans un
essai clinique, qui a débuté en avril 1993 a New York, a ét€ un adénovirus recombinant [36].
Ce choix s’explique par la propension du virus sauvage, qui est un pathogene bénin, a infecter
les voies aériennes. Le génome de 1’adénovirus (30-40 kb) et la fonction de ses geénes ont été
abondamment étudiés, ce qui a permis d’insérer le gene CFTR et d’éliminer les genes viraux
indésirables. La production du vecteur adénoviral s’effectue dans une lignée cellulaire, qui
contient les genes viraux manquants. Dans le cas extréme, seules les répétitions terminales du
génome viral subsistent (minimal high-capacity gutless adenoviral vectors) [98]. Cela aboli
totalement I’expression des protéines virales par les cellules transduites, ce qui a pour
conséquence de réduire la réponse lymphocytaire T cytotoxique et augmente notablement la
durée d’expression du transgene [30]. La fixation de 1’adénovirus a la cellule-cible débute par
I’interaction de la fibre de la capside avec une glycoprotéine cellulaire de la famille des
immunoglobulines, le Coxsackie Adenovirus Receptor (CAR), et se poursuit par la fixation de
la base du penton de la capside avec I’intégrine ayfs. Ces deux récepteurs sont localisés sur la

face basolatérale des cellules épithéliales respiratoires.
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Un vecteur adénoviral efficace devra étre re-ciblé vers des récepteurs exposés sur la face
apicale en modifiant la capside virale [48]. Enfin, jusqu’a présent, les réponses
immunotoxiques a I’administration d’un vecteur adénoviral n’ont pas pu étre supprimées. Le
déces de Jesse Gelsinger en septembre 1999, au cours d’un essai clinique impliquant un
vecteur adénoviral, suite a une réponse immunitaire exacerbée [134], a séveérement

compromis 1’avenir de ce vecteur viral pour toute utilisation humaine.

II1.3.2. Le virus adéno-associé (AAYV).

Le AAYV est un petit virus 2 ADN (parvovirus) requérant un virus helper (habituellement
un adénovirus) et capable d’infecter des cellules quiescentes. L’AAV n’est pas responsable de

la moindre maladie connue chez I’homme [53]. Les vecteurs AAV peuvent s’intégrer au



hasard dans le génome de la cellule-cible, avec néanmoins une plus faible efficacité que le
virus parental, ce qui permet d’obtenir une expression stable du transgene. Son génome ne
peut accepter qu’environ 4,8 kb, ce qui rend la mise au point d’un vecteur du géne CFTR
difficile, car le seul cadre de lecture du géne CFTR (cDNA) s’étend sur 4.443 paires de bases.
Le récepteur du AAV-2, le sulfate d’héparane, est situé sur la membrane basolatérale des
cellules épithéliales respiratoires [152]. Cependant, la membrane apicale possede un récepteur
de haute affinité contenant des acides sialiques. Les vecteurs AAV de type 6 semblent étre les
plus efficaces pour transduire 1’épithélium respiratoire [74]. Des essais cliniques de phase I et
IT ont été réalisés avec différents sérotypes de vecteur AAV [62,169]. L’efficacité de la

transduction a été trop faible pour donner lieu a un bénéfice clinique.

II1.3.3. Les lentivirus.

Les vecteurs lentiviraux sont dérivés du rétrovirus HIV-1, ’agent étiologique du SIDA, ou
de virus apparentés. Ces vecteurs peuvent intégrer le transgene dans le génome de la cellule-
cible et accommoder jusqu’a 8-9 kb. Une expression stable et spécifique du type cellulaire
peut étre obtenue, en utilisant les séquences régulatrices appropriées [86]. La troisieme
génération de vecteurs lentiviraux contient moins de 5 % du génome viral et ne peut pas étre
complémenté par le virus sauvage. Cependant, la production de grandes quantités de virus
recombinant de qualité pharmaceutique est difficile. L’enveloppe des lentivirus ne leur permet
pas d’entrer dans les cellules épithéliales respiratoires par la face apicale. Les vecteurs
lentiviraux doivent étre pseudotypés avec I’enveloppe d’un virus, dont le récepteur est présent
sur la membrane apicale. Ainsi, un vecteur lentiviral doté de I’enveloppe d’un filovirus a
efficacement transduit 1’épithélium respiratoire in vivo [96]. Le risque majeur encouru avec ce

type de vecteur de génes a intégration aléatoire est la mutagenese insertionnelle.



II1.3.4. Le virus de Sendai.

Le virus de Sendai est un virus & ARN simple brin, qui transduit tres efficacement les
cellules épithéliales respiratoires in situ chez la souris et le furet. Néanmoins, Sendai induit
une forte réponse immunitaire aprés sa premiere administration, qui atténue notablement la
seconde transduction de I’épithélium respiratoire. Jusqu’a présent, toutes les tentatives pour
rendre les modeles animaux tolérants vis-a-vis des antigénes du virus recombinant ont échoué.
Un virus similaire, le virus parainfluenza de type 3 transduit les cellules épithéliales
respiratoires ciliées par leur face apicale et semble étre efficace in vitro [182]. Ce vecteur est

également immunogene.

I11.3.5. Les inconvénients des vecteurs de genes viraux.

Bien que certains vecteurs viraux transduisent efficacement les cellules épithéliales
respiratoires, ils induisent tous une solide réponse immunitaire apreés leur premiere utilisation,
compromettant toute ré-administration. L’activation du complément et les anticorps pré-
existant a leur administration induisent une réponse aigué de défense de la part de I’héte.
Cette réponse peut aller de la réaction inflammatoire modérée a une réaction fatale, comme
cela a été le cas pour un patient apres 1’injection intraveineuse d’un vecteur adénoviral [107].
De plus, une réponse lymphocytaire T cytotoxique peut survenir contre les antigenes viraux
exprimés par les cellules transduites [147]. Les récepteurs viraux a la surface des cellules
épithéliales respiratoires se situent principalement sur la face basolatérale. Or, les jonctions
étanches préviennent 1’acceés des vecteurs viraux a la membrane basolatérale, a partir du

mucus, ce qui diminue considérablement leur capacité a transduire les cellules épithéliales

[70].

Leur génome est généralement de petit taille, afin de leur permettre de s’introduire dans le

virion, ce qui limite la longueur du transgene qu’ils peuvent délivrer dans les cellules a



transduire. Certains vecteurs viraux inteégrent le transgéne dans un des chromosomes, ce qui
peut aboutir a la transformation tumorale de la cellule, si cette intégration a lieu dans un gene
de suppresseur de tumeur ou a proximité d’un proto-oncogene. En effet, deux patients traités
avec des cellules de moelle osseuse transduites par un vecteur rétroviral ont été€ diagnostiqués
avec une leucémie causée par une mutation insertionnelle dans un proto-oncogene [90,99].
Les recombinaisons et les réarrangements du génome viral et les complémentations avec des
virus sauvages sont possibles avec certains vecteurs viraux, ce qui rend leur utilisation chez
I’homme relativement risquée. Enfin, les vecteurs viraux sont produits par des lignées
cellulaires en culture, a partir desquelles ils doivent étre intensivement purifiés et chaque lot
de virus doit étre soigneusement contrdlé. Toutes ces étapes rendent la production de ces

vecteurs tres onéreuse.

I11.4. Les vecteurs de genes non-viraux.

L’alternative a I’utilisation des vecteurs de genes viraux est la mise au point d’un systeéme
de transfection non-viral. Celui-ci est constitué du seul transgéne, généralement porté par un
plasmide, et d’une ou de plusieurs molécules susceptibles de faciliter le transfert de ce gene,
comme un lipide cationique. Contrairement aux vecteurs viraux, les vecteurs de génes non-
viraux peuvent transporter des molécules d’ADN de n’importe quelle taille et ne sont pas ou
peu immunogenes. L’épithélium respiratoire est préférentiellement transfecté par
administration d’un vecteur de gene ou d’ADN nu dans les voies respiratoires, car les cellules

épithéliales respiratoires sont difficilement accessibles par administration systémique.

I11.4.1. Les lipides cationiques.

Un lipoplexe est un complexe issu du mélange d’ADN et de lipides cationiques. Ces
derniers protegent partiellement I’ADN vis-a-vis des nucléases, le condensent et favorisent

I’échappement de I’ADN des endosomes et des lysosomes. Puisque la membrane plasmique



est aussi chargée négativement grice a la présence de nombreux acides sialiques, 1’exces de
charges positives du lipoplexe lui permet de se fixer a la surface de la cellule et d’étre plus
efficacement endocyté [55]. De plus, les lipoplexes peuvent encapsuler des acides nucléiques
de grande taille, ils sont peu toxiques, peu immunogenes et peuvent étre aisément produits en
grandes quantités [183]. Depuis 1987, de nombreux lipides cationiques ont été synthétisés et

testés [85,128].

Tous les lipides cationiques possedent une téte hydrophile ayant une ou plusieurs charges
positives. Cette téte hydrophile est connectée a un groupe hydrophobe par une charniere. En
général, la téte polaire comporte un ou plusieurs groupements d’azote tertiaire ou quaternaire.
Le groupe hydrophobe peut étre une chalne hydrocarbonée, du cholestérol ou un de ses
dérivés [113]. Les groupements constituant une charniere (linker), formés d’une ou de
plusieurs liaisons esters, seraient moins toxiques du fait de 1’hydrolyse spontanée que subit ce

type de liaisons dans un environnement aqueux.
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Le DOTMA (chlorure de [1-(2,3-dioléyloxy)propyl]-N,N,N-triméthylammonium) et le
DOSPA (trifluoroacétate de 2,3-dioléyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)éthyl]-N,N-diméthyl-

1-propanaminium) sont principalement utilisés pour transfecter des cellules in vitro. Un



liposome constitué de DOSPA et de DOPE (3 :1) est disponible commercialement sous le
nom de Lipofectamine™. Le DOTAP ([1,2-bis(oléoyloxy)-3-(triméthylammonio)propane]) a
été synthétisé pour la premiere fois par Leventis et Silvius [109] et il est fréquemment utilisé
pour transfecter les animaux de laboratoire. Le GL-67 (Genzyme Lipid 67) et le DC-Chol
(3[N-(N’,N’-diméthylaminoéthane)-carbamoyl]cholestérol), mélangés au DOPE, ont été

largement employés pour la transfection de 1’épithélium respiratoire in vivo [105].

Le principal mode d’entrée des lipoplexes est I’endocytose [179]. L’échappement des
endosomes est une étape critique de la transfection, puisque les lysosomes contiennent la
DNase II, une enzyme susceptible de digérer completement I’ADN encapsulé dans les
liposomes cationiques. Le lipide «helper », DOPE (dioléylphosphatidyléthanolamine),
semble jouer un role clé dans ce processus. En effet, contrairement au lipide DOPC
(dioléylphosphatidylcholine) de structure similaire, DOPE apparait étre capable de

déstabiliser la membrane endosomale et favoriser la libération de I’ADN dans le cytosol [58].

Le transfert du géne CFTR a été obtenu dans un modele animal de la mucoviscidose a
I’aide d’un lipoplexe cationique nébulisé [2]. Cependant, un faible effet thérapeutique a été

obtenu, car la nébulisation endommage les lipoplexes.

I11.4.2. Les polymeres cationiques.

L’ADN peut aussi étre condensé et protégé par des polymeres cationiques, tels que la
polylysine, la polyéthyleneimine (PEI linéaire ou branchée) et le chitosan. Le complexe ainsi
formé a été baptisé polyplexe. Ces molécules ont une haute masse moléculaire et présentent
une grande disparité, ce qui rend leur caractérisation difficile. Ainsi, des peptides cationiques
de plus faible masse moléculaire ont été développés pour contrdler la structure du polymere

[119].



Certains polymeres, tels que la polyéthyleneimine [13] et le pPDMAEMA [163], ont la
capacité de tamponner les endosomes et lysosomes. Les pompes a protons sont obligées
d’injecter davantage de protons dans les vésicules pour maintenir le faible pH. Cela est suivi
de ’entrée de chlorure pour des raisons €lectrostatiques et d’eau pour des raisons osmotiques.
Le résultat est un gonflement des endosomes, qui facilite la rupture de ces compartiments
membranaires et la libération du vecteur non-viral dans le cytosol. Ce processus a été appelé
«I’effet éponge a protons ». Néanmoins, la majorité de I’ADN endocyté est détruit dans les
lysosomes par la DNase II. Ceci représente une des principales barrieres a la transfection non-

virale.

Le pKa de la chaine latérale de I’histidine est d’environ 6. Or, le pH de I’endosome
précoce est sensiblement le méme. Ce résidu d’acide aminé est donc capable d’exercer un
« effet éponge a protons ». De nombreux peptides riches en histidine ont été synthétisés, testés

et se sont révélés étre des réactifs de transfection efficaces [22,92,130].

L’échappement des endosomes peut aussi étre favorisé par I'utilisation de peptides
lytiques, qui s’incorporent dans la membrane endosomale, suite a un changement
conformationnel induit par le faible pH endosomal, et la déstabilisent. Ces peptides peuvent
étre chimiquement conjugués au polymere cationique et les plus fréquemment utilisés ont été
le peptide issu de I'extrémité N-terminale de I’hémagglutinine du virus influenza [168] et le

peptide GALA (répétitions du tétrapeptide Glu-Ala-Leu-Ala) [127].

Apres la libération dans le cytosol des vecteurs non-viraux, I’ADN doit se dissocier des
polymeres cationiques. Le fait que le cytosol soit un milieu réducteur a été exploité a cet effet.
Des polymeres réductibles comme le peptide Cys-Lys;o-Cys [135] et le poly[Lys-(AEDTP)]
[117], qui possedent des liaisons disulfures, se fragmentent sous 1’action des agents réducteurs

du cytosol, incluant le glutathion. L’ADN n’interagit plus suffisamment avec le



polymere cationique ; le polyplexe se dissocie et ’ADN devient alors accessible a la

machinerie transcriptionnelle.

Jusqu’a présent, il n’y a eu qu’un seul essai clinique de thérapie génique utilisant un
polyplexe. L’administration intranasale d’un plasmide, contenant le géne CFTR et complexé a
de la polylysine conjuguée a du polyéthyléne glycol, a modérément amélioré la différence de

potentiel nasal chez des patients atteints de mucoviscidose [42].

I11.4.3. Le ciblage des cellules épithéliales respiratoires.

In vivo, I’entrée des vecteurs non-viraux dans les cellules épithéliales respiratoires peut étre
nettement améliorée par le ciblage de récepteurs membranaires. Ces derniers doivent se situer
sur la membrane apicale des cellules épithéliales, afin que les vecteurs puissent interagir avec
eux, a partir du mucus. Suite a la fixation des vecteurs de geénes au récepteur membranaire,

celui-ci doit entrainer les vecteurs a I’intérieur de la cellule par endocytose.

Quatre récepteurs différents ont été ciblés a la surface des cellules épithéliales
respiratoires. Le récepteur purinergique P2Y2 avec le ligand UTP [103], le récepteur de
I’urokinase-activateur du plasminogene via un peptide contenant le motif CLNGGTC [52], le
récepteur du complexe serpine-enzyme (SecR) a ’aide d’un peptide possédant la séquence
CSIPPEVKFNKPFVYLI [186] et des lectines membranaires par I’intermédiaire du lactose

[57].

I11.4.4. Les limites des vecteurs de genes non-viraux actuels.

Dans les années 1990, des essais pré-cliniques sur la souris et des essais cliniques sur des
patients atteints de mucoviscidose, avec de I’ADN encapsulé dans un liposome cationique, se

sont soldés par un échec [3]. Jusqu’a présent, I’efficacité de la transfection au cours des essais



cliniques sur la mucoviscidose a été trop faible pour corriger suffisamment le transport de

chlorure a travers 1’épithélium respiratoire (au mieux de 25 %) [77].

La transfection est une succession d’étapes, incluant I’entrée de I’ADN dans la cellule, son
échappement des endosomes, ’atteinte de 1’enveloppe nucléaire et le franchissement d’un
pore nucléaire. Les vecteurs de genes non-viraux actuels ne parviennent pas a franchir
efficacement toutes ces barrieres a la transfection. Puisqu’il est difficile d’améliorer les deux
dernieres étapes du transfert de gene, les travaux doivent se focaliser sur ’entrée de I’ADN
dans les cellules épithéliales respiratoires et sur son transfert dans le cytosol. Plus la quantité
d’ADN transféré dans le cytosol sera importante, plus le nombre de copies intactes du

transgeéne transféré dans le noyau sera élevé.



But du travail



Il était donc devenu évident qu’une nouvelle stratégie de transfection de 1’épithélium
respiratoire devait €tre trouvée. Notre travail est le fruit de cette volonté de parvenir a
transférer efficacement des geénes dans les cellules épithéliales des voies aériennes. Il a été
proposé par le Dr Eric Alton (London, UK) et il a été financé par le Cystic Fibrosis Research
Trust (UK). Il se divise en trois étapes : transfection par choc hypotonique, amélioration de
Iefficacité de la transfection et maintien de 1’expression du transgéne a un haut niveau,

pendant plusieurs semaines.

La thérapie génique de la mucoviscidose nécessite le transfert du gene CFTR dans
I’épithélium respiratoire bronchique. Or, chez la souris, I’administration d’un médicament
dans les poumons requiert une intervention chirurgicale délicate. Il a ét¢ démontré que
I’épithélium respiratoire nasal possede la méme composition cellulaire que 1’épithélium
respiratoire bronchique. En effet, les m&mes cellules épithéliales sont présentes dans le nez et
dans les poumons (cellules ciliées, caliciformes, ...) et dans les mémes proportions.
L’épithélium nasal normal de souris a donc été choisit comme modele de 1’épithélium
bronchique et I’ADN exogene a été administré dans les fosses nasales par perfusion, qui est

une méthode non-invasive.

L’efficacité de la transfection non-virale de 1’épithélium respiratoire nasal doit étre estimée
de la maniere la plus rigoureuse possible. Pour cela, il est indispensable que le produit du
transgeéne soit aisément détecté par un test de laboratoire. Le géne de la luciférase est le gene
marqueur le plus fréquemment utilisé, car la quantité de protéine luciférase est facilement
mesurée en ajoutant, a un lysat tissulaire, le substrat de cette enzyme, la luciférine, ainsi que

de I’ATP. La réaction libere des photons, qui sont détectés par un luminometre.

La plupart des médicaments administrés aux patients sont dissous dans une solution saline

physiologique (par exemple une solution de NaCl a 150 mmol/L), afin de ne pas entrainer de



choc hypertonique ou hypotonique. Or, les cellules épithéliales respiratoires ne sont pas
significativement transfectées par de I’ADN nu dans une solution saline, tandis que la
transfection devient notable si la solution saline est remplacée par de ’eau déminéralisée. Ce
mode original de transfert de génes non-viral a été appelé : transfection par choc hypotonique

et a constitué la méthode de transfection de base utilisée tout au long de ce travail.

Bien que I’expression du gene de la luciférase ait été significative, elle n’a pas été
suffisamment robuste pour envisager 1’utilisation de cette méthode pour traiter certaines
pathologies bronchiques. Il a donc été nécessaire, par la suite, d’améliorer cette expression de

plus de dix fois.

La premiere tentative a consisté a mettre au point un vecteur de genes, Sec-LPD-II, afin de
protéger I’ADN vis-a-vis des nucléases, et de 1’administrer dans les fosses nasales dans de

I’eau pure, pour générer un choc hypotonique.

La seconde approche a eu pour but d’inhiber les nucléases susceptibles de digérer I’ADN
exogene, a I’aide d’ADN simple brin, d’ADN double brin et d’un inhibiteur de nucléases,

I’acide aurintricarboxylique.

Nous avons également émis 1’hypothese selon laquelle 1’expression luciférase est non
seulement le résultat du transfert de géne mais aussi de la fréquence d’initiation de sa
transcription. Nous avons repéré dans notre plasmide un site consensuel de fixation d’un
facteur de transcription, YY1, qui se comporte comme un répresseur transcriptionnel dans de
nombreux promoteurs. En théorie, la mutation du site de fixation d’un répresseur

transcriptionnel devrait augmenter la fréquence d’initiation de la transcription du transgéne.

Lors du choc hypotonique, I’ADN exogene est internalisé par les cellules épithéliales a

partir de leur face apicale. Cependant, les plasmides sont des molécules d’ADN relativement



longues (5 a 10 kb). Une minorité d’entre-elles parviendraient a atteindre le noyau des cellules
épithéliales respiratoires, a partir du mucus. Le clivage de la portion bactérienne du plasmide
a I’aide d’enzymes de restriction a permis de raccourcir la molécule d’ADN portant le géne de

la luciférase.

Enfin, la derniére approche a consisté a fixer des peptides sur le plasmide, par
I’intermédiaire d’un bis-PNA, afin d’améliorer les étapes de la translocation nucléaire de

I’ ADN exogene, a partir du cytoplasme.

L’amélioration de la transfection a permis d’obtenir un niveau élevé d’expression du
transgéne, 24 heures aprés 1’administration de 1’ADN. Malheureusement, 1’expression du
géne de la luciférase ne se maintient pas a ce haut niveau dans 1’épithélium nasal
suffisamment longtemps. Une des raisons de cette diminution de 1’expression du transgeéne est
I’atténuation de ses séquences régulatrices. Celle-ci est en partie due a la dépendance du
transgeéne vis-a-vis de facteurs de transcription inductibles, qui ne le stimulent que pendant
quelques dizaines d’heures. La séquence de I’amplificateur transcriptionnel contrdlant le géne

de la luciférase a donc été modifiée, afin de limiter la perte de 1’expression luciférase au cours

des deux semaines qui suivent la transfection.



CHAPITRE 1 :

Transfection
de I’épithélium
respiratoire nasal

par choc hypotonique



1.1. INTRODUCTION

Pour pénétrer dans les cellules de 1’épithélium respiratoire, I’ADN exogene doit faire face a
deux barrieres principales. La premicre est la couche de mucus, impliquée dans le transport
muco-ciliaire, qui limite 1’atteinte de la surface apicale des cellules épithéliales par les
vecteurs de gene non-viraux en agissant comme un filtre. La seconde barriere est le faible
taux d’internalisation cellulaire par endocytose au niveau de la membrane apicale, qui limite
I’entrée des vecteurs de gene non-viraux dans les cellules [131]. De plus, la membrane
basolatérale des cellules épithéliales respiratoires, qui bénéficie d’un taux d’internalisation par
endocytose plus élevé que celui de la membrane apicale, est inaccessible du fait de la
présence des jonctions étanches. Celles-ci ne laissent passer ni les vecteurs de gene ni I’ADN

nu.

L’épithélium respiratoire a probablement mis en place ces mécanismes de défense pour
limiter les infections virales et bactériennes. Nous avons émis les hypothéses suivantes : de
I’ADN nu serait mieux a méme de traverser la couche de mucus recouvrant 1’épithélium
respiratoire qu’un vecteur de géne non-viral de plusieurs dizaines ou centaines de nanometres
de diametre. Nous pensons aussi qu’un choc hypotonique augmenterait le taux
d’internalisation de ’ADN par endocytose au niveau de la membrane apicale des cellules

épithéliales respiratoires.

En effet, il est désormais bien connu qu’un choc hypotonique comprend deux étapes : le
gonflement cellulaire suivi de la diminution régulée du volume cellulaire (Figure 1). Au cours
de la premiere étape, les molécules d’eau pénetrent dans les cellules par osmose (1). Ce
gonflement cellulaire initial étire la membrane plasmique (2) et ainsi stimule des canaux a
cations sensibles a la tension de la membrane (3). Du calcium rentre dans les cellules par ces

canaux et stimule I’exocytose de nombreuses vésicules intracellulaires (4) [125,150]. En



fusionnant avec la membrane plasmique, elles permettent a celle-ci de s’étendre, et méme
dans certaines cellules comme les fibroblastes et les cellules tumorales des ascites d’Ehrlich,
la membrane plasmique forme des protubérances [18,178]. Ainsi, le gonflement osmotique
des cellules n’aboutit pas a la lyse cellulaire. En effet, des cellules en culture ont pu étre

maintenues dans un milieu hypotonique pendant une heure sans perte de viabilité [95].

La seconde étape du choc hypotonique est I’internalisation de 1’exceés de membrane plasmique
a partir des membranes apicale et basolatérale des cellules épithéliales pour reformer les
vésicules intracellulaires, qui ont fusionné avec la membrane plasmique a 1’étape précédente.
Il a été abondamment démontré que les récepteurs P2 sont impliqués dans ce processus. Ces
récepteurs sont des protéines intégrales présentes sur les surfaces apicale et basolatérale des
cellules épithéliales et sont divisés en trois sous-familles : X, Y et Z. Les récepteurs les plus
importants, P2Y, sont associés aux protéines G hétérotrimériques. P2Y 1, P2Y2 et P2Y4 ont
été trouvés sur la membrane apicale des cellules épithéliales respiratoires et P2Y6 sur leur
face basolatérale [32]. Leur agoniste naturel, I’adénosine triphosphate (ATP), est présent a
fortes concentrations dans les granules de sécrétion qui fusionnent avec la membrane
plasmique au cours de la phase de gonflement cellulaire [164]. Ainsi, I’ ATP qui est libéré
dans le milieu extracellulaire pendant le gonflement cellulaire, se fixe sur les récepteurs P2 a
la surface des cellules et les active (5), ce qui initie la diminution régulée du volume

cellulaire.

Une voie de transduction du signal initiée par des récepteurs P2Y couplés a une
phospholipase aboutie a I’ouverture de canaux potassium par une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium (6) [60]. Une autre voie de transduction initiée par
des récepteurs P2Y couplés a I’adénylate cyclase résulte en I’ouverture de canaux chlorure
[141], incluant le CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) via

I’activation de la protéine kinase A (6) [81]. La sécrétion de chlorure de potassium réduit la



force ionique dans le cytoplasme des cellules et I’augmente dans le milieu extracellulaire, ce
qui a pour effet de faire sortir les molécules d’eau de la cellule par osmose (7). L’éviction de
I’exces d’eau permet a la cellule d’internaliser I’excés de membrane plasmique par

endocytose (8).

Contrairement a un gros vecteur de géne non-viral, de I’ADN nu ne se ferait pas piéger dans
le réseau fibreux qui constitue la couche de mucus recouvrant I’épithélium respiratoire. Dans
I’étude suivante 1’épithélium respiratoire nasal de souris a été transfecté avec un plasmide nu.
De plus, si I’ADN est administré dans une solution hypotonique, il pourrait bénéficier du taux
élevé d’endocytose au niveau de la membrane apicale, survenant au cours de 1’étape de
diminution régulée du volume cellulaire du choc hypotonique, pour étre internalisé par les
cellules épithéliales respiratoires. Cette internalisation de I’ADN est la premicere étape de la

transfection de 1’épithélium.
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Figure 1 Représentation schématique du choc hypotonique. PLC, AC et pADN indiquent la
phospholipase C, ’adénylate cyclase et le plasmide, respectivement.



1.2. MATERIELS ET METHODES
1.2.1. Matériels
Tous les nucléotides, I’adénosine et la suramine ont été achetés chez Sigma-Aldrich.

1.2.2. Plasmides

pPNGVL;3-luc comporte le géne de la luciférase sous le contrdle du promoteur/ amplificateur

du cytomégalovirus. Il a été préparé sans endotoxine par Bayou Biolabs (Harahan, LA, USA).

pSVP comporte le geéne de la B-galactosidase sous le contrdle du promoteur/amplificateur de
SV40 (Clontech). 11 a été généreusement offert par Xinsheng Nan (University of Edinburgh,

UK) et préparé avec I’Endo-free Plasmid Giga kit (Qiagen).

1.2.3. Transfert de gene dans I’épithélium nasal de souris

Toutes les expériences ont été effectuées avec des souris CD1 (Harlan) de 6-8 semaines. Elles
ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale (seringue a insuline, Becton Dickinson) de
2,2,2-tribromoéthanol (Sigma-Aldrich), qui a été dissout dans du 2-méthyl-2-butanol (Sigma-

1 ieme

Aldrich) et dilué dans du tampon phosphate salin au 8

Comme cela a été décrit par Griesenbach et al. [71], un cathéter connecté a une pompe
péristaltique (pump P-1, Amersham Biosciences), a été inséré a une distance d’environ 2,5
mm dans la narine gauche des souris anesthésiées. 100 pg d’ADN dans 75 pl d’eau
déminéralisée ont été administrés a un débit de 5 pl/min. Pendant la perfusion nasale, les
souris ont ét€ maintenues la téte en bas sur une plaque de polystyreéne inclinée a environ 60°,
grace a des morceaux de papier adhésif collés sur chaque patte arriere, la queue et les oreilles.
Elles ont été maintenues dans cette position inversée, afin d’optimiser le temps de contact
entre I’ADN et le tissu nasal et obtenir 1’absorption compléte de la solution de plasmide ; la

gravité compensant le reniflement de la solution d’ADN par la souris.



1.2.4. Mesure de I’activité luciférase

24 heures apres la perfusion nasale, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale. Le
tissu nasal a été récupéré en découpant la peau et les os du nez a 1’aide d’une paire de ciseaux
et d’un scalpel (Roboz). Puis, le tissu nasal a été découpé in situ et extrait du nez a 1’aide
d’une paire de fins ciseaux et d’'une pince a épiler (Roboz). Le sang a été éliminé en agitant le
tissu nasal dans de 1’eau pure pendant quelques secondes. Ensuite, le tissu a été placé dans du
tampon de lyse (0.1 M Tris-Hcl, 2 mM EDTA, 0.05 % Triton X-100, pH 7,8), qui a été
préalablement filtré avec une membrane de 0,22 micron (Millipore). Le tissu nasal a été
homogénéisé en le découpant dans le tampon a 1’aide d’une paire de ciseaux (Roboz). Trois
cycles de congélation a -50°C / décongélation a 37°C ont été effectués, afin de faire éclater les
cellules et libérer la protéine luciférase localisée dans leur cytoplasme. Les tubes contenant les
lysats de tissu nasal ont été centrifugés a 14.000 rpm, a 20°C, pendant 10 minutes, afin
d’éliminer les débris de tissu. La luciférase se situe dans le surnageant. Dix pl de ce dernier
ont été introduits au fond de tubes en borosilicate (VWR Scientific) et ces tubes ont été placés
dans un luminometre (AutoLumat LB953, EG&G berthold), qui a injecté une solution de
luciférine et d’ATP (Luciferase Assay System, Promega) dans chaque tube. L appareil a
ensuite détecté la lumiere émise par la réaction enzymatique pendant 10 secondes pour chaque
échantillon. Les résultats s’expriment en unités relatives de lumiere (URL). Le lysat tissulaire
de souris non traitées donnant une valeur 150 URL, les valeurs nettes ont été obtenues en
soustrayant les valeurs brutes, provenant des tissus nasaux transfectés par le gene luciférase,
de 150. L’activité luciférase a été calculée a partir de ces valeurs nettes. La concentration en
protéines tissulaires étant variable d’un échantillon a 1’autre, elle a été mesurée en mélangeant
5 ul de lysat tissulaire (surnageant) et 1 mL de bleu de Coomassie (Coomassie Plus Protein
Assay Reagent, Pierce). L’absorbance a 595 nm a été mesurée par un spectrophotometre (DU

640, Beckman Coulter). Au préalable, une courbe standard a été obtenue a 1’aide de solutions



de sérum albumine bovine (Pierce) de concentrations croissantes. Les résultats s’expriment en

milligrammes de protéines. L’activité luciférase s’exprime donc en URL/mg de protéines.

1.2.5. Immunodétection de la B-galactosidase

Des souris de la souche CD1 ont été perfusées avec le plasmide pSV, qui code pour la 3-
galactosidase, dans de 1’eau ou du chlorure de sodium a 150 mmol/L, comme cela a été décrit

ci-dessus.

Apres 24 heures, les tissus nasaux ont été délicatement récupérés intacts et brievement rincés
dans du tampon phosphate salin (PBS). Ensuite, ils ont été fixés a I’intérieur de cassettes en
plastique (Tissue-Tek, Miles) en les incubant dans de la formaline neutralisée (10 % v/v, J.T.
Baker) pendant 6 heures, a température ambiante. Puis, ils ont été rincés a trois reprises dans
du PBS (100 mL) pendant 15 minutes. Par la suite, les tissus ont été déshydratés en les
incubant successivement dans de 1’éthanol 70 % pendant 1 heure, de I’éthanol 85 % pendant
30 minutes, de 1’éthanol 95 % pendant 30 minutes, de I’éthanol 100 % pendant 1 heure a deux
reprises, et du xyleéne pendant 1 heures a deux reprises. Enfin, les tissus ont été incubés dans
de la paraffine (Paraplast, Fisher Scientific) a 57°C pendant 1 heure a deux reprises et une
derniere fois pendant 30 minutes. Les tissus nasaux ont ensuite été immobilisés dans de la
paraffine a I’aide de 1’Histo-center II (Fisher Scientific), en coulant la paraffine chaude dans
une cassette en plastique contenant le tissu traité et en la laissant refroidir a température
ambiante. Les blocs de paraffine piégeant les tissus ont été sectionnés a I’aide d’un microtome
(Histostat, Reichert). Seules les sections effectuées dans I’épithélium respiratoire nasal ont été
retenues, disposées sur des lames en verre (Fisher Scientific) et séchées. Les sections ont été
réhydratées a trois reprises avec du xyléne pendant 3 minutes, de I’éthanol 100 % pendant 10
minutes a deux reprises, de 1’éthanol 95 % pendant 10 minutes a deux reprises et de ’eau pure

pendant 2 minutes a deux reprises. La peroxydase endogene a été détruite en incubant les



sections avec du peroxyde d’hydrogene 3 % (dilué 10 fois dans du méthanol) pendant 10
minutes et les sections ont été rincées dans de I’eau pendant 2 minutes et du PBS pendant 2
minutes. Elles ont ensuite été incubées dans de 1’acide chlorhydrique 2 mol/L pendant 20
minutes et rincées dans du PBS pendant 2 minutes. Les sections ont été recouvertes d’une
solution d’avidine (Sigma-Aldrich) 1 mg/mL pendant 20 minutes, afin de bloquer la biotine
endogene, avant d’étre rincées dans du PBS pendant 2 minutes. Puis, des gouttes de biotine
(Sigma-Aldrich) 100 pg/mL ont été ajoutées pendant 20 minutes, afin de bloquer I’avidine et
suivi d’un ringage avec du PBS pendant 2 minutes. Les sections ont été recouvertes d’une
solution d’anticorps monoclonal anti-B-galactosidase (dilué au 500™™ dans du PBS, Sigma-
Aldrich) biotinyl€ et incubées toute une nuit dans une atmosphere humide. Elles ont ensuite
été rincées avec du PBS pendant 5 minutes et incubées avec un complexe avidine/peroxydase
biotinylée pendant 30 minutes. Les sections ont été a nouveau rincées avec du PBS avant de
les incuber avec le substrat de la peroxydase : le 3-amino-9 éthylcarbazole (Sigma-Aldrich)
pendant 3 minutes, afin de colorer le cytoplasme des cellules transfectées en rouge. Les
sections ont été rincées avec du PBS, puis de I’eau pure. Enfin, elles ont été incubées dans de
I’hématoxyline pendant quelques secondes, afin de colorer les noyaux cellulaires en bleu, et
rincées avec de 1’eau tiede courante. Les sections marquées ont été¢ déshydratées en les
incubant a deux reprises dans de 1’éthanol 100 % pendant 2 minutes et du xyleéne pendant 2
minutes a deux reprises. Apres complete évaporation du xylene, les lamelles (Vashaw
Scientific) ont été mises en place en les collant a ’aide de milieu de montage (Permount,
Fisher Scientific). Apres séchage, les sections ont été observées sous un microscope (TE 300,
Nikon) relié a une caméra numérique (Nikon). Les champs représentatifs de chaque tissu ont

été photographiés dans les mémes conditions d’éclairage.



1.3. RESULTATS

1.3.1. Effet de la tonicité de la solution d’ADN sur la transfection du tissu nasal

Le transfert de gene a été évalué dans le tissu nasal de souris, qui est un modele de
I’épithélium respiratoire pulmonaire facile d’acces [186]. L’épithélium nasal a été perfusé
avec le plasmide pNGVLs-luc dissout dans de 1’eau pure, du chlorure de sodium de 37.5
mmol/L a 300 mmol/L et du tampon phosphate salin (PBS). L’activité luciférase a été réduite
proportionnellement a la concentration de chlorure de sodium et a été maximale avec 1’eau
déminéralisée. L’activité luciférase a été jusqu’a 102 fois plus faible lorsque I’ADN a été

dissout dans du PBS que dans de I’eau (Figure 2).

Il a été récemment démontré que le PBS et le chlorure de sodium a 150 mmol/L sont de
meilleurs solvants pour I’ADN nu que I’eau pure pour la transfection de la peau [21] et du
muscle squelettique [114]. Soit la tonicité soit la force ionique de la solution d’ADN inhibent

le transfert de gene dans 1I’épithélium nasal.

Pour déterminer si I’efficacité de la transfection dépend de la tonicité, des solutions d’ADN
dans du saccharose a 5 % et 10 % ont été administrées aux souris. Le glucose n’a pas été
utilisé a cause de la présence d’un transporteur du glucose dans la membrane apicale des
cellules épithéliales respiratoires. Ce dernier aurait diminué la tonicité de la solution de

glucose et d’ADN dans les fosses nasales en faisant entrer le glucose dans les cellules.

Plus la tonicité était élevée, plus la transfection de 1’épithélium respiratoire a diminué. La
solution d’ADN la plus hypotonique est par conséquent la plus efficace pour transfecter le

tissu nasal.
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Figure 2 Effet de la tonicité de la solution de plasmide sur la transfection du tissu nasal.
Comparaison de I’activité luciférase apres I’administration de 100 ng d’ADN dans de I’eau
pure, une solution de chlorure de sodium a différentes concentrations, du PBS et du

saccharose (n = 3-4 souris par groupe). ** P<0,005 et *** P<0,0005 par rapport a 1’eau pure.




1.3.2. Localisation de I’expression du transgene dans le tissu nasal par détection de la -

galactosidase par immuno-marquage

La thérapie génique de la mucoviscidose et d’autres pathologies des voies respiratoires
implique que le transgeéne soit transféré dans 1’épithélium respiratoire. Il a donc été nécessaire
de déterminer quelles cellules sont transfectées au niveau histologique. Pour cela, 100 pg du
plasmide pSVp contenant le gene de la -galactosidase ont été administrés a des souris dans

de I’eau pure ou du chlorure de sodium a 150 mmol/L.

Aucun marquage spécifique n’a pu étre détecté dans le tissu nasal de souris non traitées
(Figure 3a), dans le tissu nasal de souris perfusées avec le plasmide pNGVLs-luc dans de
I’eau pure (Figure 3b) ou dans le tissu nasal ayant recu le plasmide pSV[} dans du chlorure de
sodium a 150 mmol/L (Figure 3c). Par contre, un marquage positif et uniforme a été observé
dans les cellules épithéliales respiratoires apres leur perfusion avec pSVP dans de I’eau pure
(Figure 3d). Sur toutes les sections observées, plus de 90 % des cellules épithéliales
respiratoires ont été significativement transfectées (t€tes de fleche). Aucune cellule
mésenchymateuse n’a été transfectée. Par rapport au tissu nasal non traité (Figure 3a) et au
tissu nasal perfusé avec pSVf dans du chlorure de sodium a 150 mmol/L (Figure 3c¢), les
tissus ayant été perfusés avec pPNGVLs-luc dans de I’eau (Figure 3b) et pSV[ dans de ’eau
pure (Figure 3d) n’ont pas été significativement endommagés. Cela indique que le traitement

hypotonique n’a pas altéré 1’épithélium respiratoire nasal.






Figure 3 Immunodétection de la B-galactosidase dans 1’épithélium respiratoire nasal. Les
tissus nasaux de souris ayant recu 100 pg de plasmide ont été fixés, sectionnés et marqués 24
heures apres perfusion. Des sections représentatives de 1’épithélium respiratoire de souris non
traitées (a), de souris ayant recu le plasmide pNGVL;-luc dans de I’eau pure (b), de souris
ayant recu pSVp dans du chlorure de sodium a 150 mmol/L (c) et de souris ayant recu pSVf3
dans de I’eau (d) sont montrées. L’hématoxyline (bleu) marque les noyaux cellulaires et

I’ AEC (rouge) marque les cellules exprimant la B-galactosidase. Les pointes de fleche
montrent quelques cellules épithéliales respiratoires nasales exprimant la 3-galactosidase. Le

grossissement est de 40 x.



1.3.3. Effet de la pré-perfusion d’eau sur la transfection de 1’épithélium respiratoire

Si I’ADN est internalisé par les cellules épithéliales au cours de la phase de diminution
régulée du volume cellulaire, alors la pré-perfusion d’eau devrait déclencher un choc
hypotonique et I’endocytose intensive devrait débuter en 1’absence du plasmide. Celui-ci ne
devrait donc pas pouvoir bénéficier autant du choc hypotonique que s’il est administré en

méme temps que 1’eau.

L’épithélium nasal de souris a été perfusé avec de I’eau pure pendant différentes périodes de
temps suivie de I’ADN dans de I’eau. Il y a eu une diminution de I’activité luciférase en
fonction de la durée de la pré-perfusion. L’administration d’eau pendant 20 minutes suivie par
la perfusion de I’épithélium nasal avec le plasmide a abouti a une réduction maximale de

I’expression de la luciférase (7 fois).

L’efficacité de la transfection est retournée au niveau atteint par la simple perfusion des
souris avec le plasmide dans de 1’eau lorsque la pré-perfusion d’eau a duré 30 minutes. Ni la
perfusion du tissu nasal avec de I’eau apres celle du plasmide, ni I’administration de chlorure
de sodium a 150 mmol/L avant celle de I’ADN n’a affecté le transfert de gene dans

I’épithélium nasal (Figure 4).
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Figure 4 Perfusion séquentielle d’eau déminéralisée et de plasmide dans de I’eau. L’eau
déminéralisée a été administrée pendant 10 a 30 minutes rapidement suivie par 100 pg
d’ADN dans de I’eau pendant 15 minutes. Le plasmide a été administré pendant 15 minutes
suivi par de I’eau pendant 20 minutes (ADN — 20 min eau). Cent cinquante mmol/L de
chlorure de sodium ont été administrés pendant 20 minutes rapidement suivi par 100 pg de
plasmide dans de I’eau pendant 15 minutes (20 min NaCl — ADN). * P<0,05 ; * P<0,01 et

*#% P<0,0005 par rapport & I’ADN seul (n = 3-4 souris par groupe).



Ces résultats suggerent que la perfusion de I’ADN dans de 1’eau, par rapport a celle de I’ADN
dans une solution isotonique, améliore le transfert de géne dans une période de 30 minutes,
apres laquelle le systeme a récupéré et peut étre re-stimulé. La perfusion nasale avec de 1’eau
pure, pendant une période inférieure a 30 minutes avant celle du plasmide, initierait un choc
hypotonique avant que le tissu nasal ne voie I’ADN, qui ne pourrait pas pleinement bénéficier
de I’endocytose ayant lieu au cours de la diminution régulée du volume cellulaire du choc
hypotonique. Ceci est en accord avec le fait que des cellules incubées dans un milieu
hypotonique se gonflent et atteignent leur taille maximale en 2 a 3 minutes, et retournent a
leur volume initial en environ 30 minutes [139]. Ces données suggerent donc que I’ADN est
internalisé par le tissu nasal au cours de la seconde étape du choc hypotonique. Lorsqu’un
cycle de gonflement cellulaire et de diminution régulée du volume cellulaire est achevé (en 30
min), un second cycle peut commencer et I’expression de la luciférase retourne au niveau

atteint par la simple perfusion du plasmide dans de 1’eau (Figure 5).
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Figure 5 Représentation schématique des changements du volume cellulaire au cours d’un
choc hypotonique. Volume cellulaire en I’absence d’agent pharmacologique (—), en présence
d’ATP (---) et en présence de suramine (— ——).



1.3.4. Effet de ’ATP sur la transfection de 1I’épithélium nasal

Le rdle crucial joué par les récepteurs P2 dans la diminution régulée du volume cellulaire au
cours d’un choc hypotonique a été abondamment documenté [73,144]. Il a été démontré que
leur stimulation par de I’ATP (Figure 6a) exogene accélere la diminution régulée du volume
cellulaire [47], tandis que leur blocage par I’antagoniste, la suramine, la ralenti [59]. Si la
transfection a lieu au cours de la diminution régulée du volume cellulaire, alors les récepteurs

P2 doivent intervenir dans le processus.

Pour déterminer si les récepteurs P2 sont impliqués dans la transfection efficace obtenue avec
I’eau pure, le plasmide pNGVL;-luc a été administré avec de I’ ATP dans de 1’eau.
L’expression de la luciférase dans le tissu nasal a diminué d’une maniere proportionnelle a la
dose d’ATP. L’activité luciférase a diminué de 10 fois a une dose d’ATP de 400 nmol par
souris (Figure 7). Puisque la solution d’ADN a été administrée en 15 minutes, si I’ATP
accélere la phase de diminution régulée du volume cellulaire au cours de laquelle le plasmide
serait internalisé par les cellules épithéliales respiratoires, en présence d’ ATP exogene la
période d’endocytose intensive serait presque terminée alors que la plupart de I’ADN ne serait

pas encore administré a la souris (Figure 5).

Cette hypothese a été testée en raccourcissant la durée de perfusion de 1’épithélium nasal avec
la solution d’ADN et d’ATP. Plus la perfusion des souris avec la solution ADN/ATP a été
rapide, plus ’activité luciférase a été élevée. La perfusion nasale ne durant que 7 minutes a
abouti a une expression du transgene aussi élevée que le plasmide administré seul dans de

I’eau pure pendant 7 minutes (Figure 7).
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Figure 7 Effet de 1’adénosine triphosphate (ATP) sur la transfection de I’épithélium nasal.
Activités luciférase obtenues apres une perfusion nasale de 15 minutes avec 100 pg de
plasmide et jusqu’a 400 nmol d’ATP ; ™ P<0,01 ; *™ P<0,001 et *** P<0,0005 par rapport a
I’ ADN seul perfusé en 15 minutes. Transfection de 1’épithélium nasal avec 100 pg de
plasmide et 400 nmol d’ATP pendant une période aussi courte que 7 minutes ; * P<0,05 par

rapport 2 400 nmol d’ATP pendant 15 minutes (n = 3-4 souris par groupe).



1.3.5. Effet de la suramine sur la transfection du tissu respiratoire nasal

D’une maniere similaire, I’épithélium nasal a été perfusé avec le plasmide et 1’antagoniste P2,
la suramine (Figure 6b). L activité luciférase a diminué proportionnellement a la dose de
suramine. Une diminution de I’expression luciférase de 15 fois a été obtenue a une dose de
suramine de 50 nmol par souris. Il est intéressant de noter que 1’administration du plasmide et
de 400 nmol d’ATP et 50 nmol de suramine a abouti a une efficacité de la transfection
similaire a celle obtenue avec I’ADN seul (Figure 8). Cela démontre que I’ATP exogene et la
suramine n’ont pas diminué I’activité luciférase parce qu’ils sont toxiques vis-a-vis du tissu
nasal. En présence de suramine, la diminution régulée du volume cellulaire durerait plus
longtemps et apres une perfusion nasale de 15 minutes, la plupart de I’ ADN serait dégradé par
des DNases extracellulaires avant d’étre internalisé par les cellules épithéliales respiratoires

(Figure 5) [100].

Pour déterminer si la suramine affecte la transfection en ralentissant la diminution régulée du
volume cellulaire, la perfusion des souris avec la solution d’ADN et de suramine a été
ralentie. Plus la perfusion nasale avec la solution ADN/suramine a été ralentie, plus
I’expression du transgene a été élevée. La perfusion durant 45 minutes a completement aboli
I’effet délétere de la suramine sur le transfert de gene (Figure 8). 11 est intéressant de
remarquer que la diminution régulée du volume cellulaire est également ralentie au cours de
la mucoviscidose a cause d’une libération limitée d’ ATP endogene pendant le gonflement
cellulaire [16,162]. Cette derniere expérience suggere que le plasmide dans de I’eau devrait
préférentiellement étre administré sur une longue période de temps dans les voies respiratoires

des patients atteints de mucoviscidose.
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Figure 8 Effet de la suramine sur la transfection du tissu respiratoire nasal. Transfection du
tissu nasal avec 100 pg de plasmide et jusqu’a 50 nmol de suramine pendant 15 minutes.
Expression luciférase apres administration du plasmide et de 400 nmol d’ATP et de 50 nmol
de suramine en 15 min (ATP + suramine 15 min) ; 7" P<0,01 et *** P<0,0005 par rapport a
I’ ADN seul. Perfusions nasales avec 100 pg de plasmide et 50 nmol de suramine pendant un
maximum de 45 min ; * P<0,05 et ** P<0,005 par rapport a 50 nmol de suramine 15 min (n =

3-4 souris par groupe).



1.3.6. Altération de la transfection du tissu nasal par divers agonistes P2

L’adénosine triphosphate pourrait stimuler des protéines interagissant avec I’ATP autres que
les récepteurs P2. Pour déterminer si les récepteurs P2 sont réellement la cible de I’ATP et de
la suramine, le plasmide a été administré avec d’autres agonistes P2 connus. L’adénosine
diphosphate (ADP), la désoxyadénosine triphosphate (dATP) et I'uridine triphosphate (UTP)
sont des ligands efficaces des récepteurs P2, tandis que I’adénosine et I’adénosine

monophosphate (AMP) ne le sont pas [108].

A la méme dose que I’ATP (400 nmol), I’ADP, la dATP et I’'UTP ont réduit I’activité
luciférase autant que I’ATP et I’adénosine n’a pas eu d’effet (Figure 9). L’expression du
transgeéne obtenue avec I’AMP a été intermédiaire entre celle de 1’adénosine et celle des
agonistes P2. Ceci peut s’expliquer par la présence de 1’ecto-adénylate kinase sur la surface
apicale des cellules épithéliales respiratoires [129]. Cette enzyme convertit une molécule
d’AMP et une molécule d’ATP en deux molécules d’ADP. L’ecto-adénylate kinase pourrait
convertir une partie de I’AMP exogene et de I’ ATP endogene en ADP, qui est un agoniste P2.
Puisque I’agoniste P1, I’adénosine, n’a pas affecté le transfert de geéne, ces résultats
démontrent que les récepteurs P1 ne sont pas impliqués dans la transfection et il est bien
connu qu’ils ne sont pas impliqués dans la diminution régulée du volume cellulaire du choc

hypotonique [111].

D’une maniere similaire a I’ ATP, les perfusions nasales avec le plasmide et 400 nmol
d’agonistes P2 et 50 nmol de suramine a abouti a des activités luciférase aussi élevées que
celles obtenues avec I’ ADN seul (Figure 9). Cela suggere fortement que la cible de tous les
nucléotides utilisés et de la suramine est le récepteur P2 et non pas d’autres protéines de

fixation a ’ATP.
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Figure 9 Effets de divers agonistes P2 sur la transfection de I’épithélium nasal. Efficacités de
la transfection obtenues avec 100 pg de plasmide, 400 nmol de nucléotide(side)s et S0 nmol

de suramine ; 7" P<0,001 et *** P<0,0005 par rapport a4 I’ADN seul (n = 3-4 souris par

groupe).



1.4. DISCUSSION

Les résultats présentés sont tous en accord avec le modele de transfection du tissu nasal par
choc hypotonique. En effet, il a été démontré que plus la solution d’ADN est hypotonique,
plus la transfection de 1’épithélium respiratoire a été efficace. Le plasmide doit étre administré
en 30 minutes (Figure 4) pour bénéficier totalement du traitement hypotonique. Des agonistes
P2, qui sont connus pour accélérer la phase de diminution régulée du volume cellulaire du
choc hypotonique, ont également accéléré la transfection de 1’épithélium nasal (Figures 7 et
9). L’antagoniste P2, suramine, qui est connu pour ralentir la diminution régulée du volume

cellulaire, a aussi ralenti la transfection (Figure 8).

Bien que 1’administration d’un plasmide dans de 1’eau pure ait été d’abord rapportée par
d’autres groupes [66,118,142], cette étude démontre que 1’eau n’est pas seulement un solvant
pour I’ADN, mais participe activement au processus de transfert de géne. Le plasmide nu
dans de I’eau a spécifiquement transfecté les cellules épithéliales respiratoires, comme cela I’a
été démontré avec I'immunodétection de la B-galactosidase, contrairement au plasmide dans
du chlorure de sodium a 150 mmol/L. On pourrait se demander si la perfusion de 1’épithélium
nasal avec une solution hypotonique d’ADN endommage le tissu. D’apres I’histologie, les
tissus qui ont été perfusés avec de I’ADN dans de 1’eau, n’ont pas été différents du tissu non

traité (Figure 3). Cela indique que le traitement hypotonique a bien été toléré.

Un choc hypotonique pourrait augmenter la perméabilité paracellulaire de 1’épithélium
respiratoire au plasmide, lui permettant d’accéder a la membrane basolatérale des cellules
épithéliales. Ces dernieres pourraient internaliser I’ADN & partir d’une plus grande superficie
de membrane plasmique. Cependant, il n’a pas été possible de trouver la moindre cellule
mésenchymateuse exprimant la -galactosidase sous 1’épithélium respiratoire (Figure 3d). Si

le plasmide pouvait franchir I’épithélium, des cellules mésenchymateuses seraient



significativement transfectées. De plus, d’aprés Wang et al. [171], au cours d’un choc
hypotonique la résistance transépithéliale des cellules épithéliales respiratoires humaines
chute rapidement, se stabilise pendant environ trois heures et retourne lentement a son niveau
de départ en 24 heures. Une cinétique similaire a été obtenue par Widdicombe et al. [177]. Le
modele de transfection par choc hypotonique impliquant 1’ouverture des jonctions étanches ne
permet pas d’expliquer les données rapportées dans la Figure 4. En effet, la pré-perfusion
d’eau pendant 10 a 25 minutes ne devrait pas significativement affecter la transfection de
I’épithélium respiratoire. Par contre, le modele de transfert de géne impliquant un taux
exacerbé d’endocytose du plasmide est en accord avec les résultats de la Figure 4.
Widdicombe et al. [177] ont démontré que des cellules trachéales humaines, incubées avec du
dextran (2000 k) marqué avec du RITC, dans de I’eau déminéralisée, internalisent
efficacement cette macromolécule fluorescente par endocytose. Koberna et al. [95] ont
également démontré que divers composés fluorescents de faible masse moléculaire, tels que
des nucléotides, des peptides et des colorants, sont rapidement endocytés par des lignées
cellulaires, des cellules humaines en culture primaire, des cellules de drosophile et de xénope,
ainsi que des sections de foie de rat par choc hypotonique. En revanche, ces mémes molécules
n’ont pas été significativement internalisées lorsque les cellules ont été exposées a un milieu
isotonique. Finalement, van der Wijk et al. [164] ont récemment démontré que le gonflement
hypotonique de cellules intestine 407 induit I’endocytose de dextran (10 k) marqué au TRITC.
De nombreuses vésicules fluorescentes sont apparues dans les cellules stimulées par un choc
hypotonique, mais pas dans les cellules exposées a une solution isotonique de dextran
fluorescent. Le taux d’endocytose a augmenté apres une période de latence de 2-3 minutes et
a duré environ 15 minutes. Il est trés probable que dans cette étude le plasmide aurait aussi été
endocyté par les cellules épithéliales respiratoires nasales. Cependant, une démonstration

directe devra étre apportée au cours d’une étude ultérieure.



Jusqu’a présent, le défaut des vecteurs de gene non-viraux était leur faible aptitude a
transférer des genes dans les voies respiratoires normales [72]. L’activité luciférase obtenue
avec ce systeme non-viral trés simple (ADN nu dans de I’eau pure) approche celle du virus
recombinant Sendai dans le nez [181] et est comparable a celles obtenues par un plasmide
complexé a de la polyéthyleneimine et au polymere synthétique CK30PEG10K [185].
Contrairement aux vecteurs viraux, le plasmide nu n’est pas proinflammatoire, en particulier
lorsque les dinucléotides CpG ont été préalablement éliminés [180]. Il pourrait ainsi étre
administré de maniere répétitive dans les voies respiratoires. Du fait que quelques traitements
antiasthmatiques couramment utilisés, tel que le cromoglycate et le salbutamol, sont des
solutions hypotoniques [45,133], il est concevable d’administrer une solution hypotonique
d’ADN dans les voies aériennes de patients souffrant de pathologies respiratoires héréditaires

ou acquises.

La nébulisation d’une solution d’ADN nu aboutit a une fragmentation presque complete de la
molécule d’ADN, qui devient alors inactive d’un point de vue thérapeutique [35]. Au cours de
la nébulisation d’un médicament dans les voies respiratoires, le patient n’inhale qu’une partie
de la solution nébulisée, qui retombe ainsi dans le réservoir du nébuliseur et est nébulisé a
nouveau. Cette recirculation de la solution aboutit a la cassure mécanique de la molécule
d’ADN. Cependant, Trudell Medical International (London, Ontario, Canada) a récemment
développé I’ AeroProbe™, qui est un cathéter nébulisant intracorporel utilisable pour
I’administration de médicaments sensibles a la nébulisation. La solution a nébuliser et un gaz
circulent dans différents capillaires du cathéter, qui convergent a I’extrémité de celui-ci au
niveau de petits orifices. Le gaz pressurisé éjecte alors la solution sous la forme de fines
gouttelettes. La solution est directement nébulisée dans les poumons du patient et ne recircule
pas dans le cathéter, qui peut d’ailleurs se connecter a un bronchoscope. On peut s’attendre a

ce que ’'unique passage d’une solution d’ADN dans ce type de cathéter nébulisant



n’endommagerait pas considérablement les molécules d’ ADN. Cet équipement peut étre
connecté a une pompe pour administrer lentement une solution d’ADN dans les voies
respiratoires de patients atteints de mucoviscidose, afin de tenir compte de la lente diminution
régulée du volume cellulaire de leurs cellules épithéliales au cours d’un choc hypotonique

(libération limitée d’ ATP endogene pendant le gonflement cellulaire).

Finalement, cette simple technique de transfection pourrait aussi étre utilisée pour vacciner
des patients en transférant dans leur muqueuse nasale des genes codant pour des antigenes.
Cela permettrait d’obtenir une immunité au niveau de toutes les muqueuses de I’organisme.
Cette méthode pourrait aussi permettre I’administration efficace d’autres acides nucléiques,
dans les voies aériennes supérieures comme inférieures, tel que des siRNAs ou
oligonucléotides antisens pour lutter contre des infections virales (grippe, rhume, ...) et des
fragments d’ADN de 0,4-0,5 kb pour réparer des genes endogenes mutés, tel que CFTR [31].
Enfin, ce systeme de transfection pourrait s’appliquer au transfert de genes dans d’autres

mugqueuses, tel que celles du tractus uro-génital et gastro-intestinal.



CHAPITRE 2 :

Vecteur
de genes
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2.1. INTRODUCTION

Le niveau d’expression de la luciférase obtenu dans I’épithélium respiratoire nasal, avec le
plasmide nu dans de I’eau, a été relativement élevé. Néanmoins, une activité luciférase au
moins 10 fois supérieure serait nécessaire pour completement corriger le transport de chlorure
faisant défaut au cours de la mucoviscidose, apres transfert du géne CFTR. Plusieurs
arguments peuvent nous faire espérer que le vecteur de genes LPD-II (Liposome Polycation
DNA) pourrait transférer davantage de copies du transgene dans les cellules épithéliales

respiratoires, en autres, en protégeant I’ADN vis-a-vis des nucléases extra- et intracellulaires.

Le vecteur LPD-II est assemblé en mélangeant un plasmide avec du sulfate de protamine, un
peptide naturel chargé positivement, que 1’on trouve dans les spermatozoides a la place des
histones et qui condense I’ ADN tres efficacement. Le complexe globalement chargé
positivement est ensuite mélangé a un liposome anionique, ce qui génere le pré-LPD-II.
Finalement, un conjugué ligand-PEGyggo-phosphatidyléthanolamine est incorporé dans la

bicouche lipidique du pré-LPD-II pour former le vecteur fonctionnel (Figure 10).

Le vecteur LPD-II est chargé négativement ; il ne devrait donc pas s’adsorber sur les
composants du mucus, tels que les mucines, qui sont eux aussi chargés négativement,
contrairement a un vecteur de genes chargé positivement. LPD-II est une nanoparticule, qui
devrait parvenir a franchir la barriere physique que constitue le mucus recouvrant 1’épithélium
nasal. Enfin, en incorporant un ligand a la surface du vecteur LPD-II, celui-ci pourrait étre

internalisé par endocytose par récepteur.

Dans le mucus, de nombreuses protéases sont impliquées dans le catabolisme des protéines
sériques et des mucines. Cependant, ’activité de ces protéases doit tre étroitement controlée,
afin qu’elles ne digerent pas le tissu respiratoire. La serpine est un inhibiteur qui forme un

complexe avec ces protéases (serpin-enzyme complex, Sec). Apres interaction, ces dernieres



se protéolysent et I’extrémité C-terminale générée par cette coupure devient alors un ligand
reconnu par le récepteur de Sec (SecR). Apres fixation de Sec a SecR, le complexe est
internalisé par endocytose et Sec est envoyé dans les lysosomes, ou il y est dégradé. Ainsi, les
protéases potentiellement dangereuses sont éliminées du mucus. Il a été démontré que SecR
est présent sur la membrane apicale des cellules respiratoires, ce qui signifie que le vecteur de
genes LPD-II doté du ligand Sec (Sec-LPD-II), provenant des voies respiratoires, devrait
aisément atteindre SecR et &tre endocyté par les cellules épithéliales [184]. Néanmoins,

I’abondance relative de SecR a la surface apicale et la cinétique d’endocytose sont inconnues.

Aussi, le vecteur Sec-LPD-II doit s’échapper des endosomes et/ou des lysosomes avant qu’il
ne se dissocie et que le plasmide ne soit dégradé par la DNase II présente dans les lysosomes.
Le dioléylphosphatidyléthanolamine (DOPE) est un lipide synthétique fusiogéne qui favorise,
a faible pH, la fusion de deux bicouches lipidiques. Ainsi, au pH acide des endosomes et des
lysosomes, le DOPE faciliterait la fusion de la membrane de Sec-LPD-II avec celle de ces
vésicules [179]. Le vecteur serait ainsi libéré dans le cytosol et une partie du plasmide

gagnerait alors le noyau cellulaire.

Les lipides et la protamine sont disponibles commercialement, seul le conjugué Sec-PEG-PE
a di étre synthétisé en faisant réagir le peptide Sec, doté d’une cystéine, avec le lipide PE-
PEGjgo-maléimide. L’étude suivante a consisté a trouver les meilleures formulations du
vecteur Sec-LPD-II et de les évaluer dans le modele animal, en utilisant la technique de choc

hypotonique.
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l
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Figure 10 Représentation schématique de 1’assemblage du vecteur de génes Sec-LPD-II.



2.2. MATERIELS ET METHODES

2.2.1. Matériels

Les deux lipides, le dioléylphosphatidyléthanolamine (DOPE) et le N-glutaryIDOPE, ont été
achetés chez Avanti Polar Lipids et le sulfate de protamine chez Sigma-Aldrich.

2.2.2. Plasmide

Le plasmide pNGVL;-luc, contenant le gene de la luciférase sous le controle du promoteur et

de I’amplificateur CMV, a été utilisé dans toutes les expériences.

2.2.3. Formation du liposome NGPE/DOPE

Des solutions de DOPE et de N-glutaryIDOPE dans du chloroforme ont été mélangées dans
un tube en verre en quantités équimolaires. Le chloroforme a été évaporé sous un flux d’azote
et le film lipidique a été séché dans un dessiccateur sous vide. Les lipides ont ensuite été
resuspendus dans de 1’eau pure. Les liposomes ainsi obtenus ont été extrudés a travers deux
membranes de polycarbonate d’une porosité de 600 nm, puis a travers deux membranes d’une
porosité de 200 nm et enfin deux membranes d’une porosité de 100 nm (Millipore). La taille

des liposomes a été mesurée et elle s’est effectivement approchée de 100 nm.

2.2.4. Formation du complexe ADN/protamine

Une solution aqueuse de sulfate de protamine plus ou moins diluée dans de I’eau a été
rapidement mélangée a une solution aqueuse de plasmide (25 pg d’ADN) dans un tube de 1,5
mL sous agitation, dans un volume final de 200 pl, a température ambiante. Le mélange a été
maintenu a température ambiante sans agitation pendant au moins 15 min, afin que les
complexes deviennent matures. La faible force ionique des deux solutions a permis a la

protamine et a I’ADN de former un complexe stable et de petite taille.



2.2.5. Formation du pré-LPD-II

Une solution de liposome NGPE/DOPE plus ou moins diluée dans de I’eau a été rapidement
mélangée a la solution de complexes ADN/protamine, obtenue a I’étape précédente, sous
agitation, dans un volume final de 250 pl, a température ambiante. Puis, le mélange a été

maintenu a cette température pendant au moins 15 min pour que le pré-LPD-II se forme.

2.2.6. Synthese du conjugué Sec-PEG-PE (effectuée par le Dr Rajkumar Banerjee)

Le peptide Sec a été synthétisé par le Biotechnology Center de 1’ Université de Pittsburgh et sa
séquence est la suivante: CSIPPEVKFNKPFVFLI. Sec (masse moléculaire 1978, 20 mg soit
10 umol) a été dissout dans du tampon phosphate 60 mM, pH 6.,4. Le conjugué DSPE-
PEGs;400-maléimide (Nektar Therapeutics, 2941 Da, 24,7 mg, 8,4 wmol) y a été ajouté et la
solution a été agitée a température ambiante pendant 3 jours. L’eau a été évaporée a 1’aide
d’un évaporateur rotatif et le contenu du tube a été redissout dans du diméthylformamide
(DMF). Le tube a ensuite été centrifugé et le précipité a été lavé a deux reprises avec du
DMF. Le précipité a été finalement dissout dans un mélange chloroforme:méthanol (1:1) et
centrifugé a nouveau. Le surnageant a été évaporé pour obtenir le produit final (10,3 mg,
rendement de 25 %). Le précipité a été analysé par HPLC (Waters). Le composé a été, de
plus, caractérisé par MALDI-TOF MS. Le conjugué Sec-PEG-PE a été utilisé pour la

formation de Sec-LPD-II, sans étape supplémentaire de purification.

2.2.7. Formation de Sec-LPD-II

Le volume adéquat de solution de Sec-PEG-PE dans du chloroforme:méthanol (1:1) a été
évaporé sous un flux d’azote, dans un tube en verre, pour former un film lipidique. Puis, la
solution de pré-LPD-II formée au préalable y a été ajoutée et agitée pendant quelques minutes

a température ambiante, avant de 1’y incuber a 37°C pendant environ 18 heures.



2.2.8. Mesure de la taille de complexes par Dynamic Light Scattering

Les solutions de liposome, d’ ADN/protamine ou de pré-LPD-II ont été diluées dans de I’eau
pour obtenir un volume final de 1 mL. Les mesures ont été effectuées avec un Particle Sizer
(N4 Plus, Coulter). Le faisceau lumineux incident a été réfléchi par les particules présentes
dans la solution et cette lumiere réfléchie a été détecté a un angle de 90°. Plus une particule est
grosse, plus elle réfléchi de lumiere. Les mesures ont été prises en compte lorsque la
concentration en particules, fournie par 1’appareil, a été ni trop élevée ni trop faible. Une
dilution ou une concentration de 1’échantillon a été effectuée en conséquence. La taille
apparente d’un complexe a été mesurée pendant 2 min, a trois reprises. L’équipement calcule
la taille moyenne de la population de particules a la fin de chaque série de mesures. Le

diametre d’une population de particules adopte habituellement une distribution gaussienne.

2.2.9. Mesure du potentiel zéta de complexes

Les solutions de liposome, d’ ADN/protamine, de pré-LPD-II et de Sec-LPD-II ont été diluées
dans du phosphate de sodium 20 mmol/L, pH 7,4, afin d’apporter les ions nécessaires au
passage du courant. En effet, la mesure du potentiel z€ta est obtenue en faisant migrer des
particules dans un champ électrique par électrophorese. Les particules chargées positivement
migrent vers I’anode et les particules anioniques migrent vers la cathode. Un faisceau
lumineux repére la position moyenne de la population de particules dans le champ électrique
et détermine le potentiel z€ta, qui s’exprime en millivolts. Plus une particule est chargée, plus
la valeur du potentiel z€Eta est élevée. Le potentiel zE€ta renseigne donc sur la présence, le signe
et le nombre relatif de charges électriques a la surface d’une particule. Apres calibrage avec
une solution standard a -50 mV, 1’échantillon dilué dans un volume final de 2-3 mL, a été
injecté avec une seringue (Becton Dickinson) dans I’appareil (Zetasizer 4, Malvern). Le

potentiel z&ta d’un échantillon a ét€ mesuré pendant quelques secondes, a 15 reprises.



2.2.10. Perfusion nasale du vecteur de genes

Comme cela a été décrit précédemment, des souris CD1 de 6-8 semaines ont été anesthésiées,
et placées sur une plaque de polystyreéne inclinée apres qu’un fin cathéter ait été inséré dans
leur narine gauche. Les solutions de pré-LPD-II et de Sec-LPD-II (10 pg d’ADN dans 100 pl
d’eau) ont été administrées a un débit de 5 pl/min. 24 heures plus tard, les souris ont été

sacrifiées et leurs tissus nasaux ont été prélevés, afin de mesurer les activités luciférase.



2.3. RESULTATS

2.3.1. Taille des complexes ADN/protamine

La premiere étape de 1’assemblage du vecteur Sec-LPD-II est la formation d’un complexe
entre le plasmide et le sulfate de protamine. Il s’est agit de trouver le ratio optimal de masse

entre I’ADN et la protamine.

A une quantité constante de plasmide pNGVLs-luc (25 pg), une quantité croissante de sulfate
de protamine y a été ajoutée rapidement, afin de former un complexe stable. De 4 a 32 nug de

protamine, les particules ont été relativement larges (120 nm). Par contre, a partir de 50 pg de
protamine, les complexes ont été plus petits : leur diametre moyen a été d’environ 90 nm

(Figure 11).
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Figure 11 Taille des complexes ADN/protamine a différents ratios de masse. Le diametre
moyen des particules ADN/protamine a été déterminé 30 min apres le mélange des deux
molécules dans de I’eau pure. La taille de chaque complexe a été mesurée 3 fois pendant 2

min.



2.3.2. Potentiel zéta des complexes ADN/protamine

Les potentiels zéta des complexes ADN/protamine aux ratios de masse protamine:ADN de 1 a
6 ont été mesurés (Figure 12). A un ratio de 1, le potentiel zéta a été négatif (-5,4 mV), car
une quantité insuffisante de protamine s’est associée a I’ADN ; la surface du complexe est
donc restée chargée négativement. A partir d’un ratio de 2, le potentiel zéta est devenu
maximal et positif (+3,5 mV). La surface des complexes ADN/protamine a été constituée de
protamine, qui lui a donné sa charge positive. Un ratio de masse de 2 a donc été nécessaire et
suffisant pour conférer au complexe les charges positives de surface, qui lui permettront

d’interagir avec le liposome anionique.
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Figure 12 Potentiel zéta des complexes ADN/protamine a différents ratios de masse. 30 min
apres le mélange de I’ ADN et du sulfate de protamine, les solutions ont été diluées et le

potentiel z&ta de chaque échantillon a été mesuré a 15 reprises.

D’apres les mesures de taille et de potentiel zéta, le plus faible ratio de masse protamine: ADN
nécessaire pour générer un complexe cationique a été de 2. Ce ratio a été utilisé par la suite

pour préparer le pré-LPD-II.



2.3.3. Taille du pré-LPD-II

Le complexe ADN/protamine chargé positivement a ensuite été mélangé a un liposome
anionique composé a 50 % de N-glutarylDOPE (lipide chargé négativement, NGPE) et a 50
% de DOPE (lipide fusiogene). Ces liposomes d’environ 100 nm de diametre, ont eu pour role
d’envelopper le complexe ADN/protamine, afin de le stabiliser. Aussi, cette enveloppe
lipidique ne devrait pas fixer les composants anioniques du mucus par interactions

électrostatiques et servira a ancrer le conjugué Sec-PEG-PE a I’étape suivante (Figure 10).

Le complexe ADN/protamine a été rapidement mélangé au liposome NGPE/DOPE a des
ratios de masse liposome:ADN de 2 & 6. La taille des particules ainsi obtenues n’a pas
sensiblement varié. Elle a été d’environ 90 nm (Figure 13). Cela a probablement été da a la
faible épaisseur de la membrane lipidique, qui a modérément augmenté le diametre du

complexe.
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Figure 13 Taille du pré-LPD-II a divers ratios de masse liposome:ADN. La taille apparente
des différents complexes a été mesurée 30 min apres le début de leur formation. Chaque

échantillon a été mesuré 3 fois pendant 2 min.



2.3.4. Potentiel zéta du pré-LPD-I1

Puisque la taille du pré-LPD-II n’a pas beaucoup varié en ajoutant le liposome NGPE/DOPE,
pour déterminer le ratio de masse liposome/ADN optimal pour la formation du pré-LPD-II, le
potentiel z&ta du complexe a donc été mesuré. Le potentiel z&ta du liposome seul a été mesuré
a-50 mV, le potentiel zéta du pré-LPD-II doit s’approcher de cette valeur puisque la surface

de la nanoparticule est composée de la méme bicouche lipidique.

Le ratio de masse liposome/ADN a été augmenté de 4 a 17. De 4 a 6, le potentiel zéta a

rapidement diminué et s’est stabilisé a environ -50 mV (Figure 14).
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Figure 14 Potentiel zéta du pré-LPD-II a divers ratios de masse liposome/ADN. Le potentiel

z€ta de chaque pré-LPD-II a été mesuré 15 fois pendant plusieurs secondes.

A un ratio de 6, le potentiel zéta a été suffisamment faible. A un ratio liposome/ADN
supérieur a 6, la quantité de liposome a probablement été excessive: des liposomes libres en
exces ne se sont pas complexés aux particules ADN/protamine. Le diametre moyen des
liposomes étant proche de celui du pré-LPD-II, la mesure de la taille du pré-LPD-II n’aurait
pas permis la détection de cet exces de liposomes. Par la suite, la formulation du pré-LPD-II a

été de 1:2:6 (ADN/protamine/liposome).



2.3.5. Formation du vecteur Sec-LPD-II

La derniere étape de 1’assemblage de Sec-LPD-II a été I’incorporation du conjugué Sec
peptide-PEGyg0o-phosphatidyléthanolamine dans la bicouche lipidique du vecteur. Le peptide
Sec est globalement non chargé. Les chaines de polyéthylene glycol (PEG), qui ne sont pas
chargées non plus, devraient masquer les charges négatives du lipide NGPE présent a la
surface du pré-LPD-II. La taille de la nanoparticule ne devrait pas changer significativement
apres incorporation de Sec-PEG-PE. Par contre, le potentiel z€ta devrait augmenter et se

rapprocher de zéro.

Le potentiel zéta du pré-LPD-II a été mesuré apres une incubation d’environ 18 heures avec le
conjugué Sec-PEG-PE & 0,5 mol % des lipides totaux. Une expérience préliminaire a montré
que cette durée est suffisante pour insérer la totalité du conjugué dans le liposome
NGPE/DOPE. Bien que jusqu’a présent, I’assemblage du vecteur se soit effectuée a
température ambiante, I’incorporation de Sec-PEG-PE a eu lieu a 37°C, afin d’obtenir des
résultats reproductibles. De -48 mV avec le pré-LPD-II, le potentiel z&ta a augmenté jusqu’a

-14 mV en présence de Sec-PEG-PE (Figure 15).
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Figure 15 Potentiel zéta du complexe pré-LPD-II incubé avec 0,5 mol % de Sec-PEG-PE. La
particule pré-LPD-II a été incubée avec une solution aqueuse de Sec-PEGagoo-PE a 37°C
pendant 18 heures, afin de masquer les charges négatives de la membrane vectorielle. Le

potentiel zEta a été mesuré apres dissolution des nanoparticules dans du phosphate de sodium

20 mmol/L, pH 7.,4.

Comme le potentiel z€ta a augmenté, cela signifie que le conjugué Sec-PEG-PE s’est
efficacement incorporé dans la membrane du pré-LPD-II. Les chaines de PEG n’ont servi
qu’a relier le ligand, le peptide Sec, et le lipide d’ancrage, la phosphatidyléthanolamine ; elles
n’ont pas joué un réle de protection de la surface du vecteur. Quelques copies a quelques
dizaines de copies du ligand par vecteur devraient étre suffisant pour interagir avec SecR, a la

surface apicale des cellules épithéliales respiratoires.



2.3.6. Transfection de I’épithélium respiratoire nasal avec Sec-LPD-II

Le vecteur de genes Sec-LPD-II a été préparé en mélangeant le plasmide, la protamine et le
liposome NGPE/DOPE 2 un ratio de 1:2:6. Ensuite, le pré-LPD-II ainsi formé a été incubé

pendant 18 heures a 37°C avec le conjugué Sec-PEG-PE a différents mol % des lipides totaux.

Le pré-LPD-II (0 mol % de Sec-PEG-PE) ainsi que Sec-LPD-II de 0,1 a 1 mol % ont
modestement transfecté I’épithélium nasal. En effet, les activités luciférase ont été aussi faible
que celle obtenue avec le plasmide nu dans du chlorure de sodium a 150 mmol/L (Figure 16).
A 0,3 mol % de Sec-PEG-PE, I’expression de la luciférase semble &tre un peu plus élevée,
mais elle est presque deux ordres de grandeur plus faible que celle obtenue avec I’ADN nu

dans de I’eau déminéralisée.
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Figure 16 Transfection de I’épithélium respiratoire nasal de souris avec Sec-LPD-II. Dix ng
d’ADN encapsulés dans le vecteur LPD-II ont été administrés a chaque souris. Les activités
luciférase ont été mesurées 24 heures apres la perfusion nasale et comparées a celles obtenues
avec 100 pg d’ADN nu (n = 3-4 souris par groupe). *** P<0,0005 par rapport a I’ADN nu

dans de I’eau pure.



2.4. DISCUSSION

L’assemblage du vecteur de génes Sec-LPD-II a été une réussite. En effet, un complexe
ADN/protamine de 90 nm de diametre et chargé positivement (+3,5 mV) a été mis au point et
a interagi avec le liposome N-glutaryIDOPE/DOPE pour former le pré-LPD-II. Une quantité
suffisante de liposome a été ajouté, car le potentiel z&ta du pré-LPD-II a approché celui du
liposome seul (-48 mV). L’incorporation de Sec-PEGagpo-phosphatidyléthanolamine a eu lieu,

d’apres le potentiel zéta, qui a significativement augmenté.

Non seulement la transfection de 1’épithélium respiratoire n’a pas été plus efficace que celle

obtenue avec le plasmide dans de 1’eau, mais elle I’a méme été beaucoup moins.

Il a été démontré qu’une quantité trop importante de PEG a la surface d’un vecteur de génes
lipidique inhibe la transfection, probablement en inhibant la fusion de la membrane du vecteur
avec celle des endosomes/lysosomes [80]. Le vecteur est donc pi€gé dans ces compartiments
et ne parvient pas a accéder au cytosol. A la meilleure quantité de Sec-PEG-PE (0,3 mol %),
la quantité de PEG a la surface du vecteur est relativement faible ; les chaines de PEG ne

devraient donc pas inhiber la transfection.

Un vecteur de gene lipidique (lipoplexe) fusionne efficacement avec la membrane anionique
des endosomes et lysosomes, s’il est chargée positivement. Or, la membrane de Sec-LPD-II
est chargée négativement, ce qui peut expliquer la médiocre aptitude de ce vecteur de génes a
transfecter les cellules épithéliales respiratoires. D’apres Lee et Huang, le vecteur LPD-II doté
du ligand folate transfecte modestement in vitro une lignée cellulaire exprimant un récepteur
du folate [106]. Un lipoplexe cationique s’adsorberait sur les composants anioniques du

mucus, qui recouvre 1’épithélium nasal. Le masquage des charges positives de ce lipoplexe



cationique par des brins de polyéthylene glycol inhiberait la transfection des cellules en

inhibant la fusion du lipoplexe avec les endosomes et lysosomes.

La solution résiderait en I’utilisation d’un conjugué PEG-lipide dont le lien séparant le PEG et
le lipide est hydrolysable a faible pH. Choi et al. ont synthétisé un tel conjugué, ayant une
liaison diorthoester entre le PEG et la phosphatidyléthanolamine [27]. A pH neutre, cette
liaison chimique est tres lentement hydrolysée, tandis qu’au faible pH des endosomes et
lysosomes, cette liaison est rapidement clivée et le PEG est libéré. Un lipoplexe cationique
recouvert de ce conjugué PEG-diorthoester-PE pourrait ainsi aisément accéder aux cellules
épithéliales respiratoires sans s’adsorber ou s’agréger avec les composants du mucus. Une
faible quantité de Sec-PEG-PE permettrait au vecteur de pénétrer dans les cellules a partir de
leur face apicale, et dans les endosomes/lysosomes, la liaison diorthoester s’hydrolyserait. La
membrane cationique du vecteur contenant 50 % de DOPE pourrait alors fusionner avec ces
vésicules intracellulaires et libérer le plasmide dans le cytosol. Ce type de vecteur de genes,
doté du peptide Sec ou d’un autre ligand, n’a jamais été testé in vivo dans I’épithélium

respiratoire.



CHAPITRE 3 :

Amélioration
de la transfection
et de ’expression

du transgene



3.1. INTRODUCTION

Puisque I’encapsulation du plasmide pNGVL;s-luc dans le vecteur Sec-LPD-II n’a pas permis
d’améliorer le transfert de génes dans I’épithélium respiratoire nasal, il s’est agit de trouver
des méthodes plus efficaces pour transfecter les cellules épithéliales avec le plasmide nu ou
d’améliorer I’expression du transgene porté par le plasmide. Trois méthodes ont été
envisagées : la co-administration du plasmide avec une autre molécule, la modification

génétique du plasmide et la fragmentation du plasmide avec des enzymes de restriction.

Des nucléases capables de digérer le plasmide sont présentes a I’extérieur et a I’intérieur des
cellules épithéliales respiratoires [34]. A I'intérieur des cellules, elles se trouvent dans les
lysosomes (DNase II) et dans le cytoplasme (DNase I). 1l existe peut-&tre des nucléases qui
restent encore méconnues. La dégradation du plasmide, lors de son voyage dans le mucus et le
cytoplasme pour atteindre le noyau, est une barrieére a la transfection. Moins de un pour cent
du plasmide, portant un transgene intact ou réparable, atteint le noyau a partir du cytosol.
Toute molécule capable d’inhiber plus ou moins spécifiquement ces nucléases devrait
améliorer le transfert de genes en permettant a davantage de copies du transgene d’atteindre le
noyau cellulaire. Une telle molécule, I’acide aurintricarboxylique (ATA), inhibe les enzymes
utilisant les acides nucléiques comme substrat : nucléases, topoisomérases et polymérases.
L’ATA est donc une molécule relativement toxique, mais elle pourrait protéger I’ ADN
pendant la transfection. Aussi, de I’ADN simple et double brin pourraient augmenter la demi-

vie du plasmide en saturant les nucléases.

L’expression du transgene porté par le plasmide dépend du promoteur et de I’amplificateur
(enhancer), qui contrdlent le géne de la luciférase. Ces régions contiennent les séquences

d’activateurs transcriptionnels, tels que Spl et NF1. La famille des facteurs de transcription



comprend également les répresseurs transcriptionnels, qui diminuent la fréquence de
transcription d’un gene en interagissant avec des activateurs transcriptionnels, le complexe de
pré-initiation ou le médiateur. YY1 (Yin-Yang 1) est un facteur de transcription, qui se
comporte comme un répresseur transcriptionnel dans de nombreux promoteurs cellulaires
[115,121,123]. Cependant, YY1 peut aussi exceptionnellement agir comme un activateur
transcriptionnel [6,157,172]. Un site consensuel YY1 a été repéré a environ 110 paires de
base en amont de I’amplificateur transcriptionnel du CMV de pNGVLs-luc. Ce site YY1
pourrait diminuer I’expression du gene luciférase, par conséquent, sa mutation pourrait
augmenter 1’expression du transgene sans avoir a changer la méthode de transfection par choc

hypotonique.

L’internalisation du plasmide lors du choc hypotonique se fait par endocytose ou par
pinocytose. Le plasmide pNGVLs-luc a une haute masse moléculaire (environ 3,5
mégadaltons). La troisieme méthode consiste a couper la portion bactérienne du plasmide,
contenant le géne de résistance a la kanamycine, avec des enzymes de restriction, afin de
réduire jusqu’a 30 % la taille de la molécule d’ADN portant le gene luciférase [25]. Outre
I’entrée de I’ ADN exogene dans les cellules épithéliales respiratoires, certaines étapes
ultérieures de la transfection pourraient étre améliorées par le raccourcissement de I’ADN,
telles que I’échappement de I’ ADN des vésicules intracellulaires et la diffusion dans le
cytosol jusqu’au noyau. L’ ADN bactérien du plasmide pourrait également contenir un ou
plusieurs sites de fixation de répresseurs transcriptionnels. Ceux-ci ne diminueraient
I’expression luciférase que s’ils sont présents en cis par rapport au transgeéne. Apres coupure
du plasmide avec des enzymes de restriction, ces séquences seraient séparées du gene
luciférase. Or, elles ne peuvent pas affecter I’expression d’un géne en trans, qui serait donc

significativement améliorée.



3.2. MATERIELS ET METHODES

3.2.1. Matériels

L’ ADN double brin de sperme de hareng (0,1 a 3 kb, Promega) et I’ADN simple brin de
testicules de saumon (Sigma-Aldrich) ont été fragmentés par sonication par les

manufacturiers.

La séquence de I’oligonucléotide mutagene YY1 (Integrated DNA Technologies) a été la
suivante: S’CATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCGGCCGCGACATTGAT-
TATTGACTAGTTATTAATAGTAA3J’ (le site de restriction Not I est indiqué en caracteres
gras et les six bases mutées sont soulignées). Il a été dissout dans de I’eau pure a une
concentration finale de 1 pmol/L. La mutagenese dirigée a été effectuée grace au kit

GeneEditor (Promega).

Les enzymes de restriction Dpn I, Spe I, ApaL I, Dra III, Pvu I et AlwN I ont été achetées

chez New England Biolabs.

3.2.2. Préparation de la solution d’acide aurintricarboxylique

L’acide aurintricarboxylique (Sigma-Aldrich) a été dissout dans de 1’eau pure et le pH a été
ajusté a 7 avec de I’ammoniaque (Sigma-Aldrich). Les matieres insolubles ont été éliminées
par filtration avec une membrane de 0.22 pm (Millipore). La concentration finale

d’aurintricarboxylate d’ammonium a été de 1 mg/mL.

3.2.3. Mutagenese dirigée du site YY1



3.2.3.1. Dénaturation du plasmide

Deux pg de plasmide pNGVL;-luc ont été dénaturés par ajout de 2 pl de NaOH 2 mol/L,
EDTA 2 mmol/L dans un volume final de 20 pl. Le mélange a été incubé a température
ambiante pendant 5 min, puis la solution basique a été neutralisée avec 2 pl d’acétate
d’ammonium 2 mol/L et 75 pl d’éthanol 100 % (préalablement refroidi a 4°C) ont été ajoutés
pour permettre la précipitation de I’ADN. Celle-ci a eu lieu en refroidissant 1I’échantillon a
-80°C pendant 30 min et en le centrifugeant & 14.000 rpm pendant 20 min & 4°C. Le
surnageant a été éliminé et le culot d’ADN a été lavé avec 200 ul d’éthanol 70 %
(préalablement refroidi & 4°C) et centrifugé a 14.000 rpm pendant 10 min a 4°C. Le culot a

ensuite été séché a I’air et dissout dans 17 pl d’eau.

3.2.3.2. Hybridation de I’oligonucléotide amorce

Le plasmide dénaturé (182 ng) a été mélangé a 2 pl de tampon d’hybridation (Promega) et
1,25 ul d’oligonucléotide mutagene YY1 dans un volume final de 20 pl. La solution a été
recouverte d’huile minérale (Sigma-Aldrich), afin de prévenir I’évaporation de I’eau, et la
solution a été chauffée a 80°C avec un bloc de chauffage (Barnstead / Thermolyne) pendant 5

min et lentement refroidie jusqu’a 37°C.

3.2.3.3. Extension de I’oligonucléotide amorce

L’oligonucléotide mutagene YY1 a servi d’amorce a I’ADN polymérase T4, qui a synthétisé
le brin complémentaire du plasmide dénaturé. Pour cela, 3 pl de tampon de synthese, 1 pl

d’ ADN polymérase T4 (5-10 U) et 1 pul d’ADN ligase T4 (1-3 U) ont été ajoutés a
I’oligonucléotide mutagéne hybridé au plasmide dénaturé, dans un volume final de 30 pl.

L’échantillon a été incubé pendant 80 min a 37°C.



3.2.3.4. Digestion par Dpn I

Dans la bactérie E. coli, les sites Dpn I (GATC) ont été méthylés. L’enzyme de restriction
Dpn I ne clive sa séquence cible que si cette derniere est méthylée. Les brins du plasmide, qui
s’est renaturé et sur lequel 1’oligonucléotide mutagene YY1 ne s’est pas hybridé, sont tous les
deux méthylés. Dpn I peut donc couper les deux brins : le plasmide sauvage sera par
conséquent fragmenté et ne pourra pas transformer E. coli a I’étape suivante. Par contre, le
plasmide sur lequel I’oligonucléotide amorce s’est hybridé, est composé d’un brin méthylé et
d’un brin synthétisé de novo par I’ADN polymérase T4, qui ne I’est pas. Dans ce cas, Dpn I
ne clive que le brin méthylé. Le plasmide, dont un brin seulement a été coupé, pourra
ultérieurement transformer E. coli. Apres I’extension de I’oligonucléotide amorce, la solution
d’ADN a été incubée avec 1 pl de Dpn I (20 U) et 5 pl de tampon NEBuffer 4 (New England

Biolabs) dans un volume final de 50 pl. L’échantillon a été incubé pendant 10 min a 37°C.

3.2.3.5. Transformation des bactéries compétentes BMH 71-18 mutS

Apres hybridation de 1’amorce et son extension par I’ADN polymérase T4, le site YY1 est
composé d’un brin sauvage et d’un brin muté. Puisque le brin sauvage est méthylé au niveau
de la séquence Dpn I, E. coli élimine préférentiellement le brin non méthylé mésapparié. La
séquence YY1 de la plupart des plasmides redeviendrait sauvage. La mutation mutS affecte ce
systeme de réparation de I’ADN. La probabilité que la séquence YY1 soit mutée augmente

donc notablement si la souche BMH 71-18 mutS est d’abord transformée.

Toutes les étapes nécessitant des conditions stériles ont été effectuées a proximité d’un bec
benzene. Un tube de polypropylene 17 X 100 mm (Spectrum Laboratory Products) a été
refroidi dans de la glace pilée. Les bactéries congelées a -80°C ont été réchauffées sur de la
glace et 100 pl ont été transférés au fond du tube de polypropyléne. 3 pl d’échantillon d’ADN

ont été ajoutés aux bactéries et le mélange a été incubé dans de la glace pendant 10 min. Puis,



un choc thermique a été réalisé en chauffant les bactéries a 42°C pendant 47 s et en replagant
immédiatement le tube dans de la glace pendant 2 min. 900 pl de milieu de culture autoclavé
(Miller’s LB broth base, Invitrogen) dépourvu d’antibiotique ont été ajoutés et les bactéries
ont été incubées pendant 60 min a 37°C, sous agitation horizontale (250 rpm). Enfin, 4 mL de
milieu de culture complémenté avec du monosulfate de kanamycine (50 pg/mL, Sigma-
Aldrich) ont été ajoutés et les bactéries ont été cultivées toute la nuit a 37°C, sous agitation
horizontale (300 rpm). Le lendemain, le plasmide a été extrait et purifié avec le Plasmid Mini

kit (QIAGEN).

3.2.3.6. Transformation des bactéries compétentes DH5a.

Puisque la souche BMH 71-18 mutS ne permet pas le maintien des plasmides a long terme et
que les bactéries transformées contiennent soit un plasmide dont le site YY1 est sauvage, soit
un plasmide dont le site YY1 est muté, la souche DH5a a été transformée avec les plasmides

isolés des bactéries mutS.

La procédure a été similaire a celle de la transformation de la souche précédente. Les
bactéries mélangées a I’ADN ont été incubées dans de la glace pendant 30 min au lieu de 10
min. L’ incubation a 42°C a duré 45 s et 900 pl de milieu SOC (Invitrogen) ont été ajoutés aux

bactéries apres le choc thermique.

Des boites de Pétri contenant du milieu de culture gélifié ont été préparées en dissolvant 1,5 g
de Bacto Agar (Becton Dickinson) et 2,5 g de Luria Broth Base (Invitrogen) dans 100 mL
d’eau et en autoclavant le mélange pendant 20 min a 120°C. Lorsque la température du milieu
de culture a atteint environ 60°C, 100 pl de monosulfate de kanamycine (50 mg/mL) ont été
ajoutés, le mélange a ensuite été€ coulé dans quatre boites de Pétri, refroidi a température
ambiante et conservé a 4°C. Suite a I’incubation des bactéries pendant 60 min a 37°C, la

culture a été diluée de moitié avec du milieu SOC et 25 pl de suspension cellulaire diluée ont



été dispersés sur chacune des quatre boites de Pétri (préalablement réchauffées a température
ambiante). Les boites de Pétri ensemencées ont été incubées toute la nuit a 37°C. Le
lendemain, dix colonies bactériennes isolées ont été prélevées et dispersées dans dix tubes
contenant 5 mL de milieu de culture complémenté en kanamycine (50 pg/mL). Les tubes ont
été incubés toute la nuit a 37°C, sous agitation horizontale (300 rpm). Le lendemain, le

plasmide de chaque colonie a été extrait et purifié¢ avec le Plasmid Mini kit (QIAGEN)).

3.2.3.7. Identification des colonies contenant un plasmide mutant

Un pg de chaque plasmide a été digéré avec les enzymes de restriction Dra III et Not I (5 U)
dans le tampon NEBuffer 3 complémenté de BSA 1X (New England Biolabs), pendant 2
heures a 37 °C, dans un volume final de 14 pl. 3 pl de tampon de chargement de gel (Sigma-
Aldrich) ont été ajoutés a 7 pl de solution de plasmide digéré. Les solutions d’ADN ont
ensuite été introduites dans les puits d’un gel d’agarose 1 % (Bio-Rad) contenant du bromure
d’éthidium (environ 75 pg/gel, Sigma-Aldrich), situé a I’intérieur de 1’appareil
d’électrophorese Mini-Horizontal Unit (Fischer Scientific). Les échantillons ont migré, au
cours de I’€électrophorese effectuée dans du tampon TAE 1X (Tris-acétate EDTA, pH 8), dans
le champ électrique (50 a 75 V) produit par le générateur VWR 105 (VWR Scientific). 10 pl
de solution de marqueurs de masse moléculaires (1 kb ladder plus, Invitrogen) ont été
introduits dans un puits du gel d’agarose, afin de déterminer la taille des fragments de
restriction générés par la digestion des plasmides par Dra III et Not I. Les plasmides qui ont
été digérés par Not I possedent un site YY1 muté. Pour vérifier la taille d’un de ces plasmides
mutants, celui-ci a ensuite été digéré avec Dra III seul et AlwN I seul. La taille de ce plasmide
a été celle attendue (5,6 kb). Ce plasmide muté a finalement été amplifié dans la souche DHS5a
d’E. coli, extrait et purifié¢ avec le Plasmid Midi kit (QIAGEN). Ce plasmide a été administré
par la suite dans de 1’eau pure, aux souris CD1 par perfusion nasale, comme cela a été décrit

précédemment.



3.2.4. Préparation des fragments de restriction

Dans 4 tubes de 2 mL, 500 pg de plasmide pNGVLs-luc ont été digérés avec les enzymes de
restriction désirées (125 a 250 U) dans le tampon le mieux approprié pour le couple
d’enzymes (par exemple avec NEBuffer 3 + BSA 1X pour Dra III / AIwN I). La digestion a
eu lieu toute la nuit, a 37°C, dans un volume final de 430 pl. Le lendemain, la solution

d’ ADN digéré a été chauffée a 65°C pendant 20 min, afin de dénaturer les enzymes de
restriction et refroidie a température ambiante. Ensuite, 860 pl d’éthanol 100 %
(préalablement refroidi & 4°C) ont été ajoutés a la solution de fragments de restriction et
refroidie a -80°C pendant 30 min. L’ ADN a été précipité par centrifugation a 14.000 rpm
pendant 60 min a 4°C. Le surnageant a été précautionneusement éliminé, le culot d’ADN a
été lavé avec 1,5 mL d’éthanol 70 % et I’ ADN a été centrifugé de nouveau a 14.000 rpm
pendant 15 min a 4°C. Le surnageant a été éliminé et le culot d’ADN a été séché a I’air.
Enfin, I’ADN présent dans chaque tube a été resuspendu dans 125 pl d’eau pure. La
concentration d’ADN a été déterminée par la mesure de 1’absorbance a 260 nm. Le rendement
a généralement été proche de 100 %. La solution de fragments de restriction (100 pg) a
ensuite été diluée dans de 1’eau pure pour atteindre un volume final de 65 pl et 1’épithélium

nasal de souris CD1 a été perfusé en 15 min avec cette solution diluée.



3.3. RESULTATS

3.3.1. Effet de I’inhibition des nucléases sur la transfection de 1’épithélium nasal

L’ADN nu dans de I’eau pure étant le meilleur systeme de transfection de 1’épithélium nasal,
la courte demi-vie du plasmide a été une limitation au transfert de genes dans le noyau
cellulaire. De I’ADN simple ou double brin non codant de faible masse moléculaire pourrait
pénétrer dans les cellules épithéliales respiratoires lors du choc hypotonique, en méme temps
que le plasmide et saturer les nucléases intracellulaires, qui digereraient le plasmide plus
lentement. La demi-vie du plasmide s’en trouverait prolongée et davantage de copies du
transgéne gagneraient le noyau. L’acide aurintricarboxylique (ATA) forme spontanément
dans I’eau, de courts polymeres anioniques, qui ressemblent & un acide nucléique. L’ ATA se
comporte donc comme un inhibiteur des nucléases cellulaires et augmenterait donc également

la demi-vie de I’ADN [67-69,122,170].

L’épithélium nasal a été perfusé avec 100 ng de plasmide pNGVLs-luc et 100 pg ou 250 pg
d’ ADN simple brin non codant (ADNsb). L’activité luciférase a augmenté en moyenne de 2,7
et 3,2 fois, respectivement, par rapport a 100 pg de plasmide seul (Figure 17). De maniére
similaire, 10 a2 1000 pg d’ADN double brin non codant (ADNdb) ont été co-administrés avec
le plasmide. 10 ug d’ADNdb n’ont pas significativement amélioré 1’expression luciférase,
tandis que 100 pg d’ADNdb ont augmenté I’activité luciférase en moyenne de 5,8 fois. A 1
mg d’ ADNdb, I’activité luciférase a diminué par rapport a 100 pg, mais elle est restée

supérieure a celle obtenue avec le plasmide seul (Figure 17).
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Figure 17 Transfection de I’épithélium nasal avec 100 pg de plasmide pNGVLs et de I’

ADN non codant. sb et db signifient simple et double brin (n = 3-4 souris par groupe).

* P<0,05 et *** P<0,0005 par rapport au plasmide seul.

Par contre, I’administration de 200 pg de plasmide au lieu de 100 pg n’a pas augmenté
I’efficacité de la transfection, ce qui signifie que 100 pg d’ADNdb non codant d’environ 2 kb
ont amélioré la transfection mais pas la méme dose de plasmide de 5,6 kb (Figure 2). Une
explication possible est que la plus faible masse moléculaire de I’ADNdb lui aurait permis

d’étre abondamment internalisé par les cellules épithéliales nasales.

L’épithélium respiratoire nasal a aussi été perfusé avec 100 pg de plasmide et 10 pg et 20 pg
d’inhibiteur de nucléases, I’ATA. 10 pg d’ATA n’a eu aucun effet sur le transfert de géne,
tandis que 20 pg de cette molécule ont augmenté 1’activité luciférase de 6,4 fois par rapport au

plasmide seul. A 30 pg, I’expression luciférase n’a pas été davantage améliorée (Figure 18).
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Figure 18 Transfection de I’épithélium respiratoire nasal avec le plasmide pNGVLs-luc et
I’acide aurintricarboxylique. Les souris ont été perfusées avec 100 pg de plasmide seul, 100
pg de plasmide et 10 a 30 pg d’ATA et avec 200 pg de plasmide seul (n = 3-4 souris par

groupe). * P<0,05 et ™" P<0,01 par rapport au plasmide seul.

Parmi les substrats des DNases, I’ADNdb a été plus efficace que I’ADNsb pour améliorer la
transfection et I’inhibiteur de DNases, I’ATA, a été encore plus efficace que I’ADNdb. Ces
résultats sont en accord avec I’aptitude relative de ces trois molécules a bloquer les nucléases
(ATA > ADNdb > ADNsb), afin d’augmenter la demi-vie du plasmide et permettre a
davantage de copies de pPNGVL;s-luc de pénétrer dans le noyau cellulaire, ou le gene

luciférase peut s’exprimer.



3.3.2. Mutation du site de fixation du facteur de transcription YY1

La fréquence de I’initiation de la transcription du géne luciférase pourrait étre ralentie par la
présence d’un ou de plusieurs sites de fixation de répresseurs transcriptionnels dans la portion
bactérienne du plasmide. YY1 est un facteur de transcription qui se comporte comme un
répresseur transcriptionnel dans la plupart des genes de mammiferes ayant un site YY1 dans
leur promoteur. Un site consensuel YY1 se trouve en amont du geéne luciférase, il s’est agit de
déterminer si YY1 réprime ou active le gene luciférase en interagissant avec les facteurs de

transcription, qui se fixent sur le promoteur et I’amplificateur du CMV.

Dans une premiere étape, un oligonucléotide formant une structure en épingle a cheveux et
contenant la séquence consensuelle de YY1 a été mis au point pour piéger le facteur de
transcription dans les cellules épithéliales respiratoires nasales (Figure 19). La séquence YY1
contenant des liaisons phosphodiesters a été entourée de séquences riches en GC, afin de
stabiliser la structure en épingle a cheveux. Une boucle de trois thymines a permis a
I’oligonucléotide de se replier sur lui-méme et de former une structure double brin pouvant
fixer la protéine YY 1. Les régions riches en GC et la boucle de thymines ont été stabilisées
vis-a-vis des nucléases par des liaisons phosphorothioates. Un oligonucléotide contrdle a été
mis au point selon les mémes principes, afin de déterminer si 1’effet de I’oligonucléotide YY1
a été spécifique de la séquence YY 1. La séquence centrale a été brouillée : CGCCATGTT a

été remplacé par TATTGCCGC.



’ T
S G*G*G*CGCCATGTT*G*C*G* *T
3 C*C*C*GCGGTACAA*C*GHCH 1

Figure 19 Structure de I’oligonucléotide d’ADN YY1. La séquence consensuelle YY1
(CGCCATNTT) a été encadrée de trinucléotides riches en GC et contenant des liaisons

phosphorothioates (astérisques).

Le plasmide pNGVL;-luc a été administré aux souris avec une dose croissante
d’oligonucléotide YY1 dans de I’eau. L’activité luciférase a augmenté en moyenne de 2,5 fois
a 1 pg d’oligonucléotide et jusqu’a 9,5 fois a 10 pg d’oligonucléotide YY1 par souris. Par
contre, I’expression luciférase n’a pas significativement augmenté avec 10 pg

d’oligonucléotide dont la séquence a été brouillée (Figure 20).

D’apres ces résultats, le piégeage de YY1 avec I’oligonucléotide a réussi a améliorer
I’expression du transgéne. Soit YY1 ne s’est plus fixé sur sa séquence en amont du gene
luciférase et n’a plus réprimé ce dernier, soit YY1 ne s’est plus fixé sur sa séquence située
dans la région régulatrice de nombreux genes cellulaires et cela a indirectement amélioré

I’expression du gene luciférase.
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Figure 20 Transfection de 1’épithélium nasal avec pNGVLs-luc et I’oligonucléotide YY 1.
L’épithélium respiratoire a été perfusé avec 100 pg de plasmide, 1 a 10 pg d’oligonucléotide
YY1 et 10 pg d’oligonucléotide a séquence brouillée dans de 1’eau pure (n = 3-4 souris par

groupe). " P<0,01 ; ** P<0,005 ; 7" P<0,001 et *** P<0,0005 par rapport au plasmide seul.



Pour différentier un effet direct d’un effet indirect de I’oligonucléotide YY1 sur I’expression
du gene luciférase, la séquence YY1 en amont de I’amplificateur transcriptionnel du CMV a
été mutée de maniere ciblée. La séquence CGCCATGTT a été mutée de maniere a créer un

site de restriction Not I (séquence soulignée) : CGCGGCCGC, afin d’identifier les plasmides

mutants des plasmides sauvages apres mutagenese.

Brievement, un oligonucléotide mutageéne de 70 résidus a été utilisé pour muter le site YY1.
Les températures de son appariement au plasmide et de son repliement ont été calculées :
78,5°C et 51,8°C, respectivement. La différence de pres de 27°C entre ces deux températures a
permis I’appariement de I’oligonucléotide mutagene a sa cible sur le plasmide avant son
repliement. Le plasmide a d’abord été dénaturé par la soude, afin de séparer les deux brins
d’ADN et permettre a I’oligonucléotide mutagene de s’apparier a sa séquence
complémentaire. L’appariement de ce dernier a eu lieu en chauffant le mélange plasmide
dénaturé/oligonucléotide mutagene a 80°C et en le refroidissant lentement jusqu’a 37°C. Puis,
I’oligonucléotide mutagéne apparié a sa séquence complémentaire a servi d’amorce a I’ADN
polymérase T4, qui a synthétisé les 5540 paires de base restantes. Apres digestion avec Dpn I,
la souche bactérienne BMH 71-18 mutS a été transformée avec les produits de la mutagenese,
suivie de la souche DHS5a . Le plasmide d’une dizaine de colonies a été extrait et purifié et
I’enzyme de restriction Not I a été utilisée pour identifier les plasmides ayant un seul site Not
I (plasmides sauvages) et les plasmides ayant deux sites Not I (plasmides mutants). Un des
plasmides mutants a été sélectionné et amplifié (cf. Matériels et Méthodes pour plus de

détails).

Un des plasmides mutants a été dissout dans de I’eau et I’épithélium nasal de souris CD1 a été
perfusé avec ce plasmide et pPNGVL;-luc. L’activité luciférase a diminué de 3,7 fois avec le

plasmide muté par rapport au plasmide sauvage (Figure 21).
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Figure 21 Transfection de 1’épithélium nasal avec pNGVLs-luc et un plasmide mutant. La
séquence YY1 en amont du gene luciférase a été mutée et remplacée par un site de restriction
Not I. Cent ng de chaque plasmide ont été administrés a 3-4 souris CD1 par groupe. ***

P<0,0005 par rapport au plasmide sauvage.

Cette diminution de I’expression du gene luciférase suggere que le facteur de transcription
YY1 se comporte comme un activateur transcriptionnel dans le contexte du
promoteur/amplificateur du CMV. Bien que YY1 ne soit pas un répresseur transcriptionnel, il
est possible que des sites de fixation de véritables répresseurs transcriptionnels soient présents
dans la partie bactérienne du plasmide ou dans la région régulatrice du transgene. En effet,
Chao et al. ont identifié des sites de fixation du répresseur PDX1 dans le promoteur IE1 du

CMV, qui affectent I’expression du transgene dans le pancréas [20].



3.3.3. Clivage de la portion bactérienne du plasmide

Il a été précédemment démontré que de I’ADNdb de 2 kb améliore 1’expression luciférase,
tandis que la m&me dose de plasmide (5,6 kb) n’a aucun effet (Figures 17 et 18). Cela suggere
qu’une molécule d’ADN de faible masse moléculaire serait plus abondamment internalisée
par les cellules épithéliales respiratoires nasales, par choc hypotonique, qu’une molécule de
plus haute masse moléculaire. Si la molécule d’ADN contenant le gene luciférase était plus
courte que le plasmide, elle pourrait étre internalisée plus efficacement par les cellules

épithéliales.

Une méthode simple pour raccourcir la molécule d’ADN contenant le géne luciférase a
consisté a digérer le plasmide avec des enzymes de restriction. En effet, la partie bactérienne
du plasmide, contenant le géne de résistance a la kanamycine et I’origine de réplication,
possede des sites de restriction uniques (Spe I, Dra III, Pvu I et AlwN I) et deux copies du site

ApaL I (Figure 22).
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Figure 22 Carte du plasmide pNGVLs-luc. Les différents sites de restriction présents dans la

portion bactérienne du plasmide sont représentés par des double fleches.



La linéarisation du plasmide par sa coupure avec I’enzyme de restriction Dra III, au début du
geéne de résistance a la kanamycine, a augmenté 1’activité luciférase de 1,6 fois, tandis que les
double coupures avec Dra III et Pvu I ainsi que Dra III et AlwN I ont amélioré I’expression
luciférase en moyenne de 4,5 et 21,4 fois, respectivement, par rapport au plasmide intact

(Figure 23).

Le fragment de restriction Dra III-AlwN I est environ 30 % plus court que le plasmide. Le
fragment d’ADN contenant le gene luciférase a été rendu encore plus court en coupant la
portion bactérienne du plasmide avec ApaL I et, Spe I et AlwN 1. L’activité luciférase a
diminué par rapport a celle obtenue avec Dra III et AIwN I, mais elle est restée plus élevée

que celle obtenue avec le plasmide intact (Figure 23).
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Figure 23 Transfection de I’épithélium nasal avec divers fragments de restriction. pNGVLs-
luc a été digéré avec une ou deux enzymes de restriction a la fois et 100 pg de fragments de
restriction ont été administrés dans les fosses nasales de 3-4 souris CD1 par groupe. **

P<0,005 ; *** P<0,0005 par rapport au plasmide intact (pADN).



Les enzymes Dra III et AlwN I ont coupé le plasmide a environ 500 paires de bases en amont
et en aval du gene luciférase. Le cytoplasme des cellules de mammifere contient des
exonucléases capables de digérer les acides nucléiques linéaires. Le meilleur résultat a donc
été obtenu en clivant un fragment de 1,7 kb du reste du plasmide, ce qui a notablement
raccourci le fragment d’ADN contenant le gene luciférase. Les deux régions d’environ 0,5 kb
flanquant le transgene ont pu le protéger des exonucléases cytosoliques, pendant le passage de
I’ADN dans le cytoplasme, avant I’atteinte du noyau. Le clivage du plasmide plus pres du
transgeéne a raccourci davantage la molécule d’ ADN, mais les régions flanquantes sont

probablement devenues trop courtes pour protéger le transgene vis-a-vis des exonucléases.

Pour traiter des pathologies respiratoires par thérapie génique, I’expression du transgene doit
non seulement étre élevée 24 heures apres transfection, mais elle doit aussi se maintenir a ce
haut niveau pendant plusieurs semaines. La cinétique de I’activité luciférase a alors été
déterminée avec le plasmide pNGVLs-luc intact et suite a sa digestion par les enzymes Dra II1
et AlwN 1. Dans les deux cas, I’expression luciférase a rapidement diminué entre jour 1 et
jour 4 et plus lentement par la suite jusqu’a sa stabilisation, a partir du jour 10, a un tres faible
niveau (environ 2300 URL/mg protéine, Figure 24). Néanmoins, les activités luciférase
obtenues avec les fragments Dra III-AlwN I ont été plus élevées que celles obtenues avec le

plasmide intact pendant environ 10 jours.
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Figure 24 Cinétique de 1’expression luciférase dans I’épithélium nasal transfecté par choc
hypotonique avec de I’ADN nu. Le tissu nasal a été perfusé avec 100 pg de plasmide intact
(courbe rouge) et avec 100 pg de plasmide préalablement digéré par les enzymes de
restriction Dra III et AIwN I (courbe bleue) et 4 souris par groupe ont été sacrifiées apres 1 a

14 jours. ™" P<0,01 et *** P<0,0005 par rapport au plasmide intact.

La fragmentation du plasmide avec des enzymes de restriction a donc permis d’obtenir des
niveaux d’expression du transgene plus élevés, mais 1’expression luciférase n’a pas été

maintenue dans le temps.



3.4. DISCUSSION

Pour améliorer la transfection de I’épithélium respiratoire nasal avec de I’ADN nu, par choc
hypotonique, la premiere méthode a consisté a co-administrer le plasmide et une molécule
capable d’augmenter la demi-vie de ce dernier. L’ADNsb et I’ADNdb de faible masse
moléculaire ont effectivement amélioré 1’activité luciférase de 3,2 fois et 5,8 fois,
respectivement. Ces molécules d’ADN ont probablement saturé les nucléases cellulaires, ce
qui a permis a davantage de copies intactes du plasmide d’entrer dans le noyau cellulaire. Le
second type de molécule pouvant augmenter la demi-vie du plasmide a été I’ATA, qui se
comporte comme un inhibiteur de nucléases. L’ATA a augmenté 1’activité luciférase de 6,4
fois a une plus faible dose que les ADNs non codant, ce qui confirme que cette molécule n’est
pas métabolisée par les nucléases contrairement aux ADNs. L’ATA est une molécule trop
toxique pour pouvoir étre utilis€ée comme adjuvant de transfection chez ’homme, car outre les

nucléases, elle inhibe d’autres enzymes comme les topoisomérases et les polymérases.

L’avenir de cette stratégie dépend de la mise au point d’un inhibiteur de DNase(s) beaucoup
plus spécifique et biodégradable, donc, on I’espere, moins toxique. Choi et al. ont découvert
un peptide inhibant la DNase I par « phage display library » [29]. Malheureusement, ce
peptide a une trop faible affinité pour la DNase I pour étre utilisée in vivo. Un dérivé de ce
peptide, ayant une affinité beaucoup plus élevée pour la DNase I, pourrait étre utilis€é comme

adjuvant de transfection de I’épithélium respiratoire.

L’activité luciférase est non seulement le résultat du transfert du gene luciférase dans le noyau
des cellules épithéliales, mais aussi du niveau d’expression du géne. La fréquence de
transcription est contr6lée par les activateurs transcriptionnels, qui stimulent 1I’expression des

geénes, et les répresseurs transcriptionnels, qui la réprime. La portion bactérienne du plasmide



pPNGVLs-luc et la région régulatrice sont longues de 2850 paires de bases. Il est possible
qu’un ou plusieurs sites de fixation de répresseurs transcriptionnels soient présents dans cette
partie du plasmide. YY1 est le plus souvent un répresseur transcriptionnel et un site YY1
consensuel se situe en amont du gene luciférase. Tandis qu’un oligonucléotide YY1 a
augmenté I’activité luciférase de 9,5 fois, la mutation du site YY1 a abouti a une diminution
de I’expression luciférase de 3,7 fois. Ceci suggere que YY1 se comporte comme un
activateur transcriptionnel au niveau des séquences régulatrices CMV. YY1 controle aussi
I’expression de nombreux genes cellulaires. Bien que 1’oligonucléotide YY1 ait diminué
I’expression du gene luciférase en empéchant le facteur de transcription de se fixer sur le
plasmide, il a pu augmenter 1’expression de genes cellulaires dont les produits sont impliqués
dans I’expression génique : la transcription, la maturation de I’ARNm, I’export de I’ARNm du
noyau, la traduction, la stabilité de I’ ARNm et celle de la protéine luciférase.
L’oligonucléotide YY1 aurait indirectement augmenté 1’expression luciférase en augmentant
I’expression de certains génes cellulaires. Ainsi, I’activité luciférase a globalement augmenté

en présence de I’oligonucléotide YY1.

Bien que le site YY1 situé en amont de I’amplificateur CMV ne soit pas un site de répresseur
transcriptionnel, il est possible que de tels sites existent dans la partie non codante du
plasmide pNGVLs-luc et d’autres vecteurs. Cette hypothese est prématurée, car elle nécessite
de connaitre la séquence cible et la distribution tissulaire de tous les répresseurs
transcriptionnels de mammiferes. Ces informations restent encore trop limitées et disparates.
Par contre, I’oligonucléotide YY1 a significativement amélioré 1’expression de la luciférase.
L’utilisation d’un tel oligonucléotide pourrait devenir une stratégie en elle-méme pour
augmenter 1’expression d’un transgeéne en augmentant I’expression de geénes cellulaires
impliqués dans 1’expression génique. Un résultat similaire a été obtenu en incubant des

cellules transfectées avec un inhibiteur de désacétylases des histones (communication



personnelle de Dr Robert Debs). Ce type de molécule augmente la fréquence de la
transcription de genes cellulaires en débobinant la chromatine recouvrant leur région
régulatrice. De maniere similaire a 1’oligonucléotide YY1, certains de ces genes cellulaires

seraient impliqués dans I’expression génique et augmenteraient I’expression du transgene.

Le clivage de la portion bactérienne du plasmide avec les enzymes de restriction Dra III et
AlwN I a fortement amélioré 1’activité luciférase (21,4 fois). Cela pourrait étre di a une
amélioration de la transfection : davantage de copies du gene luciférase ont atteint le noyau
cellulaire. Toutes les barrieres de la transfection pourraient €tre un peu mieux franchies, de
I’internalisation de I’ADN a la traversée du pore nucléaire, parce que la molécule d’ADN
portant le transgene est environ 30 % plus courte que le plasmide et linéaire. L’augmentation
de I’activité luciférase pourrait aussi étre le résultat de I’amélioration de 1’expression du
transgene : la fréquence de transcription du gene luciférase n’a plus été diminuée par des
protéines se fixant sur le fragment bactérien Dra III-AlwN 1. Ces protéines pourraient étre des
répresseurs transcriptionnels, qui interagiraient avec le complexe d’initiation de la
transcription présent sur la région régulatrice du géne luciférase. Enfin, ces deux hypotheses

combinées pourraient expliquer I’augmentation de plus de 20 fois de 1’activité luciférase.

La coupure d’une partie de la portion bactérienne du plasmide avec des enzymes de restriction
est une méthode simple pour 1’éliminer du reste du plasmide. Chen et al. ont mis au point une
souche d’Escherichia coli qui exprime de maniere inductible une recombinase dont les deux
séquences cibles se situent de part et d’autre du transgeéne [23]. A la fin de la croissance
exponentielle des bactéries, I’expression de la recombinase est induite et cette enzyme élimine
la majeure partie de la portion bactérienne du plasmide, incluant le géne de résistance a un
antibiotique et I’origine de réplication. Deux molécules d’ADN circulaires sont ainsi
générées : I’'une contient le transgene et I’autre contient les séquences bactériennes (mini-

cercles d’ADN). Ces deux molécules d’ ADN circulaires sont ensuite extraites des bactéries et



purifiées comme un plasmide. Cette stratégie est plus appropriée a la production a grande
échelle de courtes molécules d’ADN contenant le transgene d’intérét que la digestion du
plasmide avec des enzymes de restriction. D apres les résultats obtenus avec les fragments
d’ADN, ces courtes molécules d’ADN circulaire contenant un transgene pourraient transfecter
I’épithélium respiratoire plus efficacement que des plasmides et/ou elles pourraient étre plus

fréquemment transcrites par I’ARN polymérase II.

La cinétique de I’expression luciférase a révélé que les fragments Dra III-AlwN I n’ont pas
maintenu I’activité luciférase au niveau atteint 24 heures apres la perfusion. Plusieurs raisons
pourraient expliquer la diminution de I’expression luciférase, telles que I’atténuation de la
région régulatrice, le retour du plasmide nucléaire dans le cytoplasme et la dégradation du
plasmide a I’intérieur du noyau. Le clivage de la partie bactérienne du plasmide avec des
enzymes de restriction ne peut pas empécher la survenue de ces évenements. Il n’est donc pas
surprenant que I’expression luciférase ait diminué en 10 jours a un niveau identique a celui

atteint par le plasmide intact.

Il a été démontré que, dans un systéme « cell free », de I’ADN s’adsorbe sur les filaments
intermédiaires du cytosquelette [159] et sur les microtubules par I’intermédiaire de MAP2
[166]. Néanmoins, il n’a pas été démontré que de I’ADN se fixe sur ces filaments du
cytosquelette dans le cytoplasme d’une cellule vivante. Si cela est le cas, I’ADNdb pourrait
saturer ces filaments et davantage de copies du plasmide atteindraient alors le noyau. De plus,
le raccourcissement du plasmide, en le coupant avec des enzymes de restriction, diminuerait
I’avidité de I’ADN pour ces filaments et davantage de copies du transgene transloqueraient

dans le noyau.



CHAPITRE 4 :

Fixation non
covalente
de peptides
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via un bis-PNA



4.1. INTRODUCTION

La transfection est un processus comprenant plusieurs étapes. Apres I’internalisation de

I’ ADN nu ou encapsulé dans un vecteur de génes, par endocytose ou pinocytose, le plasmide
doit s’échapper de vésicules intracellulaires (généralement endosomes et lysosomes) et passer
dans le cytosol. Dans ce compartiment cellulaire, le plasmide doit encore atteindre
I’enveloppe nucléaire en traversant le réseau de filaments du cytosquelette et franchir un pore
nucléaire. Il a été démontré qu’environ 0,1 % des copies du plasmide parviennent a se réfugier
dans le noyau a partir du cytosol. Les autres copies sont progressivement dégradées par des
nucléases cytosoliques. La faible efficacité de translocation du plasmide dans le noyau
suggere que les étapes d’atteinte du noyau et de franchissement du pore nucléaire pourraient

étre significativement améliorées.

La transfection par choc hypotonique implique le transfert d’ ADN nu dans 1I’épithélium
respiratoire. Des molécules de syntheése capables d’améliorer la translocation nucléaire du
plasmide doivent par conséquent se fixer de maniere stable sur I’ADN. Pour cela, ces
molécules doivent étre chimiquement conjuguées avec une autre molécule ayant une forte
affinité pour I’ ADN. Cette derniere ne doit pas se fixer sur le transgéne, afin de ne pas inhiber
sa transcription. Cela signifie que la fixation de ce composé sur le plasmide doit étre
spécifique d’une séquence d’ ADN et que cette séquence doit se situer dans la portion

bactérienne du plasmide.

Le PNA (Peptide Nucleic Acid) est une molécule ayant un squelette de type peptidique sur

lequel sont conjuguées les bases des acides nucléiques (Figure 25).
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Figure 25 Structure chimique du PNA.

Il peut s’apparier a un brin d’ADN ou d’ARN de séquence complémentaire par des liaisons
hydrogene de type Watson-Crick. Contrairement aux acides nucléiques, le squelette du PNA
n’est pas chargé. Il n’y a donc pas de répulsions électrostatiques entre le brin de PNA et le
brin d’ADN ou d’ ARN. L’hétéroduplex PNA/ADN est par conséquent plus stable que
I’homoduplex ADN/ADN. Lorsque 1I’ADN est bicaténaire, le PNA semble étre capable de
séparer les deux brins d’ADN et de s’apparier a sa séquence complémentaire. Un bis-PNA est
une molécule constituée de deux brins PNA non complémentaires reliés par une charniere. Le
premier brin de PNA s’apparie au brin d’ADN complémentaire par des liaisons hydrogenes de
type Watson-Crick, tandis que le second brin de PNA s’apparie au méme brin d’ADN par des
liaisons hydrogeénes de type Hoogsteen. Cela constitue un triplex PNA/ADN/PNA, qui est

plus stable qu'un duplex PNA/ADN.

Puisque le squelette du PNA est de type peptidique, il est possible de synthétiser
chimiquement un peptide sur une résine et de le prolonger par un bis-PNA de séquence
désirée. Le conjugué peptide-bis-PNA est alors clivé de la résine et purifié comme un peptide

traditionnel.



Le plasmide pGeneGrip-luc (6779 bp) possede le gene luciférase sous le contrdle du
promoteur du CMV, ainsi qu’une région riche en dinucléotides GA, nommée site pGG et
située dans la portion bactérienne du plasmide, dont la séquence est la suivante :
CCATGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCCATGGAG

AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCCATGG.

Les séquences CCATGG sont des sites de restriction Kpn I et les dinucléotides GA

constituent la cible d’un bis-PNA constitué de cytosines et de thymines (Figure 26).
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Figure 26 Carte du plasmide pGeneGrip-luc.



Un bis-PNA traditionnel est doté d’une base spéciale dans le brin interagissant avec I’ADN
par des liaisons de type Hoogsteen. Cette base est un dérivé de la cytosine : la
pseudoisocytosine (J). La synthése d’un bis-PNA contenant cette base est hasardeuse ; par
conséquent le colit d’un bis-PNA traditionnel est élevé. La compagnie Gene Therapy Systems
commercialise le bis-PNA traditionnel pouvant se fixer sur le site pGG du plasmide

pGeneGrip-luc. Le triplex PNA/ADN/PNA est représenté ci-dessous :

| O-CTCT-CTCT-0-O-NH, brin de PNA (Watson-Crick)
Y IO GAGAGAGA———5  brin d’ADN du site pGG
O-JT-JT-JT-IT-CO-NH, brin de PNA (Hoogsteen)



Le second brin d’ADN a été déplacé par le bis-PNA. Le résidu « O » est un lien d’acide 8-
amino-3,6-dioxaoctanoique. Un trimere de « O » relie les deux brins du bis-PNA. Pour
transfecter des souris, le plasmide pGeneGrip-luc devrait étre incubé avec une grande quantité
de bis-PNA conjugué a un peptide. Or, le coiit élevé du bis-PNA traditionnel ne le permettrait
pas. La pseudoisocytosine (J) établi deux liaisons hydrogene avec les guanines du brin
d’ADN, tandis qu’une cytosine dans le brin PNA « Hoogsteen » n’en établirait qu’une seule.
Un bis-PNA moins onéreux a été mis au point en substituant les résidus « J » par des
cytosines. Comme le nombre de liaisons hydrogene entre le brin PNA « Hoogsteen » et

I’ ADN est plus faible, I’affinité de ce bis-PNA pour I’ADN serait également plus faible. Pour
pallier ce probleme, les deux brins de PNA ont été prolongés de deux résidus
supplémentaires. Le complexe entre I’ADN et ce bis-PNA dépourvu de résidus « J » et

conjugué a un peptide est représenté ci-dessous :

(O-CTCT-CT-CT-CT-O-NH,
3———0 GAGAGAGAGA——5'
O-CTCT-CT-CT-CT-0-O-CO-NH-peptide-CO-NH,



Une liaison amide bloque I’extrémité C-terminale du peptide et un dimere de « O » sépare le
peptide du bis-PNA. 1l s’agira de démontrer que ce bis-PNA dépourvu de résidus « J » peut se
fixer sur le plasmide pGeneGrip-luc aussi bien que le bis-PNA traditionnel. En théorie, une
demi-douzaine d’exemplaires de ce nouveau bis-PNA pourrait se fixer sur le site pGG (Figure
27). L’extrémité C-terminale du bis-PNA peut étre conjuguée a un peptide et I’extrémité N-
terminale peut étre conjuguée a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) pour rendre le bis-

PNA fluorescent.
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Figure 27 Représentation schématique de quatre molécules de bis-PNA-peptide fixées au

plasmide pGeneGrip-luc.



Dans les cellules quiescentes, la présence de I’enveloppe nucléaire oblige les plasmides a
entrer dans le noyau en traversant un pore nucléaire. Le nombre limité de pores dans
I’enveloppe nucléaire et la masse moléculaire élevée des plasmides rendent le franchissement
de I’enveloppe nucléaire difficile. L’ADN exogene reste donc dans le cytoplasme pendant des
heures au contact des nucléases cytosoliques. Les protéines nucléaires possedent un signal de
localisation nucléaire (NLS), qui interagit avec I’importine a. L’importine et la GTPase,
Ran, forment ensuite un complexe avec I’importine a et transportent activement la protéine
nucléaire a travers un pore. La protéine nucléaire est alors libérée dans le nucléosol [120].
Branden ef al. ont obtenu une augmentation de 8 fois de 1’efficacité de la transfection en
conjuguant un peptide doté d’un motif NLS & un PNA [15]. Celui-ci a ensuite été fixé a un
plasmide sur une région située dans la partie bactérienne. Le NLS a amélioré le
franchissement du pore nucléaire et davantage de copies du plasmide sont entrées dans le
noyau. Le bis-PNA dépourvu de résidus « J » a prolongé I’extrémité N-terminale d’un peptide
contenant le motif NLS de I’antigene T de SV40, dont la séquence est la suivante :

PKKKRKYV.

La dynéine est une ATPase, qui transporte activement des vésicules et diverses protéines,
telles que nNOS, IkBa et Kid-1, le long des microtubules [124]. L’extrémité (+) des
microtubules se situe pres de la membrane apicale des cellules épithéliales et I’extrémité (-) se
situe a proximité du noyau. La dynéine transporte ses cargos de I’extrémité (+) vers
Iextrémité (-) des microtubules, grace a I’hydrolyse de I’ ATP, et les libere pres du noyau.
Elle est composée de nombreux polypeptides, incluant la chaine 1égere de 8 kDa (LC8). Il a
été démontré que la NO synthase neuronale (nNOS) posseéde un motif interagissant avec LCS,
dont voici la séquence : KDTGIQVDR. Puisque la nNOS s’accumule a proximité du noyau

cellulaire en exploitant le transport actif de la dynéine, le plasmide pGeneGrip-luc doté d’un



peptide de fixation a la dynéine, pourrait &tre activement transporté dans le cytoplasme
jusqu’a I’enveloppe nucléaire. Si le plasmide atteint I’enveloppe nucléaire plus rapidement, la
probabilité qu’il se réfugie dans le noyau avant d’étre dégradé, devrait étre plus grande.
L’efficacité de la transfection devrait alors augmenter. Un peptide contenant le motif de la
nNOS a donc été prolongé a son extrémité N-terminale par le bis-PNA, dépourvu de résidus

«J », susceptible de se fixer sur le site pGG de pGeneGrip-luc.

Le plasmide pNGVL;-luc ne possede pas le site pGG sur lequel peut se fixer le bis-PNA.
Le plasmide pGeneGrip-luc a donc été utilisé dans cette étude a la place de pPNGVLs-luc. Un
fragment de PCR doté de sites de fixation du bis-PNA a aussi été testé. Les complexes
ADN/bis-PNA-peptides ont été testés sur des lignées cellulaires, a ’aide du vecteur de genes,
Lipofectamine 2000, afin de déterminer si les bis-PNA-peptides améliorent le trafic

intracellulaire de 1’ADN.



4.2. MATERIELS ET METHODES

4.2.1. Peptides

Les peptides NLS et DBP ont été synthétisés par le Biotechnology Center de I’Université de
Pittsburgh. Leur extrémité N-terminale n’a pas été déprotégée (le groupement Fmoc n’a pas
été clivé) et les peptides n’ont pas été clivés de la résine sur laquelle ils ont été polymérisés.

4.2.2. Synthese du bis-PNA

Les monomeres de PNA (Applied Biosystems) ont été réchauffés a température ambiante. Les
monomeres portant les bases cytosine et thymine et le monomere d’espacement « O » ont
ensuite été dissous dans 3,25 ml et 2,4 mL de NMP, respectivement, et ils ont été placés dans
le synthétiseur de PNA (Expedite Nucleic Acid Sytnhesis System, PerSeptive Biosystems).
Quatre pmol de peptide correspondant a environ 20 mg de résine-peptide, ont été introduits
dans une colonne vide, qui a été placée par la suite dans le synthétiseur de PNA. La séquence
du bis-PNA a été entrée dans I’ordinateur relié au synthétiseur : 5’ NH,-O-(TC)s-O-O-O-
(CT)s-O-0 3’. La synthese automatique a duré environ 8 heures et I’extrémité N-terminale du
bis-PNA prolongeant les peptides a été déprotégée : la présence d’un groupement NH; a

Iextrémité du bis-PNA permettra sa conjugaison a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC).

4.2.3. Conjugaison du bis-PNA au FITC

La colonne contenant la résine conjuguée au peptide-bis-PNA, a été retirée du synthétiseur et
placées a 4°C jusqu’a I’étape suivante. Une solution fraiche de FITC a été préparée en
dissolvant 48 mg de FITC (Sigma-Aldrich) dans 40 mg de DIPEA et 300 pul de DMF. La
colonne a ensuite été séchée dans un dessiccateur sous vide pendant au moins 30 min. La
résine seche a été€ introduite dans un tube de micro-centrifugation contenant une membrane de
PTFE de 0,2 pm (Amicon Ultrafree-MC, Millipore). Environ 200 pl de solution de FITC a été

ajoutée a la résine, qui a été incubé a température ambiante pendant 2 heures dans le noir. Le



tube a été centrifugé a 2.000 rpm pendant 2 min et le filtrat a été éliminé. La résine a été lavée
a quatre reprises avec 450 pl de DMF et a quatre reprises avec 450 pl de méthanol en
centrifugeant & 2.000 rpm pendant 5 min et en éliminant a chaque fois le filtrat. La résine
lavée a ensuite été séchée dans un dessiccateur sous vide pendant au moins 30 min et placée a
4°C pendant toute la nuit.

4.2.4. Clivage, déprotection et extraction du FITC-bis-PNA-peptide

Le tube a été réchauffé a température ambiante et incubée avec 40 pl de m-crésol, 5 pl ’EDT
et 155 ul d’acide trifluoroacétique (TFA) pendant 90 min a température ambiante, afin de
cliver le peptide de la résine et les groupements protecteurs des chaines latérales d’acide
aminés et de monomeres de PNA. Apres centrifugation a 2.000 rpm pendant 5 min, un second
traitement a été effectué pour cliver autant de peptides de la résine que possible. Le filtrat
contient le conjugué bis-PNA-peptide. Ce dernier a été précipité a trois reprises en ajoutant 1
mL de diéthyl-éther, en centrifugeant a 14.000 rpm pendant 3 min et en éliminant le
surnageant. Apres cette étape de pré-purification, le précipité de bis-PNA-peptide a été séché
dans un dessiccateur sous vide pendant au moins 30 min et placé a 4°C.

4.2.5. Purification du FITC-bis-PNA-peptide par Reverse Phase-HPLC

Le solvant A a été préparé en diluant 1 mL de TFA dans 999 ml d’eau (TFA 0,1 %) et en
filtrant le mélange, tandis que le solvant B a été préparé en diluant 1 mL de TFA dans 999 mL
d’acétonitrile et en filtrant le mélange. Les deux solvants ont été purgés avec de I’argon
pendant 20 min. La colonne de HPLC hydrophobe a été chauffée a 50°C et le détecteur
(Tunable Absorbance Dectector : 486, Waters) a été réglé sur la longueur d’onde 260 nm, que
le PNA absorbe, grice a ses cytosines et thymines. Le précipité de bis-PNA-peptide a été
dissout dans 200 pl de TFA 0,1 % et centrifugé a 2.000 rpm pendant 5 min. Cinquante pl
d’échantillon ont été injecté dans 1’appareil et 100 % de solvant A a circulé dans la colonne de
HPLC grace a une pompe (Pump : 600, Waters). Progressivement, le pourcentage de solvant

A a diminué et celui-ci a été remplacé par le solvant B, qui est moins hydrophile. Le bis-PNA-



peptide a été élué de la colonne de HPLC apres environ 20 min et 1’éluat a été récupéré dans
des tubes de 50 ml (Corning), qui ont ensuite été rapidement congelés dans un mélange
d’éthanol et de glace seche. Le bis-PNA-peptide congelé a été transféré dans un lyophiliseur
(Freezemobile 5SL, Virtis), afin d’éliminer 1’eau, 1’acétonitrile et le TFA par sublimation.

4.2.6. Préparation de la solution de bis-PNA-peptide

Apres au moins deux jours, les tubes ont été retirés du lyophiliseur, les lyophilisats ont été
dissous dans 250 pl d’eau pure et les tubes ont été centrifugés a 2.000 rpm pendant 2 min. Les
parois des tubes ont été lavées avec 250 pl d’eau supplémentaires et les tubes ont été a
nouveau centrifugés a 2.000 rpm pendant 2 min. Les solutions de bis-PNA-peptide de
différents tubes ont été rassemblées dans le méme tube, qui a été centrifugé une derniere fois a
2.000 rpm pendant 2 min. La solution de bis-PNA-peptide a été aliquotée et les aliquotes ont
été immédiatement congelées a -80°C a I’exception de 10 pl de solution, qui ont été dilués dix
fois dans du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 6,9 et congelés a -20°C.

4.2.7. Détermination de la concentration de bis-PNA-peptide

Les bis-PNA-peptides contiennent un résidu de cystéine, dont le groupement thiol peut
spécifiquement réagir avec le DTNB a pH 8,0. Contrairement a ce dernier, le produit de la
réaction absorbe a 412 nm. Une gamme d’étalonnage a été obtenue avec des solutions de
concentration croissante de cystéine. Une solution de DTNB a été préparée en dissolvant 4 mg
de réactif d’Ellman (DTNB, Pierce) dans 1 mL de phosphate de sodium 0,1 mol/L pH 8,0. 5,5
pl de solution de bis-PNA-peptide a pH 6,9 ont été mélangés a 2 ul de solution de DTNB et
100 pl de phosphate de sodium 0,1 mol/L pH 8,0. Le mélange a été incubé pendant 15 min a
température ambiante et I’absorbance a 412 nm a été effectuée a I’aide d’un
spectrophotometre (DU 640, Beckman Coulter). La concentration des solutions stocks de bis-

PNA-peptides a habituellement été d’environ 25 pmol/L.



4.2.8. Fixation du bis-PNA-peptide sur le plasmide pGeneGrip-luc

A 15,6 pmol de plasmide pGeneGrip-luc (Tris-HC1 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L) 78 pmol de
FITC-bis-PNA-peptide ont été ajoutés (ratio molaire PNA/ADN = 5) avec du phosphate de
sodium 20 mmol/L pH 6,9 dans un volume final de 312 pl. Le bis-PNA a été capable
d’envahir la double hélice d’ADN, au niveau de la région pGG de pGeneGrip-luc et de se
fixer a son brin complémentaire de séquence (GA)s. Cette invasion de I’ ADN ne nécessite pas
de chauffer le mélange bis-PNA/ADN. La fixation du bis-PNA-peptide sur pGeneGrip-luc a
donc eu lieu a température ambiante, a pH 6,9. A ce pH, la fixation du bis-PNA a I’ADN est
rapide et spécifique de la séquence d’ADN.

4.2.9. Filtration en gel du mélange bis-PNA-peptide/pGeneGrip-luc

Dix mL de gel Sephacryl S-300 (Pharmacia Biotech) ont été introduits dans une colonne de
30 mL (Bio-Rad) et ont été lavés avec 30 mL de phosphate de sodium 10 mmol/L pH 7.4. Le
mélange FITC-bis-PNA-peptide/ADN a été délicatement déposé sur le gel et apres sa
pénétration dans le gel, 20 mL de phosphate de sodium 10 mmol/L pH 7,4 ont été ajoutés
pour éluer ces deux molécules. L’élution a eu lieu a pH 7,4, afin de mimer le pH du milieu
extracellulaire. Des fractions d’environ 500 pl ont été collectées dans des tubes de 2mL.

4.2.10. Mesure de la fluorescence (512 nm) et de ’absorbance (260 nm) du complexe
FITC-bis-PNA -peptide/plasmide

Du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 4,9 a été ajouté jusqu’a ce que le volume final de
chaque fraction soit de 2 mL. A pH acide, la fluorescence de la fluorescéine est amplifiée, ce
qui a permis de détecter I’émission de photons a 512 nm, apres I’excitation de la fluorescéine
a 496 nm de chaque fraction diluée, grace a un fluorimetre (LS 50 B, Perkin Elmer). 110 pl de
chaque éluat dilué ont été transférés dans une cuvette en quartz (micro cell 8 mm high,
Beckman Coulter), afin de mesurer 1’absorbance du plasmide a 260 nm. L’absorbance du bis-

PNA a 260 nm est négligeable par rapport a celle de I’ADN.



4.2.11. Culture et ensemencement des lignées cellulaires

Les cellules NIH3T3 et Hela ont été cultivées dans des flacons de polystyréne de 75 cm?
(Sarstedt), dans du DMEM (BioWhittaker, Cambrex) supplémenté de 10 % de sérum de
beeuf. Les cellules ont été détachées de la surface du flacon grace a un mélange de trypsine et
d’EDTA (Gibco BRL). Apres comptage, 1,5x10° cellules ont été transférées dans chacun des
puits d’une plaque de 24 puits (cluster Costar 3526, Corning), dans 500 pl de milieu de
culture. La plaque a ensuite été incubée pendant 24 heures, a 37°C, dans un incubateur (Fisher
Scientific).

4.2.12. Formation des complexes bis-PNA -peptide/ADN/Lipofectamine 2000

Trente pg de pGeneGrip-luc et un bis-PNA-peptide ont été mélangés a un ratio molaire de 5 a
20 dans du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 6,9 (60 pl final) supplémenté de dithiothréitol
0,8 mmol/L (DTT, Sigma-Aldrich). Le DTT a prévenu I’oxydation de la cystéine du bis-
PNA-peptide. L’incubation a duré 30 min et a eu lieu a température ambiante. 1,35 pg de
liposome cationique Lipofectamine 2000 (LF2000, Invitrogen) ont été dilués dans 2,698 mL
de milieu de culture appauvri en sérum, OPTIMEM-I (Gibco BRL) et 500 ng de plasmide ou
de complexe bis-PNA-peptide/ADN ont été dilués dans 2,499 mL d’OPTIMEM-I. Six cent
cinquante pl de LF2000 diluée et 650 pl de plasmide ou de complexe bis-PNA-peptide/ADN
dilué ont été mélangés et incubés pendant 45 min, a température ambiante. Suite a cette
incubation, un complexe ADN/liposome (lipoplexe) s’est formé et servira a la transfection des
lignées cellulaires.

4.2.13. Transfection des lignées cellulaires

Cent pl de chaque lipoplexe ont été introduits dans 3 puits de la plaque, qui a été replacée
dans I’incubateur a 37 °C, pendant 24 heures. Le lendemain, le milieu de culture a été aspiré
et 500 ul de tampon de lyse (Tris-HCI, EDTA, Triton X-100) ont servi a resuspendre et lyser
les cellules transfectées de chaque puits. Les lysats ont été transférés dans des tubes de 1,5

mL, qui ont ensuite été centrifugés a 14.000 rpm, pendant 5 min, a température ambiante. Dix



pl de chaque lysat ont été introduits dans des tubes de borosilicate (VWR Scientific) pour la
mesure de I’activité luciférase en unité relative de lumiere (URL). Cinqg pl de chaque lysat et 1
mL de bleu de Coomassie (Pierce) ont été introduits dans des cuvettes en plastique
10x4x45mm (Sarstedt) et I’absorbance a 595 nm a été mesurée, pour déterminer la
concentration en protéines, qui est exprimée en microgrammes.

4.2.14. Production d’un fragment de PCR contenant le géne luciférase

Les amorces de PCR ont été achetées chez Integrated DNA Technologies et ont été dissoutes
dans de I’eau pure a une concentration de 100 pmol/L. La séquence de I’amorce forward est la
suivante : 5° GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGAAATA-
CCGCACAGATGCG 3’ ; elle contient une région (GA);s, qui est la cible du bis-PNA. Elle
s’est fixé en amont de 1’amplificateur transcriptionnel du CMV. La séquence de 1’amorce
reverse est la suivante : 5> TTTGAGTGAGCTGATACCGC 3’ et elle s’est fixé a environ 50
paires de bases en aval de la région de polyadénylation du géne -globine de lapin. La
température minimale théorique d’appariement des amorces a été calculée a 56°C, ce qui
signifie que 1’appariement des amorces au plasmide, pendant la PCR, sera effectué a cette
température. Le fragment de PCR (3,1 kb) a été produit par I’enzyme Accupol (2,5 U) a partir
de 100 ng de plasmide pNGVLs-luc, en présence de 200 pmol/L de désoxyribonucléotides, de
2 mmol/L de chlorure de magnésium, de 0,5 umol/L de chaque amorce et de tampon de

polymérisation, dans un volume final de 50 pl.

Le mélange a été chauffé a 94°C pendant 5 min et 35 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C et
3 min a 72 °C ont été accomplis. Finalement, la PCR s’est achevée par une période de chauffe
a 72°C pendant 10 min, afin d’optimiser 1’élongation des derniers brins d’ADN. Le fragment
de PCR a ensuite été placé a 4°C. La qualité du fragment de PCR a été vérifiée par

électrophorese en gel d’agarose. Le fragment de PCR a été purifié grace au QIAquick PCR



Purification Kit (QIAGEN) et la concentration de I’ADN a été déterminée par la mesure de

son absorbance a 260 nm.

La fixation des bis-PNA-peptides sur le fragment de PCR et ’encapsulation de I’ADN
dans le liposome LF2000 ont été effectuées de la méme maniere qu’avec le plasmide
pGeneGrip-luc. 50 ng de fragment de PCR complexés a LF2000 ont été transférés dans
chaque puits, d’une plaque de 24 puits, contenant des cellules Hela et les activités luciférase

ont été mesurées comme cela a été décrit auparavant.



4.3. RESULTATS

4.3.1. Fixation du bis-PNA dépourvu de résidus « J » sur le plasmide pGeneGrip-luc

Puisque certains groupes sont parvenus a améliorer le franchissement du pore nucléaire en
fixant un ou plusieurs peptides NLS sur la molécule d’ADN portant un transgene [15], le bis-
PNA a été synthétisé a partir de I’extrémité N-terminale d’un peptide contenant un motif
NLS. De plus, I’extrémité N-terminale du bis-PNA a été conjuguée a la fluorescéine (Figure

28).

FITC-NH-O-(TC)s-0-0-O~(CT)s-0-0-CO-NH-CPPKKKRKVED-CO-NH,

Figure 28 Séquence du bis-PNA conjugué a du FITC et a un peptide NLS. Un peptide
contenant le motif NLS de I’antigene T de SV40 (séquence en gras) a été synthétisé sur une
résine PAL-PEG-PS , son extrémité N-terminale a été prolongée par le bis-PNA dépourvu de
résidus « J » et I’extrémité N-terminale du bis-PNA a été conjuguée au FITC pour rendre la

molécule fluorescente.

Le peptide NLS a été prolongé d’un résidu de cystéine, afin que le conjugué bis-PNA-NLS
posseéde un groupement thiol. Ce dernier a été nécessaire pour déterminer la concentration de
bis-PNA-NLS, apres sa purification, en utilisant le réactif spécifique du groupement thiol, le

DTNB.

Il a été démontré que I’appariement d’'un PNA a sa séquence cible d’ADN est spécifique et
rapide a pH 6,9. La fixation de FITC-bis-PNA-NLS sur le site pGG du plasmide pGeneGrip-
luc a donc été effectuée dans du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 6,9 a un ratio molaire

bis-PNA/ADN de 5.

Afin de déterminer la cinétique de fixation du bis-PNA sur le plasmide, ces deux molécules

ont ét€ mélangées pendant 5 a 15 min. Elles ont ensuite été séparées par filtration en gel. Si le



bis-PNA s’est fixé de maniere stable sur le plasmide, il devrait étre élué du gel en méme
temps que celui-ci. Dans la fraction contenant le plus d’ADN, ce dernier a été détecté grice a
son absorbance a 260 nm et le bis-PNA a été détecté grace a la fluorescence a 512 nm de la
fluorescéine conjuguée a son extrémité N-terminale. Le ratio fluorescence (512 nm) /
absorbance (260 nm) a été calculé et a renseigné sur la quantité de FITC-bis-PNA-NLS fixé
sur I’ADN. Le ratio fluorescence/absorbance a été maximal aprés 10 min d’incubation du
plasmide avec le bis-PNA (Figure 29). Comme la séparation compléete de ces deux molécules
dans le gel a nécessité quelques minutes, la fixation du bis-PNA sur I’ADN a donc requis un
peu plus de 10 min. Par la suite, le plasmide pGeneGrip-luc a été incubé avec les bis-PNA-
peptides pendant 30 min, afin de s’assurer de la fixation complete de ces conjugués sur

I’ADN.
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Figure 29 Cinétique de fixation du bis-PNA-NLS sur le plasmide pGeneGrip-luc. La
fluorescence du FITC-bis-PNA-NLS a 512 nm (unités arbitraires) et I’absorbance de I’ADN a
260 nm ont été mesurées et les ratios fluorescence/absorbance ont été calculés aux différents

temps d’incubation.



La démonstration directe de la fixation du FITC-bis-PNA-NLS sur le plasmide pGeneGrip-luc
a été apportée en incubant ces deux molécules pendant 30 min a température ambiante et en
collectant les différentes fractions de la filtration en gel. L’ADN de chaque fraction a été
détecté grace a son absorbance a 260 nm et le bis-PNA a été détecté grace a la fluorescéine,
qui émet des photons a 512 nm, apres excitation a 496 nm (Figure 30). La haute masse
moléculaire du plasmide lui a permis d’étre rapidement élué du gel (principalement dans la
fraction 6). La faible masse moléculaire du bis-PNA-NLS 1I’a retardé dans le gel. Nous avons
observé, au cours d’expériences préliminaires, que le bis-PNA-NLS seul a principalement été
élué dans la fraction 16, tandis qu’apres son incubation avec pGeneGrip-luc, aucune

fluorescence significative n’a été détectée dans cette fraction.
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Figure 30 Filtration en gel du mélange pGeneGrip-luc/FITC-bis-PNA-NLS. L’ADN a été

détecté par absorbance a 260 nm et le PNA par fluorescence a 512 nm.



Les courbes d’absorbance de I’ADN a 260 nm et de fluorescence du FITC-bis-PNA-NLS a
512 nm se sont superposées, ce qui signifie que le bis-PNA dépourvu de résidus « J » s’est
effectivement fixé de maniere stable au plasmide pGeneGrip-luc. Une simple incubation du
plasmide avec le conjugué bis-PNA-peptide, a température ambiante pendant 30 min, a donc
permis d’attacher le peptide NLS sur I’ADN. Néanmoins, cette expérience n’a pas permis

d’estimer le nombre de peptides NLS par plasmide.

Dans le cytosol, I’atteinte de I’enveloppe nucléaire pourrait étre améliorée si un peptide de
fixation a la dynéine est attaché au plasmide par I’intermédiaire du bis-PNA. Un second

conjugué, bis-PNA-DBP, a donc été synthétisé (Figure 31).

FITC-NH-O-0-(TC)s5-0-0-0O-(CT)s5-0-O-CO-NH-CMKDTGIQVDRDLDG-CO-NH»

Figure 31 Séquence du bis-PNA conjugué a du FITC et a un peptide DBP (Dynein Binding
Peptide). Le peptide de fixation a la chaine 1égeére de dynéine a été prolongée par le bis-PNA

et celui-ci a ensuite été conjugué au FITC.



4.3.2. Transfection de lignées cellulaires avec des complexes ADN/bis-PNA-peptide

L’étape suivante a consisté a tester les complexes plasmide/bis-PNA-peptide dans un systéme
de transfection des lignées cellulaires NIH3T3 et Hela. Le plasmide pGeneGrip-luc a été
incubé avec soit le bis-PNA-NLS, soit le bis-PNA-DBP ou les deux bis-PNA-peptides a un
ratio molaire PNA/ADN de 5, dans du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 6,9 pendant 30
min, a température ambiante. Les complexes ADN/bis-PNA-peptide(s) ont ensuite été
encapsulés dans un liposome cationique (Lipofectamine), afin de transférer efficacement le
plasmide dans les cellules. Plus de 1,5x10° cellules NIH3T3 et Hela ont été incubées pendant
24 heures avec 10 ng de plasmide complexé a un ou deux bis-PNA-peptides et a la
Lipofectamine. Apres 24 heures, les cellules ont été lysées et ’activité luciférase a été

mesurée (Figure 32).
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Figure 32 Transfection de cellules NIH3T3 et Hela avec les bis-PNA-NLS et bis-PNA-DBP.
Le plasmide pGeneGrip-luc a été complexé aux bis-PNA-peptides suivi de la Lipofectamine
pour transfecter les deux lignées cellulaires. pGeneGrip-luc a aussi été incubé avec les deux
bis-PNA-peptides a la fois, a un ratio PNA/ADN de 2,5 pour chaque molécule (bis-PNA-
NLS+DBP). Dix ng d’ADN ont été introduits dans chaque puits. Chaque expérience a été

effectuée a trois reprises.



Au ratio molaire PNA/ADN de 5, aucun des deux bis-PNA-peptides n’a amélioré la
transfection des cellules NIH3T3 et Hela. La demi-vie du plasmide pGeneGrip-luc a
probablement été courte, car seulement 10 ng d’ADN ont été transférés dans les cellules.
Apres I'incubation du plasmide avec un bis-PNA-peptide, de I’ADN de thymus de veau de
haute masse moléculaire a été ajouté, afin que les cellules NIH3T3 soient transfectées avec
100 fois plus d’ADN (10 ng de plasmide et 990 ng d’ADN non codant). Le ratio PNA/ADN a
été augmenté jusqu’a 20, afin de déterminer si le nombre de copies de bis-PNA-peptide sur le
plasmide n’a pas été suffisant au cours de 1’expérience précédente. Le mélange de
plasmide/bis-PNA-peptide et d’ADN de thymus de veau a ensuite été encapsulé dans le

liposome Lipofectamine (Figure 33).
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Figure 33 Transfection de cellules NIH3T3 avec pGeneGrip-luc complexé a un bis-PNA-
peptide et de I’ADN de thymus de veau. 10 ng de plasmide ont été incubés avec le bis-PNA-
NLS ou le bis-PNA-DBP a un ratio molaire de 5 a 20 et 990 ng d’ADN de thymus de veau
(T.V.) y ont été ajoutés avant de complexer I’ADN total avec de la Lipofectamine. Chaque
expérience a été effectuée a trois reprises. * P<0,05 ; ™" P<0,01 ; ** P<0,005 ; © P<0,001 et

##% P<0,0005 par rapport au plasmide seul.



L’ADN de thymus de veau a significativement amélioré la transfection des cellules NIH3T3
avec le plasmide pGeneGrip-luc non complexé a un bis-PNA-peptide (4,5 fois). Cela conforte
les résultats obtenus dans 1’épithélium respiratoire nasal de souris avec de I’ADN de sperme
de hareng (Chapitre 3). Seul le bis-PNA-NLS a un ratio PNA/ADN de 20 a 1égerement
augmenté 1’activité luciférase par rapport au plasmide mélangé a de I’ADN de thymus de

veau (1,5 fois).

Une raison possible de I’absence d’amélioration du transfert de géne obtenue précédemment
(Figure 32) pourrait étre la séquestration du plasmide dans le cytoplasme, qui I’empécherait
d’atteindre la dynéine et le pore nucléaire. L’ ADN exogéne pourrait s’adsorber sur des
éléments cytoplasmiques, tel que le cytosquelette, bien que cela n’ait pas encore été démontré.
Si la molécule d’ ADN était plus courte, elle parviendrait a se mouvoir plus aisément dans le
cytoplasme et accéderait a la dynéine circulant le long des microtubules, ainsi qu’aux pores

nucléaires. Les peptides NLS et DBP pourraient alors améliorer la transfection.

Le géne luciférase du plasmide pNGVL;-luc a été amplifié par PCR grice a deux amorces.
L’amorce qui s’est fixé en amont du gene luciférase, a été prolongée d’une séquence (GA);s.
En théorie, deux copies du bis-PNA-peptide pourraient se fixer sur cette séquence. Ce
fragment de PCR a été environ 45 % plus court que le plasmide. Il a été incubé avec le bis-
PNA-NLS ou le bis-PNA-DBP dans du phosphate de sodium 20 mmol/L pH 6,9 pendant 30
min, a température ambiante et a un ratio PNA/ADN de 3. Les complexes fragment de
PCR/bis-PNA-peptide ont ensuite été encapsulé dans le liposome Lipofectamine et les

vecteurs de genes ainsi formés ont servi a transfecter des cellules Hela (Figure 34).



Activité
luciférase

(URL/pg
protéine)

8,0E+04 -

7,0E+04 -

6,0E+04 -

5,0E+04 -

4,0E+04

3,0E+04 -

fragment de PCR fragment de PCR + bis-PNA-NLS fragment de PCR + bis-PNA-DBP

Figure 34 Transfection de cellules Hela avec un fragment de PCR contenant le géne
luciférase complexé a un bis-PNA-peptide. Cinquante ng d’ADN ont été introduits dans
chaque puits. Chaque expérience a été effectuée a trois reprises. * P<0,05 par rapport au

fragment de PCR seul.

La fixation de chacun des deux bis-PNA-peptides sur le fragment de PCR a faiblement

augmenté 1’activité luciférase dans les cellules Hela (1,7 fois).

Puisque les améliorations de la transfection des lignées cellulaires n’ont été que modestes,
aucun peptide mutant issu des peptides NLS et DBP n’a été conjugué au bis-PNA pour servir
de témoin négatif. De plus, les bis-PNA-peptides n’ont pas été testés dans 1’épithélium
respiratoire nasal de souris, car le rapport bénéfice/cofit a été trop faible pour leur utilisation

in vivo.



4.4. DISCUSSION

La translocation nucléaire de I’ADN portant un transgene d’intérét est si faible qu’il est
indispensable de trouver des solutions viables a ce probleme. Trois barrieres a la transfection
pourraient expliquer la médiocre translocation nucléaire de I’ ADN exogene : sa séquestration
dans le cytoplasme par des éléments cytoplasmiques, sa dégradation par des nucléases et son
aptitude limitée a traverser le pore nucléaire. La fixation sur I’ADN d’un peptide contenant un
motif NLS pourrait améliorer le franchissement du pore nucléaire et le transport actif de

I’ ADN exogene par la dynéine accélérerait la translocation nucléaire, permettant a davantage

de copies intactes du transgene de se réfugier dans le noyau.

Les peptides NLS et DBP ne peuvent se fixer de maniere stable a I’ADN par eux-mémes. Ils
ont di étre conjugués a une molécule ayant une forte affinité pour I’ADN. Les bis-PNAs
peuvent s’attacher a de I’ADN double brin, sans chauffage pour dénaturer la double hélice, en
déplacant le brin riche en pyrimidines et en s’appariant au brin riche en purines. Bien que le
bis-PNA traditionnel avec ses résidus « J », soit trop onéreux pour €étre utilisé in vivo, Liang et
al. ont obtenu une modeste amélioration de la transfection de cellules musculaires chez la

souris avec un bis-PNA traditionnel conjugué a la transferrine [110].

Cette étude a démontré qu’un bis-PNA dépourvu de résidus « J » peut se fixer rapidement a
un plasmide contenant la séquence cible de ce bis-PNA. Puisque la chimie de synthése des
peptides et des PNAs est identique, il a été possible de synthétiser un peptide et de le

prolonger par le bis-PNA dépourvu de résidus « J ».

Seul le peptide NLS a modérément amélioré la transfection des cellules NIH3T3, suite au
mélange du plasmide pGeneGrip-luc a un large excés d’ADN non codant. Ce dernier a pu

saturer les nucléases cytosoliques et/ou les éléments cytoplasmiques sur lesquels le plasmide



s’adsorberait. En présence d’ADN de thymus de veau, davantage de copies intactes du
plasmide parviendraient a atteindre 1’enveloppe nucléaire. La présence de plusieurs copies du
peptide NLS, attachées sur le plasmide par I’intermédiaire du bis-PNA, a ensuite faiblement
amélioré la traversée du pore nucléaire. Une meilleure amélioration de la transfection pourrait
étre obtenue en créant d’autres sites pGG dans la portion bactérienne du plasmide. Davantage

de copies du bis-PNA-NLS faciliteraient le franchissement du pore nucléaire par le plasmide.

La seconde possibilité pour limiter 1’adsorption de I’ADN exogene sur des éléments
cytoplasmiques, est de diminuer I’avidité de la molécule d’ADN en la raccourcissant. Un
fragment de PCR possédant deux sites de fixation pour le bis-PNA a été synthétisé.
L’appariement des bis-PNA-NLS et bis-PNA-DBP sur la région située en amont du gene

luciférase a l1égerement augmenté le transfert de gene (Figure 34).

Si la demi-vie de I’ADN exogene dans le cytosol était relativement longue et si I’ADN
exogene s’adsorbait peu sur certains éléments cytoplasmiques, de nombreuses copies du
transgeéne atteindraient I’enveloppe nucléaire. La transfection serait significativement
amélioré et les peptides NLS et DBP deviendraient alors inutiles. La solution au probleme de
translocation nucléaire de I’ADN réside dans la découverte d’inhibiteur(s) de nucléases
cytosoliques et dans I’identification des éléments cytoplasmiques séquestrant I’ ADN
(cytosquelette?). In vivo, I’ ADN non codant et le clivage du plasmide avec des enzymes de

restriction ont d’ailleurs amélioré la transfection de I’épithélium nasal (Chapitre 3).



CHAPITRE 5 :

Modifications de
I’amplificateur
transcriptionnel 1E1

du cytomégalovirus



5.1. INTRODUCTION

La thérapie génique implique non seulement le transfert d’un ou de plusieurs genes dans un
tissu, mais aussi I’expression de ces génes doit étre suffisamment forte et durable. Le clivage
du plasmide avec des enzymes de restriction a permis d’obtenir une expression luciférase, qui
devrait etre suffisamment élevée pour traiter diverses maladies des voies respiratoires, telle
que la mucoviscidose (Chapitre 3). Cependant, I’expression luciférase n’a été que de courte
durée. Il est indispensable de maintenir I’expression du transgene a un haut niveau pendant

des semaines ou des mois pour faire de la thérapie génique humaine une réalité.

Au moins deux événements semblent étre responsables de la diminution de I’expression du

transgeéne, ayant lieu entre jour 1 et jour 10, dans 1’épithélium respiratoire.

Un premier phénomene est a I’ceuvre dans les cellules transfectées. Il a été démontré par
plusieurs groupes que la quantité d’ADN exogene, qui a été transféré dans les noyaux
cellulaires lors de la transfection, diminue avec le temps pendant environ une semaine apres
I’atteinte du pic d’expression du transgene. Une explication de cet événement serait le retour
du plasmide dans le cytoplasme. L’ ADN exogene, qui est entré dans le noyau a partir du
cytoplasme, en franchissant un pore nucléaire au cours de la transfection, sortirait du noyau en
traversant un pore nucléaire dans la direction opposée. Ce modele est supporté par la
découverte du maintien de I’ADN génomique du virus herpétique Epstein-Barr (EBV) dans le
noyau d’une cellule infectée. Au cours de I’infection latente, I’ ADN génomique de I’EBV, qui
est épisomal, est séquestré dans le noyau grace a une protéine virale, EBNA-1. Cette derniere
est une protéine de fixation a I’ADN, dont la séquence-cible est présente en 20 exemplaires
dans une région du génome viral, la famille de répétitions (FR). De plus, EBNA-1 possede
des domaines de fixation a la matrice nucléaire : elle peut par conséquent ponter I’ADN

génomique EBV, au niveau de FR, et la matrice nucléaire [87]. L’épisome EBV est



immobilisé dans le noyau et ne peut donc pas en sortir. Ce systéme de rétention nucléaire de
I’épisome EBV a été exploité avec succeés pour maintenir un plasmide, portant un transgene
d’intérét, dans le noyau de cellules transfectées. L’expression globale du transgéne a
significativement moins diminué lorsque le plasmide comporte, en plus du transgene, le géne
EBNA-1 et la région FR [161]. Cependant, la protéine EBNA-1 est un facteur de
transcription, qui risquerait de stimuler I’expression de proto-oncogeénes humains et de
favoriser la transformation tumorale. Un systeme de rétention nucléaire de I’ADN exogene de

substitution, plus slir, serait nécessaire pour une utilisation humaine.

Le second phénomene est I’atténuation du promoteur et de I’amplificateur (enhancer)
transcriptionnels : certains facteurs de transcription, qui stimulaient le transgéne au cours des
premieres heures apres la transfection, cessent de le faire par la suite. L’expression du

transgene est alors de moins en moins forte.

La premiere cause d’atténuation des séquences régulatrices serait lie a la présence de sites de
fixation de facteurs de transcription inductibles dans le promoteur et I’amplificateur
transcriptionnels. En effet, les séquences régulatrices IE1 (Immediate Early 1) du
Cytomégalovirus (CMV) possedent 4 sites de fixation de NF-«xB, 4 sites CRE et un site de
fixation d’AP-1. NF-xB, AP-1 et les protéines de la famille ATF/CREB sont des facteurs de
transcription, qui sont activés directement ou indirectement par phosphorylation par des
protéine kinases. Il est possible que la transfection d’une cellule stimule une ou des voies de
transduction, qui aboutiraient a 1’activation de certaines protéine kinases. La stimulation du
geéne luciférase par ces facteurs de transcription ne serait alors que temporaire : apres quelques
dizaines d’heures, NF-kB et/ou AP-1 et/ou ATF/CREB cesseraient d’étre activés et ne
stimuleraient plus le transgene. Ce mode d’atténuation du promoteur/amplificateur IE1 du

CMYV, contrdlant I’expression d’un transgene, n’a jamais été démontré.



La seconde cause d’atténuation des séquences régulatrices, qui est d’ailleurs liée a la
premiere, serait la formation d’une chromatine sur le promoteur et I’amplificateur. En effet,
plusieurs heures a quelques dizaines d’heures apres I’entrée de I’ ADN exogene dans le noyau,
les histones parviendraient & envahir la région régulatrice et a former des nucléosomes avec

I’ ADN. Certains facteurs de transcription ne pourraient alors plus se fixer sur leur séquence-
cible, ce qui diminuerait la stimulation de la transcription [156]. De plus, si par la suite les
histones étaient modifiées chimiquement par désacétylation de lysines, éventuellement suivie
par une méthylation de certaines lysines, la chromatine se condenserait et davantage de
facteurs de transcription ne parviendraient plus a se fixer sur I’ADN. Ensemble, les deux
causes de I’atténuation des séquences régulatrices aboutiraient a un ralentissement de

I’initiation de la transcription.

Le plasmide pNGVL;-luc possede 1’amplificateur IE1 du CMV, encadré des sites de
restriction uniques Spe I et SnaB I, ainsi que le promoteur IE1 du CMV. En aval de celui-ci se
trouve un site de restriction Sac I, qui n’est malheureusement pas unique dans le plasmide.
Cette étude a donc consisté a substituer les sites de fixation des facteurs de transcription NF-
kB et ATF/CREB, du seul amplificateur transcriptionnel, par des sites de fixation d’un facteur
de transcription ubiquitaire et constitutif. De plus, des sites de fixation non consensuels de
deux autres facteurs de transcription ont été, par la suite, remplacés par leurs séquences
consensuelles, afin de rendre 1’amplificateur transcriptionnel plus robuste. Le but poursuivi
par cette étude a été de limiter 1’atténuation de I’amplificateur transcriptionnel. Le promoteur
IE1 du CMYV, n’ayant pas été modifié¢ génétiquement, a été atténué dans toutes les
expériences. De plus, aucun plasmide n’a été doté du gene EBNA-1 et de la région FR, ce qui
signifie qu’une partie de I’ADN exogene nucléaire a été perdu, jour apres jour, malgré les
modifications de la séquence de 1’amplificateur transcriptionnel. L’expression luciférase n’a

donc pas pu étre maintenue au niveau atteint 24 heures apres la perfusion nasale.



5.2. MATERIELS ET METHODES

5.2.1. Matériels

Les oligonucléotides (Integrated DNA Technologies) ont comporté de 61 a 71 bases et ont été
purifiés par PAGE (gel de polyacrylamide). La plupart d’entre eux ont été conjugués a un
phosphate en 5°, afin d’étre reliés par I’ADN ligase T4. Les enzymes de restriction et ’ADN
ligase T4 ont été achetées chez New England Biolabs.

5.2.2. Elimination de I’amplificateur transcriptionnel du plasmide pNGVL;-luc

L’amplificateur transcriptionnel IE1 du CMV est encadré des sites de restriction uniques Spe |
et SnaB I. La premiere étape a donc consisté a couper le plasmide pNGVLs-luc avec ces
enzymes de restriction et de séparer le fragment contenant I’amplificateur transcriptionnel
sauvage de celui contenant le reste du plasmide. Pour cela, 10 pg de plasmide pNGVL;3-luc
ont été incubés avec Spe I (30 U) et SnaB I (20 U) dans le tampon NEBuffer 4 complémenté
de sérum albumine bovine. La digestion a eu lieu pendant 2 heures, a 37°C, dans un volume
final de 60 pl. Puis, 30 pl de tampon de chargement de gel (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés au
mélange et 15 pl d’échantillon ont été introduits dans chacun des six puits d’un gel d’agarose
1 %. L’électrophorese a eu lieu dans du TAE 1X, a température ambiante, a 48 V au début et
jusqu’a 75 V par la suite, avec une Mini-Horizontal Unit (Fischer Scientific). A la fin de
I’électrophorese, les deux bandes d’ ADN ont été visualisées sous une lumiere UV, les blocs
d’agarose contenant I’ADN de 5,3 kb ont été excisées a 1’aide d’un scalpel (Roboz) et ont été
placées a 'intérieur de tubes de 1,5 mL, a raison de 200 a 350 mg d’agarose par tube. L’ADN
a ensuite été extrait des blocs d’agarose grace au QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit
(QIAGEN). Brievement, 1’agarose a été dissout grace au tampon QX1 et ’ADN s’est adsorbé
sur la résine QITAEX II. Apres lavage de la résine avec les tampons QX1 et PE, la résine a été

séchée a I’air et I’ADN a été élué de la résine avec du Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,5. Une



solution d’ADN a 12,7 pg/mL, correspondant au plasmide dépourvu de 1I’amplificateur
transcriptionnel IE1 du CMV, a ainsi été obtenue.

5.2.3. Formation de duplexes d’oligonucléotides reconstituant DP’amplificateur
transcriptionnel

La séquence complete de chaque amplificateur transcriptionnel mutant a été reconstituée a
I’aide de 5 oligonucléotides consécutifs, appariés a 5 autres oligonucléotides de séquence
complémentaire, formant ainsi 5 duplexes d’environ 69 paires de bases. Les duplexes
adjacents ont été dotés d’extrémités cohésives de 5 nucléotides, qui serviront par la suite a la
formation d’un fragment unique par ligation. Les 10 oligonucléotides ont été dissous
séparément dans du tampon STE (Tris-HCI 10 mmol/L, NaCl 50 mmol/L, EDTA 1 mmol/L,
pH 8,0) a un concentration de 4 OD2¢0 nm/100 pl. 10 pl de chaque solution d’oligonucléotides
complémentaires ont ensuite été mélangés dans 5 tubes différents. Le mélange a été recouvert
de 4 pl d’huile minérale (Sigma-Aldrich), chauffé a 95°C pendant 5 min et lentement refroidi
a température ambiante, afin de former les 5 duplexes. Ces derniers ont ensuite été dilués dans
de I’eau par atteindre des concentrations d’ADN d’environ 2,7 ng/pl.

5.2.4. Assemblage des plasmides contenant un amplificateur transcriptionnel mutant

Un pl de chaque duplexe dilué a été mélangé et incubé avec I’ADN ligase T4, pendant 1
heure, a 16°C, dans un volume final de 10 pl, afin de reconstituer un fragment de restriction
Spe [-SnaB I de 0,3 kb, correspondant a I’amplificateur transcriptionnel mutant. Puis, 8 pl de
fragment de restriction SnaB I-Spe I de 5,3 kb, ainsi que davantage d’ADN ligase T4, ont été
ajoutés, afin de joindre I’amplificateur transcriptionnel mutant au reste du plasmide. La
réaction de ligation a duré plus de 2 heures, a 16°C, et 5 ul du mélange (5,4 ng d’ADN) ont
été prélevés pour la transformation d’E.coli.

5.2.5. Transformation de la souche DH5a d’Escherichia coli

Un tube de polypropylene 17 X 100 mm (Spectrum Laboratory Products) a été refroidi dans

de la glace pilée. Les bactéries congelées a -80°C ont été réchauffées sur de la glace et 100 pl



ont été transférés au fond du tube de polypropyléne. 5 pl d’échantillon d’ADN ont été ajoutés
aux bactéries et le mélange a été incubé dans de la glace pendant 30 min. Puis, un choc
thermique a été effectué en chauffant les bactéries a 42°C pendant 45 s et en replagant
immédiatement le tube dans de la glace pendant 2 min. 900 pl de SOC (Invitrogen) ont été
ajoutés et les bactéries ont été incubées pendant 60 min a 37°C, sous agitation horizontale
(250 rpm). Cent pl, 150 pl, 200 pl et 250 pl de la suspension bactérienne ont été dispersés sur
quatre boites de Pétri préalablement réchauffées a température ambiante. Les boites de Pétri
ensemencées ont ensuite ét€ incubées toute la nuit a 37°C. Le lendemain, 9 colonies
bactériennes isolées ont été prélevées et dispersées dans 9 tubes contenant 5 mL de milieu de
culture complémenté en kanamycine (50 pg/mL). Les tubes ont été incubés toute la nuit a
37°C, sous agitation horizontale (300 rpm). Le lendemain, le plasmide de chaque colonie a été
extrait et purifié avec le Plasmid Mini kit (QIAGEN).

5.2.6. Identification des colonies contenant un plasmide mutant

Un pg de chaque plasmide a été digéré avec les enzymes de restriction Spe [ (5 U) et SnaB 1
(2,5 U) dans le tampon NEBuffer 4 complémenté de BSA 1X (New England Biolabs),
pendant 90 min a 37 °C, dans un volume final de 14 pl. 3 pl de tampon de chargement de gel
(Sigma-Aldrich) ont été ajoutés a 7 ul de solution de plasmide digéré. Les solutions d’ADN
ont ensuite été introduites dans les puits d’un gel d’agarose 1 % (Bio-Rad) contenant du
bromure d’éthidium (environ 75 pg/gel, Sigma-Aldrich). Les échantillons ont migrés au cours
d’une électrophorese effectuée dans du tampon TAE 1X (Tris-acétate EDTA, pH 8). 10 ul de
solution de marqueurs de poids moléculaires (1 kb ladder plus, Invitrogen) ont été introduits
dans un puits du gel d’agarose, afin de déterminer la taille des fragments de restriction
générés par la digestion des plasmides. Un plasmide mutant a été identifi¢, amplifié dans la

souche DH5a d’E. coli, extrait et purifié¢ avec I’Endo-free Plasmid Mega kit (QIAGEN). Ce



plasmide a été administré par la suite, dans de I’eau pure, aux souris CD1 par perfusion

nasale, comme cela a été décrit précédemment.

Des expériences préliminaires ont montré que I’activité luciférase n’était pas
significativement diminuée a 24 heures, apres 1’administration de quatre fois moins d’ADN

(25 pg de plasmide au lieu de 100 pg).



5.3. RESULTATS

5.3.1. Transfection de I’épithélium nasal avec le plasmide pNGVL3-luc

L’amplificateur transcriptionnel IE1 du CMV est composé de deux sites NF1 non

consensuels, de trois sites Spl dont une seul est consensuel, de trois sites CRE consensuels et

de deux sites NF-kB consensuels regroupés sur 231 paires de bases (Figure 35).

5" ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT-
Spe 1

GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAA-
NF1

CGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATA-
Spl CRE

GGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG-
NF-xB CRE Spl

CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGG-
Spl CRE

TAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACT-
NF1 NF-kB

TGGCAGTACATCTACGTA ¥’
SnaB 1

Figure 35 Séquence sauvage de I’amplificateur transcriptionnel IE1 du CMV, contrdlant
I’expression du gene luciférase, dans le plasmide pNGVLs-luc. Les séquences des sites de
fixation de facteurs de transcription sont soulignées. NF1 reconnait deux séquences de 5
paires de bases séparées par un segment de 5 paires de bases. Les bases des sites de fixation
non consensuels de facteurs de transcription sont indiquées en rouge. Les sites de restriction

Spe I et SnaB I sont en italique.

Cet amplificateur transcriptionnel dépend donc de 5 protéines ATF/CREB et NF-«xB, qui sont

des facteurs de transcription inductibles. En effet, I’activation de NF-xB requiert la



phosphorylation de IkB, qui est suivie de sa dégradation par le protéasome [102]. NF-xB est
alors libéré et migre dans le noyau cellulaire, ou il peut stimuler I’expression, entre autres, du
geéne luciférase porté par le plasmide pPNGVL;-luc. Les protéines ATF/CREB doivent étre
directement phosphorylées pour se fixer a I’ADN et stimuler 1’expression du gene luciférase a
partir de I’amplificateur IE1 du CMV. Si les protéines NF-kB et/ou ATF/CREB étaient
activées au cours de la transfection, I’expression luciférase serait transitoirement dopée. En
effet, la dégradation de ces deux activateurs transcriptionnels et 1’arrét des phosphorylations

aboutirait a I’arrét de la stimulation de 1’expression du transgene par ces protéines.

La cinétique de I’expression luciférase, au cours des deux semaines qui ont suivi la perfusion
nasale de souris CDI1, a été déterminée avec le plasmide pNGVL;-luc, comportant
I’amplificateur transcriptionnel sauvage IE1 du CMV (Figure 38). L’activité luciférase a été
relativement élevée 24 heures apres la transfection (145419,6 URL/mg protéine). Elle a
rapidement diminué entre le premier et le quatrieme jour et plus lentement jusqu’au dixieéme
jour, a partir duquel I’expression luciférase a stagné. Entre le premier et le quatorziéme jour,

I’activité luciférase a diminu€é de 61 fois.



5.3.2. Transfection de I’épithélium respiratoire nasal avec le plasmide pNGVLy-luc

Les premieres modifications de I’amplificateur transcriptionnel ont consisté a remplacer les
sites NF-kB et CRE par des sites de fixation du facteur de transcription ubiquitaire et
constitutif, Oct-1 (Octamer-1, OTF-1). Contrairement 2 ATF/CREB et NF-kB, Oct-1 est actif
en permanence. La séquence de I’amplificateur transcriptionnel du nouveau plasmide

(pPNGVLs-luc) n’a bénéficié d’aucune modification supplémentaire (Figure 36).

5> ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT-
Spe 1

GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAA-
NF1

CGACCCCCGCCCATATGCAAATATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATA-
Spl Oct-1

ATGCAAATCCATATGCAAATATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG-
Oct-1 Oct-1 Spl

CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATATGCAAATATGACGG-
Spl Oct-1

TAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGATGCAAATCTACT-
NF1 Oct-1

TGGCAGTACATCTACGTA ¥’
SnaB 1

Figure 36 Séquence modifiée de 1I’amplificateur transcriptionnel contrdlant I’expression du
gene luciférase dans le plasmide pNGVLy-luc. Les bases modifiées par rapport a la séquence
précédente sont indiquées en vert. Les séquences des sites de fixation de facteurs de
transcription sont soulignées. Les bases des sites de fixation non consensuels de facteurs de

transcription sont indiquées en rouge. Les sites de restriction sont en italique.

Des souris CD1 ont été perfusées avec 25 pg de plasmide pNGVLy-luc et ont été sacrifiées

apres 1 a 14 jours (Figure 38). Bien que I’activité luciférase ait été 1égerement plus faible, 24



heures apres la perfusion, que celle obtenue par pNGVLs-luc (124583,4 URL/mg protéine),
elle n’a diminué que de 22,5 fois entre le premier et le quatorzieme jour. Au quatorzieme jour,
I’expression luciférase a été 2,3 fois plus élevée que celle obtenue par le transgene, sous le

contrdle de I’amplificateur transcriptionnel sauvage.



5.3.3. Transfection de I’épithélium nasal avec le plasmide pNGVLs-luc

Puisque le remplacement des sites CRE et NF-xB a permis d’améliorer I’expression luciférase
a moyen terme, la séquence de 1I’amplificateur transcriptionnel a été modifiée davantage pour
générer un troisieme plasmide, pNGVLs-luc (Figure 37). Les deux sites NF1 et les deux sites
Sp1 non consensuels ont été modifiés de telle sorte qu’ils deviennent consensuels. Trois sites
Oct-1 et Spl séparés que d’1 a 4 paires de bases, ont été éloignés (10 paires de bases au total)
pour permettre aux deux protéines de se fixer sur I’ADN, sans se géner ’une 1’autre. Enfin, la
cytosine de 8 dinucléotides CpG a été remplacée par une thymine. En effet, la méthylation de
la cytosine du dinucléotide CpG par une ADN méthyltransférase, est suivie par la fixation de
protéines spécifiques, tel que MeCP2 [167]. Cette derniere forme un complexe avec une
histone désacétylase, qui clive les groupements acétate des histones présentes sur les
séquences régulatrices. Les histones deviennent alors encore plus chargées positivement et les
nucléosomes condensent I’ADN davantage. Certains facteurs de transcription ne parviennent
plus a se fixer sur leurs séquences-cibles et le géne est alors moins activement transcrit. La
mutation des CpG pourrait donc prévenir cette forme d’atténuation de I’amplificateur

transcriptionnel.



5" ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT-
Spe 1

GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCTGCTTGGCTGACTGCCAAA-
NF1

TGACCCCCGCCCATATAATGATGATGCAAATTATGTTCCCATAGTAATGCCAAT-
Spl Oct-1

ATGCAAATACCATATGCAAATATATTTATGGTGGGCGGAGTAAACTGCCCACTTGG-
Oct-1 Oct-1 Spl

CAGTACATCAAGTGTATCATACTCCGCCCCTGCCAACTATATGCAAATATGATGG-
Spl Oct-1

TAAATGGCCTGCTTGGCATTATGCCAAGTACATGACCTTATATGCAAATCCTACT-
NF1 Oct-1

TGGCAGTACATCTACGTA 3°
SnaB I

Figure 37 Séquence modifiée de I’amplificateur transcriptionnel contrdlant I’expression du
geéne luciférase dans le plasmide pNGVLs-luc. Les bases modifiées par rapport a la séquence
précédente sont indiquées en vert. Les séquences des sites de fixation de facteurs de
transcription sont soulignées. Toutes les séquences-cibles des facteurs de transcription sont

consensuelles. Les sites de restriction sont en italique.

Le plasmide pNGVLs-luc a été administré dans les cavités nasales de souris CD1 et la
cinétique de I’expression luciférase a été établie (Figure 38). A 24 heures, 1’activité luciférase
a été 1égerement plus élevée que celle obtenue par pPNGVLs-luc (153409,1 URL/mg protéine).
De plus, I’expression luciférase a seulement diminué de 18,7 fois entre le premier le
quatorzieme jour, pour étre 3,4 fois plus élevée que celle obtenue par pNGVLs-luc, au

quatorziéme jour.
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Figure 38 Cinétique de 1’expression luciférase dans 1’épithélium respiratoire nasal transfecté
par choc hypotonique. Vingt cinq pg de pNGVLs-luc, pPNGVL4-luc et pNGVLs-luc ont été
administrés, dans de I’eau pure, dans les fosses nasales de souris CD1 en 20 min. L.’activité
luciférase a été mesurée 1 a 14 jours apres la perfusion nasale (n = 5 souris par groupe). *

P<0,05 ; ™ P<0,01 ; ** P<0,005 et *** P<0,0005 par rapport a pNGVL;-luc.



5.4. DISCUSSION

Au cours de I’infection lytique d’une cellule par le CMV, le géne IE1 est tres activement
transcrit pendant la phase tres précoce. Cependant, I’amplificateur et le promoteur IE1 du
CMV ne sont pas adaptés pour une expression durable : le gene IE1 n’est pas activement
transcrit au cours de I’infection latente. En effet, les séquences régulatrices IE1 contiennent 4
sites CRE, 4 sites NF-xB et un site AP-1. Le virus latent est réactivé lorsque la cellule est
stimulée, par des cytokines, tel que TNFa, qui activent certaines protéine kinases [84]. Ces
dernieres activent a leur tour NF-kB et AP-1, qui se fixent sur les génes trés précoces, comme
IE1, et les stimulent. L’amplificateur et le promoteur IE1 du CMV sont utilisés depuis de
nombreuses années pour obtenir une expression robuste d’un géne marqueur, comme le géne
luciférase. Vingt quatre heures apres la perfusion nasale, I’expression luciférase est
effectivement forte, mais elle ne se maintient pas a ce haut niveau. La thérapie génique
nécessite non seulement une expression suffisamment robuste du transgene d’intérét, a court
terme, mais aussi la persistance de cette forte expression génique pendant des semaines, voire

des mois ou des années. Pour cela, I’expression du transgeéne doit étre constitutive.

Dans cette étude, les sites de fixation des facteurs de transcription inductibles, ATF/CREB et
NF-kB, ont été remplacés par des sites de fixation du facteur de transcription ubiquitaire et
constitutif, Oct-1. L’expression luciférase a significativement moins diminué, en deux
semaines, avec I’amplificateur transcriptionnel mutant qu’avec la région sauvage (22,5 fois au
lieu de 61 fois). Cela est en accord avec le modele d’activation transitoire de NF-kB et/ou
ATF/CREB au cours de la transfection. Ces facteurs de transcription inductibles seraient
activés au cours des premieres heures qui suivent la perfusion nasale. Ils seraient ensuite
dégradés et leur activation par des protéine kinases cesserait. L’expression luciférase serait
forte 24 heures apres transfection, graice a NF-kB et/ou ATF/CREB, mais I’arrét de la

stimulation du gene luciférase par ces dernieres aboutirait a 1’atténuation de son expression.



Dans un second temps, la principale modification de I’amplificateur transcriptionnel a
consisté a rendre deux séquences NF1 et deux séquences Spl consensuelles. Le raisonnement
a été le suivant : les facteurs de transcription NF1 et Sp1 ont une plus grande affinité pour
leurs séquences consensuelles que pour celles qui ne le sont pas. Ils seraient plus
fréquemment et resteraient plus longuement sur I’ADN de I’amplificateur transcriptionnel. Ils
pourraient donc limiter 1’atténuation de celui-ci. En effet, I’expression luciférase a seulement
chuté de 18,7 fois avec pPNGVLs-luc, entre les jours 1 et 14, au lieu de 22,5 fois avec

pPNGVL4-luc.

Il a été démontré que NF1, Sp1 et Oct-1 peuvent se fixer sur la matrice nucléaire, comme le
facteur de transcription viral EBNA-1 [78,153-154,165]. Ce dernier se fixe sur la matrice
nucléaire par I’intermédiaire de ses domaines d’activation de la transcription. Il est possible
que les trois facteurs de transcription cellulaires puissent ponter le plasmide, au niveau des
séquences régulatrices, a la matrice nucléaire. En d’autres termes, ils pourraient séquestrer le
plasmide dans le noyau et limiter son retour dans le cytoplasme, ou il peut étre dégradé. A ce
jour, la possibilité qu’une partie de I’amélioration de la cinétique de 1’expression luciférase
soit due a ce phénomene, ne peut pas étre exclue. La multiplication de sites consensuels de
fixation de facteurs de transcription cellulaires constitutifs pourrait fortement stimuler

I’expression du transgéne d’intérét et ancrer 1’épisome sur la matrice nucléaire.

Il a été démontré que Spl et Oct-1 interagissent physiquement et que le dimere Sp1/Oct-1
stimule davantage la transcription que les deux protéines, dont les sites de fixation sont
séparés de plusieurs paires de bases [88,151]. Le site Sp1 doit se situer en amont du site Oct-
1, ils doivent adopter la méme orientation et deux paires de bases doivent les séparer. Le
promoteur IE1 du CMV pourrait étre modifié selon les mémes regles que I’amplificateur

transcriptionnel pour constituer une région régulatrice artificielle (Figure 39).



5" ACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT-
Spe 1

GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCTTGGCTGACCGCCAAAC-
NF1

GACGGGGCGGGGCTATGCAAATATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAA-
Spl Oct-1

TAATGCAAATCCATGGGGCGGGGCTATGCAAATTATTTACGGTAAACTGCCCAC-
Oct-1 Spl Oct-1

TTGGCAGTACGCCAAGTGTATCATATGCCAAGGGGCGGGGCTATGCAAATATG-
NF1 Spl Oct-1

ACGGTAAATGGCCCGCTITGGCATTATGCCAAGTACATGACCTTATGATGCAAAT-
NF1 Oct-1

CTACTTGGCAGTACGCCAACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATG-
NF1

TTGGCAGTACGCCAACGGTTGGCGGGCGGGGATATGCAAATCAGCGGTGATGCAAAT-
NF1 Spl Oct-1 Oct-1

CAAGTGGGGCGGGGATATGCAAATATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG-
Spl Oct-1

GGGGCGGGGATATGCAAATCAAAATGTCGTAACAATGACGCAAAGGGGCGGGG-
Spl Oct-1 Spl

GGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC 3°
TATA box Sac I

Figure 39 Séquence d’un amplificateur et d’'un promoteur transcriptionnels artificiels.

Trois autres sites NF1 non-consensuels comportant deux a trois mutations ponctuelles
seront aussi remplacés par leur séquence consensuelle TTGGC(N)sGCCAA. Cette région
régulatrice artificielle sera ultérieurement testée chez la souris, dans un autre tissu que

I’épithélium respiratoire.



Discussion et

Perspectives



Les principales difficultés techniques ont été rencontrées au cours de la perfusion nasale
des souris CD1. Les écueils se sont situés a deux niveaux : 1’anesthésie et la perfusion de la
solution d’ADN. L’anesthésie a été induite par injection intrapéritonéale de 2,2,2-
tribromoéthanol. Bien que tous les animaux provenaient de la méme souche (CD1), étaient de
méme sexe (femelles) et avaient le méme age (6 a 8 semaines), le volume d’injection a
notablement varié¢ d’une souris a I’autre (0,7 a 1,1 mL). Il a été évalué pour chaque animal et
cette estimation s’est lentement améliorée par 1’expérience acquise au fil du temps.
Cependant, de nombreuses souris n’ont pas été suffisamment anesthésiées, elles se sont
débattues lors de la perfusion et leur respiration a été trop rapide. Puisque le succes de la
transfection de 1’épithélium nasal nécessitait une lente administration de la solution d’ADN,
I’efficacité de la transfection n’a pas été prise en compte pour ces animaux. Inversement,

d’autres souris ont été trop anesthésiées et sont décédées pendant ou peu apres la perfusion.

La propension des souris a respirer par leur nez a nécessité d’améliorer la technique de
perfusion nasale, qui m’a été enseignée par le Dr Raymond Farley. Les fosses nasales ont
rapidement été obstruées par la solution d’ADN, qui ne devait en aucun cas étre aspirée par
I’animal vers la gorge et les voies aériennes inférieures. L’astuce a consisté a aider la souris a
respirer par sa bouche, en tirant sa langue hors de la bouche a I’aide d’une pince a épiler et a
la maintenir ainsi en coin¢ant un morceau de papier entre la langue et les levres de I’animal.
Pouvant aisément respirer par leur bouche, les souris correctement anesthésiées ont été

facilement perfusées.

La seconde difficulté majeure a été de déterminer le volume de la solution de plasmide (40
a 75 pl) et le solvant de I’ADN (eau pure). Puis, le débit a sans cesse été ralenti pour atteindre
des valeurs aussi faible que 3 pl/min. La pompe péristaltique ne permettait pas la perfusion a

un si faible débit. Ainsi, ce dernier a été estimé en évaluant le volume de la solution d’ADN



restant dans le tube connecté a la pompe péristaltique. Pour cela, la pompe a alternativement
été allumée et éteinte, afin de ralentir la perfusion qui fut par conséquent discontinue. L’angle
d’inclinaison de la souris, sur la plaque de polystyréne, a aussi été augmenté et a finalement
été fixé a environ 60°. La solution d’ADN a administrer aux souris a été introduite dans le
tube connecté a la pompe péristaltique. La circulation de la solution de plasmide dans ce tube
a fréquemment entrainé 1’apparition de bulles d’air, qui ont affecté la transfection de
I’épithélium nasal, pour des raisons inconnues. Le cathéter, qui a été inséré dans une narine de
la souris, avait un diametre interne trés faible. De petits débris de plastique provenant de la
pompe péristaltique ont régulicrement obstrué le cathéter, ce qui a compliqué 1’estimation du
débit de la perfusion et a souvent nécessité le remplacement du cathéter. Toutes les
améliorations et perfectionnements de la technique de perfusion nasale ont fait I’objet d’une
multitude d’expériences préliminaires et certaines perfusions nasales ont échoué, a cause des

diverses difficultés techniques rencontrées au cours de ce travail.

Il est clairement apparu dans notre étude que I’ADN nu est le meilleur systéme non-viral
pour transfecter I’épithélium respiratoire. En effet, la fixation de molécules cationiques a
I’ ADN n’améliore pas la transfection, voire méme elle peut notablement 1’inhiber (Chapitre
2). Le plasmide nu doit étre administré dans de I’eau pure, formant ainsi une solution
hypotonique par rapport au tissu nasal. D’apres nos résultats, I’eau pure induit un choc
hypotonique, qui se caractérise par un gonflement de la cellule, suivi du retour a son volume
initial, au cours duquel la cellule épithéliale internaliserait I’ADN exogene par endocytose ou
pinocytose. Bien que d’une maniere générale les médicaments sont préférentiellement
administrés dans une solution isotonique, certaines solutions médicamenteuses hypotoniques
sont déja administrées sous forme d’aérosols dans les voies respiratoires de patients

asthmatiques (Chapitre 1).



Un plasmide dans de 1’eau déminéralisée transfecte significativement 1’épithélium
respiratoire nasal. Cependant, I’efficacité de la transfection devrait étre améliorée de plus de
dix fois pour envisager de traiter certaines affections bronchiques, telles que 1’asthme et la

mucoviscidose.

Pour cela, la meilleure solution a consisté a raccourcir la molécule d’ADN en la coupant a
I’aide d’enzymes de restriction (Chapitre 3). L’expression luciférase a atteint un niveau
inégalé par les vecteurs de genes actuels, dans I'épithélium respiratoire. Bien que cette
méthode soit simple et rapide, la solution a long terme consisterait a mettre au point un mini-
cercle d’ADN, qui est une molécule d’ADN bicaténaire circulaire ne comportant que le
transgéne. Une recombinase génére deux mini-cercles d’ADN a partir du plasmide initial,
dans E. coli, et celui qui contient les séquences bactériennes est ensuite éliminé. Un mini-
cercle d’ADN a transfecté le foie de souris 10 a 100 fois plus efficacement que le plasmide
correspondant, ce qui est en accord avec les résultats obtenus pour I’épithélium nasal avec les
fragments de restriction (amélioration de la transfection de 21 fois). La production de grandes

quantités de mini-cercles d’ADN est possible et le rendement est assez élevé [24].

D’apres les résultats obtenus avec le virus de Sendai, I’expression du transgene atteinte 24
heures aprés 1’administration des fragments de restriction Dra III-AlwN I devrait étre
suffisamment élevée pour traiter la mucoviscidose (3x10° URL/mg protéine). En effet, la
protéine luciférase a été extraite des cellules épithéliales grace a un tampon de lyse et a trois
cycles de congélation/décongélation. Néanmoins, la protéine luciférase n’a probablement pas
été totalement extraite du tissu nasal ; le nombre d’unités relatives de lumiere a par
conséquent été sous-estimé. Inversement, le tissu nasal entier a été prélevé des souris
transfectées. Une minorité de la masse totale de protéines tissulaires provenait de
I’épithélium. Ainsi, I’activité spécifique de la luciférase, dans 1’épithélium respiratoire nasal,

est en réalité beaucoup plus €levée que les valeurs indiquées dans ce travail. Il nous semble



alors qu’il n’y a pas lieu de tenter d’améliorer davantage la transfection en combinant
plusieurs méthodes, qui ont permis d’augmenter 1’activité luciférase. De plus, notre objectif
est de mettre au point le systeme de transfection le plus simple possible. Ce dernier est
constitué d’une courte molécule d’ADN nu dissoute dans de I’eau pure. Ce systeme serait peu
onéreux, ce qui rendrait le colit de la thérapie génique de la mucoviscidose acceptable pour la

collectivité.

Jusqu’a présent, I’administration de ’ADN nu dans les voies respiratoires sous forme
d’aérosols n’était pas possible, car les nébuliseurs conventionnels endommagent I’ADN nu en
le fragmentant. Davies et al. ont récemment démontré qu’une nouvelle technique
d’aérosolisation, la fragmentation électrohydrodynamique, n’endommage pas I’ADN nu
d’une taille allant jusqu’a 15 kb [40]. Cette technique a été utilisée avec succes pour
transfecter les poumons de souris par choc hypotonique. Grace a ce type d’équipement, il est
donc envisageable de transférer des genes portés par de courtes molécules d’ADN, dans les
poumons de patients, par choc hypotonique. Dans le cas de la thérapie génique de la
mucoviscidose, I’administration de I’ADN devra s’effectuer sur une période d’environ trente
minutes, car la diminution régulée du volume cellulaire au cours du choc hypotonique est plus

lente dans les cellules épithéliales de patients atteints de mucoviscidose.

Avant cela, une courte molécule d’ADN portant le gene CFTR, dissoute dans de 1’eau
pure, devra étre transférée dans les poumons de souris CFTR/, afin de déterminer si
I’efficacité de la transfection est suffisante pour corriger le déficit de transport de chlorure. La
mucoviscidose se caractérise également par une hyperabsorption de sodium, qui est due a
I’activité du canal épithélial sodique EnaC. Alternativement, une diminution de 1’expression
de cette protéine aboutirait a une augmentation de la teneur en eau du mucus, a une
amélioration du transport mucociliaire et par conséquent a un bénéfice clinique. Un gene

codant pour un ARN antisens ou un ARN interférant spécifique d’EnaC serait beaucoup plus



court que le gene CFTR, dont I’ADNc est de 4,4 kb. Le transfert de ce géne porté par un mini-
cercle d’ADN dans I’épithélium respiratoire serait alors plus efficace que celui du gene

CFTR.

Si I’efficacité de la transfection était suffisamment €levée en utilisant cette approche, le
dernier obstacle a franchir avant de considérer le traitement de la maladies affectant les voies
aériennes, par thérapie génique non-virale, est la diminution rapide de 1’expression du
transgéne au cours des dix jours qui suivent la transfection. La disparition du produit du
transgéne dans 1’épithélium respiratoire est en partie due a l’atténuation des séquences
régulatrices. Les modifications effectuées dans 1’amplificateur transcriptionnel IE1 du CMV
ont abouti a une réduction de la diminution de I’expression du gene de la luciférase (18,7 fois
au lieu de 61 fois). Ces modifications ont consisté a remplacer les sites de fixation de facteurs
de transcription inductibles (NF-xB et ATF/CREB) par le site de fixation du facteur de
transcription constitutif, Oct-1, et a remplacer les sites de fixation non-consensuels par leurs
homologues consensuels. De plus, si chaque site Oct-1 était précédé par un site Sp1, ces deux
protéines stimuleraient davantage la transcription et pourraient prévenir plus efficacement
Patténuation de la région régulatrice. De plus, trois sites NF1 non-consensuels
supplémentaires localisés dans 1’amplificateur et le promoteur IE1 du CMV peuvent étre
remplacés par leur séquence consensuelle. Ces modifications additionnelles de I’amplificateur
transcriptionnel et la modification du promoteur IE1 du CMV, selon les mémes regles, seront
effectuées lors d’un travail ultérieur. Dans I’épithélium respiratoire nasal, I’activité luciférase
ne diminuerait que d’environ 6 fois avec les séquences régulatrices modifiées, au lieu de 61

fois avec le plasmide pNGVL;s-luc.

Il faudra également déterminer si le géne du virus Epstein-Barr, EBNA-1, et la famille de
répétitions qui comporte vingt exemplaires de la séquence-cible de cette protéine, améliorent

le maintien de I’expression du transgéne a un haut niveau dans 1’épithélium respiratoire. Cela



n’a pas encore été réalisé dans ce tissu. EBNA-1 effectuerait un pontage entre le plasmide et
la matrice nucléaire, ce qui séquestrerait le plasmide dans le noyau cellulaire et I’empécherait
de retourner dans le cytoplasme, ou il serait rapidement dégradé par les nucléases
cytosoliques. Le géene EBNA-1 est généralement sous le controle du promoteur IE1 du CMV.
L’atténuation de ce dernier diminuerait I’expression de la protéine EBNA-1 et certaines
copies du plasmide pourraient s’échapper du noyau et étre détruites dans le cytoplasme. Le
promoteur artificiel, dont la séquence est basée sur celle du promoteur IE1 du CMV, pourrait
maintenir 1’expression de la protéine EBNA-1 a un niveau suffisant pour retenir en

permanence le plasmide dans le noyau.

Enfin, il est probable que I’ADN exogene soit également dégradé a I’intérieur du noyau
cellulaire. En effet, quatre DNases nucléaires ont été isolées du noyau de foie de rat [104].
L’ADN exogene transféré dans le noyau, est dépourvu d’histones, tandis que 1’ADN
génomique est en partie protégé par ces protéines. Les histones recouvrent le plasmide pour
former des nucléosomes, en quelques heures a plusieurs dizaines d’heures, dans diverses
lignées cellulaires [19]. Il est possible que cela prenne plus de temps dans des cellules
quiescentes, comme les cellules épithéliales respiratoires. Il a été démontré que les
nucléosomes adjacents a une coupure double brin participent a la réparation de I’ADN [63].
Des coupures simple et/ou double brin s’accumuleraient, ce qui aboutirait a la destruction
complete de la plupart des plasmides. Apres quelques jours, les copies du plasmide qui
n’auraient pas été détruites, formeraient des nucléosomes avec les histones néo-synthétisées
par la cellule transfectée, deviendraient plus résistantes a I’attaque par les DNases nucléaires

et seraient plus rapidement réparées.

Jusqu’a présent, aucun groupe n’a tenté de résoudre ce probleme de dégradation de I’ADN
dans le noyau des cellules transfectées. Pourtant, il serait possible de prévenir la dégradation

du plasmide en le protégeant par formation de nucléosomes in vitro avec les histones H2A,



H2B, H3 et H4 purifiées et en co-administrant le plasmide et I’inhibiteur de DNases, 1’acide
aurintricarboxylique [65]. Ces approches expérimentales seront évaluées sur d’autres tissus
que I’épithélium nasal. Néanmoins, la dégradation du transgene dans le noyau cellulaire
survient probablement dans la plupart des tissus. Les progres effectués dans la compréhension

de ce phénomene bénéficieront également a la transfection de I’épithélium respiratoire.

La thérapie génique non-virale de la mucoviscidose deviendra une réalité a condition que
I’efficacité de la transfection de I’épithélium bronchique soit suffisante et que I’expression du
transgéne soit assez élevée pendant plusieurs semaines. L’épithélium bronchique est
progressivement altéré par les infections bactériennes et 1’inflammation qui leur sont
associées. La thérapie génique de la mucoviscidose apportera probablement plus de bénéfices
cliniques aux enfants en bas age, dont 1’épithélium bronchique est peu altéré, qu’aux patients

plus agés.
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RESUME

La mucoviscidose est une maladie génétique affectant principalement les poumons, qui est
due a la mutation du gene CFTR. La protéine CFTR est un canal chlorique. Le transfert du
géne CFTR sauvage dans 1’épithélium bronchique peut étre obtenu a I’aide de vecteurs de
geénes non-viraux. Ces transferts n’ont pas permis, jusqu’a présent, de corriger complétement
le transport de chlorure. Dans cette étude, nous avons démontré que de I’ADN nu dissout dans
de I’eau déminéralisée transfecte les cellules épithéliales nasales plus efficacement que dans
une solution isotonique ou hypertonique. Cette méthode a été baptisée : transfection par choc
hypotonique. Le plasmide serait internalisé par les cellules épithéliales au cours de I’étape dite
de diminution régulée du volume cellulaire du choc hypotonique. La stratégie la plus simple
pour améliorer la transfection a consisté a raccourcir le plasmide, en le coupant dans la
portion bactérienne a I’aide d’enzymes de restriction. L’expression du transgéne obtenue suite
a I’administration de fragments d’ ADN nu, dissous dans de ’eau pure, a atteint un treés haut
niveau. L’amplificateur transcriptionnel IE1 du CMV contient des sites de fixation pour NF-
kB et ATF-CREB, qui ont été remplacés par des sites Oct-1. Les sites de fixation non-
consensuels NF1 et Spl, ont été remplacés par leurs homologues consensuels. Ces
modifications ont permis de réduire la diminution de 1’expression du transgene entre les jours
un et dix. La thérapie génique de la mucoviscidose deviendra concevable s’il est possible
d’atteindre et de maintenir pendant plusieurs semaines, un niveau élevé d’expression du

transgeéne dans 1’épithélium bronchique des patients.
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